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“Mecanismos moleculares inolucrados en la activacia de linfocitos T y su
relacién con procesos de airogenizacion incrementada”

El sindrome del ovario poliquistico (SP&s un desorden endocrino que afecta a
mujeres en edad reproductiva, constituyendodenéas primeras causas de infertilidad
por anovulacion. Asimismo, los andrégenos promueven la acumulacion abdominal de la
adiposidad que se relaciona a insulinsigiencia e inflamacion crénica sistémica.
Tanto a nivel ovarico como sistémico existevidencias de que el sistema inmune
contribuiria a la patogénesisl&OP. Por ello en este trabajo se estudiaron alteraciones
inmunes, metabdlicas y endocrinas emrmodelo murino de SOP por androgenizacion

con dehidroepiandrosterona (DHEA).

A nivel sistémico, se observdé mayor spe corporal, insulino-resistencia y
parametros de inflamacién cronica incretaelos Los quistes ovaricos mostraron una
expresion alterada de moléculas de adhesion que coincidié con infiltracion leucocitaria,
dafio tisular, incremento en el estrés otiaay disminucion dda prostaglandina £
ovarica. In vitro, DHEA incrementd la expresm de moléculas de adhesion y
marcadores de activacion en leucocitos pialtd en estimular su proliferacion vy

secrecion de citoquinas.

Estos resultados muestran que el siateanmune colabora en los desérdenes
ovaricos y sistémicos inducidos en este nmde SOP. DHEA promueve la activacion
leucocitariain vitro pero no puede inducir por si $ma una respuesta inflamatoria
completa, resaltando la importancia del ambiente endocrino y metabdlico en las

alteraciones inmunes asociadas a 8ORvo.

Palabras claves: SOP, infertilidad, DHEA, hiperandrogenismo, sistema inmune,

leucocitos, trastornos metabdlicos.



“Molecular mechanisms involved inT cell activation. Relation to
hyperandrogenization processes”

Polycystic Ovary Syndrome (PCOS) iserdocrine disease that affects women in
their reproductive age. It is one of tineain causes of anovulatory sterility and is
associated to abdominal fat distribution, iefh often leads to insulin resistance and
chronic inflammation. Increasing evidence psitttat immune system could contribute
to PCOS symptoms both at systemic and evelevels. Therefore, the aim of this study
was to study the alterations on immune, metabolic and endoeatures induced by
dehydroepiandrosterone (DHEA) adminggion as a murine model of PCOS.

The ovarian cysts showed an altered egpion of adhesion rexules, that lead
to increased leucocyte infiltration, tissue damage, oxidative stress and reduced levels of
prostaglandin Ein the ovary. Furthermore, the animals showed increased weight gain,
insulin resistence and chronic inflammation markkrsitro assays showed that DHEA
per sestimulates the adhesion molecules artivatton markers expression but fails to

induce proliferation andytokine production.

Therefore, we conclude that immune system is involved both in the ovary and the
systemic DHEA-induced alterations. DHEAa@l& promotes leucocytes activation but
fails to elicit a complete inflammatory gEnse, highlighting the ke of the endocrine

and metabolic environment in PCOS.

Key Words: PCOS, sterility, DHEA, hyperandrogenism, immune system, leukocytes,

metabolic features.
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ABREVIATURAS

A androstenediona.

50DHT: 5-a-dehidroxitestosterona.

AMH: hormona antimulleriana.

BMPs: factores de la médula 6sea.

CAMs: moléculas de adhesién celular.

CD: células dendriticas.

CG: capa de células de la granulosa.

ConA: concanavalina A.

COX: ciclooxigenasa.

CPAs: células presentadoras de antigenos.
CRP: proteina C reactiva.

CSF-1: factor estimulador de colonias-1.
DHEA: dehidroepiandrosterona.

DHEAS: DHEA sulfato.

E;: Estrona.

E,: estradiol.

ERNSs: especies reactivas del nitrégeno.
EROs: especies reactivas del oxigeno.

FACs: Citometria de Flujo.

FF: fluido folicular.

FP: fluido peritoneal.

FSH: hormona foliculo estimulante.

GDF-9: factor de crecimiento y diferenciacion -9.
GnRH: hormona liberadora de gonadotrofinas.
GSH: glutation.

GSSG: glutation oxidado.

HLA-DR: antigeno leucocitario humano- DR
HOMA-IR: modelo de valoracion de la homeostasis de la insulino resistencia.
ICAM-1: molécula de adhesion intracelular- 1.
IFN-y: interferon .

IGFs: factores de crecimiento insulinico.

IL: interleuquina.

IL-2R: receptor de interleuquina 2.

LFA-1: molécula asociada a la funcién linfocitaria-1.
LH: hormona luteinizante.

MDA: malondialdehido.
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MEC: matriz extracelular.

MHCII: complejo mayor de histocompatibilidad de tipo II.
NFkB: factor nuclear k B.

NK: natural Killer.

NO: éxido nitrico.

NOS: 6xido nitrico sintasa.

P: progesterona.

P1y P2: protocolo 1y protocolo 2.

PAMPs: patrones moleculares asociados a patégenos.
PGs: prostaglandinas.

RI: Resistencia a la Insulina.

SHBG: proteina transportadora de esteroides sexuales.
SOD: Superoxido dismutasa.

SOP: Sindrome del Ovario Poliquistico.

T: testosterona.

TGF-3: factor de crecimiento tisulap-—

Th: T helper.

TLR: receptores de tipo Toll.

TNF-a: factor de necrosis tumorak—

VCAM-1: molécula de adhe&n al endotelio vascular-1.
VEGEF: factor de crecimiento del endotelio vascular.
VLA-4: very late antiger#
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1. INTRODUCCION

1. Sindrome del Ovario Poliquistico

1.1. Definicién e informacion epidemioldgica

El Sindrome de Ovario Poliquistico @8) afecta entre el 10 y 12% de la
poblacién femenina, siendo la patologia emohé mas comuin en mujeres en edad
reproductiva y la principal causa de intiletad por anaovulacion (Franks y col., 2008).
La gran heterogeneidad de la sinton@g@ que acompaiia al SOP condujo a distintos
criterios diagnosticos. EI mas aceptado eadmalidad fue definido en la reunion de
Rotterdamm (ESHRE-ASRM Workshop, 2008pmo la presencia de 2 de los
siguientes desérdenes reproductivos, lwgta exclusion detras afecciones:

- oligo-anovulacion;

- hiperandrogenismo clinico 6 bioquimico;

- ovarios poliquisticos.

Esta clasificacion da lugar a distintaganifestaciones del SOP que son altamente
relevantes para determinar una terapiaicdimdecuada. Con tahfise han definido 4
fenotipos distintos de SOP (revisadper Motta, 2010) donde el mas frecuente
(observado en méas del 90% de las mugje8OP) presenta en forma conjunta
hiperandrogenismo, anovulacion y ovarios poktjads. Esta es la forma mas severa de
SOP y se encuentra habitualmente asociautmeaidad, resistencidainsulina y riesgo
cardiovascular aumentado. En los ultimos a#gis sindrome ha sido considerado como
una patologia pre-diabética, por lo cwal diagndstico y tratamiento precoz posee

importantes funciones preventivas.

1.2. Hipdétesis sobre el Origenle la enfermedad quistica

El hiperandrogenismo ha sido identificadomo el caracter central en SOP, no
obstante su etiologia auno ha sido dilucidada. Esiios epidemiolégicos han
demostrado un fuerte componente familiar quedria implicar la asociacion de
componentes gendémicos. Sin embargo su dod& herencia no ha sido esclarecida, la

penetrancia es incompleta indicando tamteéectos ambientalgXita y col., 2002) y

-10 -
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los esfuerzos por encontrar polimorfismosgemes candidatos han tenido poco éxito,
observandose solo cierto grade asociacion en genes reta@dos a la biosintesis de
esteroides y al metabolismo de la insal{Diamanti-Kandarakis y col. (a), 2006).

Asimismo, en los ultimos afios evidencias provenientes de modelos animales y
estudios retrospectivos suggarque durante la vida pal se podrian desencadenar
fendmenos epigenéticos que afectariandesarrollo de los sistemas enddocrino y
metabdlico. Entre los factores desencadena#dsa sugerido la exposicion prenatal a
andrégenos, que en modelos experimeni@bbott y col., 2005) induce (i) inhibicion
de la retroalimentacion gativa de la hormona luterante (LH) produciendo su
anormal acumulacion, (ii) distribucion cealtrde la adiposidad que estimula la
resistencia a insulina, (iiiperandrogenismo y quistes ks ovarios, mimetizando la
sintomatologia SOP. En humanos, la eipos a andrégenos durante el desarrollo
intrauterino provendria de aléeiones a nivel enddcrino génico maternas o fetales
(Abbott y col., 2002). Mas aun, el bajo pedmacer junto con los polimorfismos antes
mencionados se ha visto asociado a unaildlision abdominal de la grasa corporal e
insulino resistencia en nifias, desarrollo puberal precoz y presencia de SOP en la vida
postpuberal (De Zheger e Ibafiez, 2005; Ibafiez y col., 2006). Sin embargo, el
mecanismo intrauterino que resulta erjobpeso al nacer y SOP no ha sido aun
establecido y sus causas son actualmente el eje de numerosas investigaciones que

aportaran nuevas claves pardgender el origen del SOP.

1.3. Modelos de Estudio

Numerosos trabajos han investigado lasratienes no solo en la fertilidad sino
también en el metabolismo de mujeres SOP dados la estrecha relacion entre ambos
desordenes y que el sindrome esta asodiadoriesgos para la salud a largo plazo
(inflamacion cronica, diabetes, enfermedad cardiovascular) (Diamanti-Kandarakis y col.
(b), 2006). Debido a las limitaciones de lotudgs en humanos, se han disefiado una
variedad de modelos en digas especies animales, dogran reproducir distintos
aspectos de la compleja sintomatologiaed&e sindrome. Entre los modelos murinos

mas usados, se encuentran la administragrenatal de andrégenos (revisados por
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Abbot y col., 2005) o estrogenos (Deshpandmly, 2000), o postnatal de androgenos
(Knudsen y Mahesh, 1975; Edwards, 197dely col., 1991; Luchetti y col., 2004).

En el presente trabajo de investigacion se ha usado un modelo murino de
androgenizacién con dehidroepiandroster(@BAEA) durante el periodo peripuberal.
La DHEA es una hormona, considerada algunos como pro-hormona (Abbott y col.,
2002), que en mujeres es sintetizada ppalonente por las glandulas adrenales vy
ovarios. En mujeres, la DHEA sulfato (DKAE), principal forma plasmatica de la
DHEA, es el andrégeno mas abundante enlgiodon y en el fluido folicular (Bonzer y
col., 2000). De acuerdo a los requerimientasles diversos tipos celulares, como ser
células del tejido adiposo y muscular, de k,plel sistema inmune e involucradas en el
metabolismo de la insulina y glucosa $8an y col., 1993; Labrig col., 2005) pueden

metabolizarla para formar andrégenos o estrogenos.

Durante la nifiez, el incremento de DAl otros androgenos adrenales sefala la
adrenarca, momento en el que langlda adrenal completa su maduracion. La
adrenarca precoz y consecuente expasitemprana a la DHEA (Leung y Robson,
2008) esta asociada con la aparicion tempdania pubarca, que a su vez promoveria el
desarrollo de SOP en la vigest puberal (Ibafiez y col., 2000; Abbott y col., 2002;
Ibafiez y col., 2002; Hanh y col.,, 2005). Bsteesultados le conferirian un rol
significativo a la DHEA en induc el hiperandrogenismo okiéo, la resistencia a la
insulina y la formacion de quistes ovari¢tisafez y col., 2002; Shayya y Chang, 2010).

El modelo de androgenizacion con DAEHiene su origen en 1962, cuando
Mahesh y Greenblatt, logam aislar DHEA del tejidoovarico de mujeres con
poliquistosis ovarica y observaron que al adstiarlo a ratas innturas se inducia la
formacidén de quistes ovaricos arresto del ciclo repductivo (Roy y col., 1962).
Subsecuentes estudios avalaron este lnddee, 1991; Anderson y col., 1992; Lee,
1998; Henmi y col., 2001; Honnma y col., 209dp sefalaron como adecuado para el
estudio de la patologia atica. En particular, cacterizaron minuciosamente los
perfiles hormonales y la morfologia ovaricaanmales androgenizados, aportando al
mismo tiempo evidencias claves para entender la regulacida dsteroidogénesis

ovarica (Drummond, 2006). En nuestro ladorio se adaptd el modelo de
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androgenizacion con DHEA para su uso ratones (Luchetti y col.,, 2004), mas

adecuado para el estudio de compes inmunes en la patologia.

2. Ciclo Reproductivo Femenino

Los ovarios son el principal 6érganantional del sistema reproductivo femenino,
con dos roles fundamentales: (i) promovedifarenciacion, maduracion y liberacion de
oocitos contenidos en los foliculos para fettilizacién y (ii) shtetizar y secretar
hormonas que son esencialesapal desarrollo folicular y el mantenimiento del tracto
reproductivo y sus funciones (Barnett y c@006). En la mayoria de los mamiferos
placentarios hembras la secrecion de looras hipofisarias y ovaricas, la maduracion
de oocitos y el desarrollo del endometriomeducen en forma ciclica. Estos ciclos
poseen en mujeres una duracibn menspal, lo cual se los denomina ciclos
menstruales, mientras que en ratones laaddn es de entre 96 y 108 horas vy, al igual

gue en otras especies, son llamados ciclo estral.

2.1. Desarrollo Folicular

El desarrollo folicular comienza durania vida fetal, cuando las células
germinales primordiales migran a las gonagasliferan y se diferencian para formar
un pool finito de oocitos bajo ektimulo de factores liberasl por las células sométicas
de la gonada (Pesce y col., 2002; Richardsly 1999). De este modo, durante la etapa
perinatal se forman los foliculos primordiales constituidos por un oocito, que entra en
meiosis y queda arrestado en profase |. Ekibiculos (figura 1.A) son recubiertos por
un epitelio plano, que eventualmente se convertira en las células de la granulosa, y una
membrana basal (Drummond, 2006; Richardzapngas, 2010) y se ubican en regiones
avasculares de la corteza ovarica, manteltieun arresto en el eximiento hasta el
momento en que sean reclutados. Eadmllo gonadal continla, completandose la
diferenciacion de los ovarios y formando el oviducto y Utero en respuesta a vias de
sefalizacion especificas (Parmegy., 2006; Tomizuka y col., 2008).

A partir de la etapa puberal, se produen foma ciclica el reclutamiento de

foliculos para comenzar la maduracidn un primer paso, una serie de foliculos
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primordiarles se diferencian a foliculos priioar En este procese| oocito desarrolla
la zona pelucida y aumenta su tamafio ahmoi tiempo que las células escamosas de la
granulosa se transforman a célutaboidales (figura 1.B y C).

En un segundo paso, se forma el folicesdgundario (figura 1.0 Las células de
la granulosa proliferan, formando mudultipleapas (Hirshfield, 1991) mientras que
sintetizan numerosos factorg¢ales como la activina, los factores de la médula ésea
(BMPs), de crecimiento tisular (TGB)y de crecimiento y diferenciacion (GDF)-9.
Asimismo, células del estroma ovaricppsiblemente de tipo fibroblastico, son
reclutadas para formar una capa rodeandoeimbrana basal que se diferencian luego a
células de la teca (Erickson y col., 1985). Estos primeros estadios de desarrollo son
independientes de las hormonas plasmatitdsdo a la baja vaslarizacion de los
foliculos y su escasa expresion de receptpega gonadotrofinas. Durante este estadio
las células de la teca proliferan y comienaatiferenciarse, indiendo la expresion del
receptor de hormona luteinizante (LH), éezimas esteroidogénicas y del factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF) quemueve la angiogénesis en esta capa
de células (Maisonpierre y cpll997; Taylor y col., 2004).

El foliculo terciario (figura 1.D) es cacterizado por la apicion de pequeiios
espacios que contienen fluido foliculareyentualmente la formacién de una Unica
cavidad antral. El fluido folicular estéomstituido por agua, electrolitos, proteinas
séricas y altas concentraciones de hormasésroideas y factores secretados por las
células foliculares (Hirshfield, 1991; YoungcNeilly, 2010). La capa de la granulosa
completa su desarrollo, expresando receptores para la hormona foliculo estimulante
(FSH), estradiol (B y testosterona (T) y la capa délulas de la teca presenta una
vasculatura altamente diferenciadaxpresa receptores de LH.

En esta etapa, la mayoria de los folisubmtraran en atresia, mientras que entre
un foliculo y una pequefia cohorte de losmos (dependiendo del nimero de oocitos a
ser ovulados) seleccionados como dominastdseviviran por la influencia de FSH,
para formar foliculos preovulatorios (Hifsd, 1991). Estos foliculos son los Unicos
capaces de liberar al oocito por estimd®oLH (McGee y Hsueh, 2000). Durante la
ovulacion, la membrana basal del folicide rompe y el oocites liberado. La

remodelacion del tejido para permitir kaptura folicular, asi como la posterior
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formacién del cuerpo luteo, es aateristica de una reacciémmunitaria aguda, por lo
cual muchos mediadores inflamatorios esecuentran elevados durante este proceso
(Bukulmez y Arici, 2000). Finalmente, las céluliss la teca y granulosa que atraviesan
un proceso de luteinizacion para dar lugkr ®rmacion del cuerpo lateo (Sander y col.,
2008).

_ rétatbl"f .
follicle. '

Figura 1: Desarrollo de los foliculos ovaricosLas microfotografias muestran la
apariencia histolégica y principales estructurasodario (F) y foliculos en desarrollo (A-E).
Los foliculos primordiales (A) presentan @bcito rodeado por una capa de células de la
granulosa escamosas (squamous GC) queassférman en células cuboidales (cuboidal GC)
en la transicion (B) para formar el folioulprimario (C). Los foliculos secundarios (D)
presentan varias capas de células de la gran(B3arodeadas externamente por células de la
teca en desarrollo. Los foliculos terciarios pEgsentan ademas el antro (Antrum) que contiene
fluido folicular. La foto del ovario (F) muesttm foliculo preovulatorio (preovulatory follicle)
con sus componentes detallados y varios cuerpeasd{A-E adaptado de Maciel y col., 2004; F
adaptado de Richards y Pangas, 2010).

Es importante destacar que los procasmsrecimiento y maduracién folicular y
ovulacién dependen altamente del ambie&i®to es, que los estimulos enddcrinos,
paracrinos y autécrinos poseen rol primordial en guiaun desarrollo adecuado. De
esta manera, factores plasméticos como las hormonas hipofisarias y la insulina se

combinaran en delicado equilibrio con faets liberados por las células del tejido
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ovarico. Entre ellas, el propio oocito, las cétute la granulosa, teca, del endotelio y
leucocitos asociados a los foliculos participan activamente en la sintesis de una
compleja red de mediadores tales como haaspprostaglandinas (PGs), citoquinas y
especies reactivas del oxigeno (EROSs) lynitedgeno (ERNSs) (Barett y col., 2006).

Estos factores requieren dea fina sincronizacion tempmespacial para promover en
forma adecuada procesos tales como @utamiento, maduragén, seleccion o atresia

folicular, ovulacién y formacion o regresiénl deerpo lateo (Motta y col., 1999; 2001).

Foliculogénesis en SOP

Las primeras evidencias de la existendeaun desarrollo fmular alterado en
SOP datan de 1982, cuando Hughesdon observé un aumento en el numero de foliculos
primarios, secundarios y terciarios en mes poliquisticos cmparados a ovarios
normales. Estudios subsecuentes (Hovattaly 1999; Wright y cb, 1999; Maciel y
col., 2004) confirmaron estos resultados maogto que la proporciode foliculos que
comienzan el crecimiento en SOP es mayquor lo tanto menor la proporcién de
foliculos que permanecen arrestados confiodtms primordiales (Franks y col., 2008),
marcando una foliculogénesis alterada desstadios tempranos de desarrollo.

Para explicar estos desbalancespmimpusieron mecanismos tales como efectos
sobre la atresia folicular (Webber y c&0Q07) y aumento en la proliferacion de las
células de la granulosa (Stubbs y col., 2087)los que estarian implicados una baja
expresion de AMH (Stubbs y col., 2005)s Ili5Fs y los mismos androgenos. Mas aun,
se observ6 una desregulacionlarexpresion de genes invotados en la sefalizacion
Wwnt y en la formacion de la matriz extedular (Jansen y col., 2004). Estos estudios
mostraron ademas importantes similitudes la expresion génica de ovarios
poliquisticos de mujeres transexuales datas a tratamientonarogenizante y en
ovarios de mujeres SOP (Jansen y col., 20Bgfos resultados enfatizan la validez de
los modelos de androgenizacion postnatal, cemgsado en este trabajo, para estudiar

los mecanismos involucrados en la patologia ovarica.

Por otro lado, existe evidencia controveatiterca de si la atresia en foliculos en
desarrollo se encuentra atida en SOP (Maciel y col., 2004; Webber y col., 2007). Sin

embargo, la misma formacion de quistes Ingmria cambios en los programas de
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desarrollo de foliculos que normalmente emdraien atresia. En humanos la formacion
de quistes ovaricos puede ocurrir fisiologicataguor la falla en la liberaciéon del oocito
del foliculo preovulatario, ques reabsorbido luego degahos ciclos. En el caso de
SOP, ambos ovarios presentan numerosos (A2s) foliculos antrales localizados en la
corteza. Estos, asi como el aumento de@ldesstromal le confieren a los ovarios un
tamafio mayor (van Hooff y col., 2000). La astura de estos foliculos se encuentra
degenerada, presentado un arresto decimiento promediando el desarrollo antral
para dar lugar a la formacién de quistesafiks y col., 2008). Dada la falla en el
mecanismo de seleccion de un foliculo dante, estos foliculos no llegan a ovular y
continan acumulando fluido folicular quesu#ia en la expansion del antro. En
consecuencia, la capa de células de laudosa se vuelve progresivamente degenerativa
dando lugar a una fina pared (Shayy&lyang, 2010). Pese a su bajo numero, las
células de la granulosa remanentes tianemlto potencial esteroidogénico comparado
al de células de la granulosa de migemermales (Chang y cpll983, Franks y col.,
2008). Eventualmente, el foliculo quisticodepletado completamente de células de la
granulosa, la pared del foliculo se ramgomenzando la atresia y degenerandose
rapidamente (Shayya y Chang, 2010).

Fisiologicamente se considera que unaoz el foliculo es activado existen dos
destinos posibles: de ser seleccionado cdominante, continuara su desarrollo hasta
la ovulacion; de no s, serd programado para sugdedacion y reabsorcion por un
proceso llamado atresia. En el contextolalgoliquistosis ovarica, Anderson y col.
(1997a) han propuesto un tercestil® posible, en el cual una poblacién de foliculos
no dominantes podria escapanaatresia y ser programador@antrar en cistogénesis.
Los cambios involucrados en la cistogémeserian equivalentes a una atresia

“atenuada”.

Los animales androgenizados con DHEA mostraron la formaciéon de quistes
foliculares en los ovarios con la capa de esule la granulosa disminuida (Lee y col.,
1991; Luchetti y col., 2004). Estios cinéticos de la formami de los quistes indicarian
que la reanudacion de la meiosis podriase punto clave en la determinacion del

destino del foliculo (Anderson y col., 1997@pmo se menciond previamente, tanto la
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ovulacion como la cistogénesis implicam@lelacion de tejido (Bukulmez y Airci,
2000; Jansen y col., 2004). En los foliculognimos de animales sometidos al modelo
de androgenizacion con DHEA la expreside las metalopreinasas MMP2 y MT1-
MMP, fisiolégicamente involucradas en taulacion, regresiérdel cuerpo luteo y
apoptosis, se encontrarateradas (Henmi y col.2001; Honnma y col., 2006).
Asimismo, se observd que la remodelacioncagla a la cistogénesis involucra la
degeneracion de la capa de células degrknulosa por inducéh de la apoptosis
mediada por la via FASL/FAS/Caspasa8.

2.2. Esteroidogénesis en el Ovario

En el ovario los esteroides sexualpsgestinas, estrégenos y andrégenos, son
producidosde novoa partir del colesterol por lasélulas foliculares mediante un
mecanismo secuencial en el que cada procest substrato del siguiente esteroide en
la via. La induccién de la expresion ds knzimas que catalizan la esteroidogénesis
acompanfa la maduracion de los foliculos.

La esteroidogénesis en los foliculos ales y preovulatorios, de mayor actividad
biosintética, fue descripta en el mod&dos células, dos gonadotrofinas” (Armstrong y
col., 1979; Hillier y col., 1994). El nombre sefiere a las células de la teca y de la
granulosa, que expresan los receptores para LH y FSH, respectivamente, aunque se ha
visto luego que no en forma exclusiwa,las enzimas esteroidogénicas en forma
incompleta, haciendo imprescindible laoperacion entre ambos tipos celulares para
sintetizar estradioproducto final de la via (figurd). Brevemente, la enzima P450c17,
fundamental para la sintesis de andréges@gncuentra Unicamerga las células de
la teca y su actividad es estimulada jpét asi como por insulina e IGF-I. Los
andrégenos formados difunden y en las edlude la granulosa son transformados a
estrogenos mediante enzimas aromatasasnwdatias por FSH, que no se encuentran en

las células de la teca.
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Figura 2. Sintesis de esteroides sexuales les foliculos ovaricos antrales explicada
de acuerdo al modelo “dos células dos gonadotrofinad’H, al igual que insulina e IGF-I,
uniéndose a su receptor en las células deckaastimula la sintesis de andrégenos que difunden
a través de la lamina basal (LB) y llegan a las células de la granulosa. FSH estimula la actividad
de aromatasa, que convierte los andrégenosseidgenos (modificado de Armstrong y col.,
1979).

Alteraciones de la esteroidogénesis ovarica en SOP

Las principales alteraciones enddcrinasS€¥P son elevados niveles de LH y de
androgenos (Franks, 1995; Hahn y col., 20@) el ciclo reproductivo normal, la
secrecion hipofisaria de LH y FSH eggulada negativamente por estradiol y
progesterona y por la inhibinas, respemtiente, producidas por el ovario. De este
modo, en mujeres SOP anaovulatorias la fdéaesteroides gonadales producidos en
forma ciclica impide de la regulacién negaterala sintesis deH, colaborando asi en
sus altos niveles. Sin embargo, no seti@nico motivo, dado que mujeres SOP con
ciclo ovarico muestran también elevadas)que menores, niveles de LH (Adams y col.,
1986; Franks, 1995). Se han propuesto fallas en el mecanismo de retroalimentacion
negativa de la progesteronagducidas por los elevados niee de androgenos (Pastor y
col., 1998; Eagleson y col., 200@|lteraciones en la inhicion de GnRH (Chhabra y
col., 2005), y mecanismos gendmicos o epigenéticos (Zhu y col., 2010). Por otro lado,

otros estudios atribuyen un rol central en la desregulacion hipotadlamo-hipofisaria a
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factores metabdlicos, vinculando por ejemipl@besidad o resisteia a la insulina con
la anaovulacién en SOP (Dunaif y col., 1987; Barber y col., 2007).

Los niveles de FSH en mujeres SOP se encuentran normales o ligeramente
suprimidos (Franks, 1995), mientras los ohibina, su regulador negativo, se
encuentran aumentados y correlacionan con los niveles de androstenediona (Pigny y
col., 1997, 2000). Este incremento de lasbirtas en SOP, podrfaomover a su vez la
produccion de andréogenos por las tu de la teca enuna regulacién
autdcrina/paracrina.

El hiperandrogenismo, resula de una esteragiénesis alteradas la alteracion
mas frecuente en pacientes SOP (Franks, 1998 manifiesta clinicamente como
hirsutismo, acné y alopecia. La secreciéraddrogenos presenta un mayor incremento
en mujeres poliquisticas conaamvulacion que en aquellasn ciclos regulares (Franks
y col., 2008). Este exceso de andrégenos @rtak proviene principalmente del ovario,
si bien la glandula adrenal también puedntribuir con la screcion de dichas
hormonas (Shayya y Chang, 2010). Las cadsasiperandrogenismo aun no han sido
esclarecidas, pero probablemente seanrdgdeeas. Estudios retrospectivos y en
modelos animales sefialan fendmenos epgitieos (De Zheger kafiez, 2005; Abbott y
col., 2006) y una fuerte relacion con la odasi e hiperinsulinemia nivel ovérico, la
insulina, IGFs y LH estimulan la actividale la P450c17 al sino tiempo que inducen
la proliferacion de células de la teca. De este modo bogtn a la hiperplasia de las
células de la teca encontrada en los quistes de mujeres con SOP, que conlleva una
mayor liberacién de andrdégenos (Arlt y col., 2001). Estudios realizaddgo e in vitro,
muestran que las células de la teca, adeteam sobreestimulo a la esteroidogénesis y
elevados niveles de enzimagresentan una alteraciontrinseca de su actividad
(Gilling-Smith y col., 1994).

Como se resume en la tabla 1, emmeldelo de androgenizacion con DHEA, se
observaron niveles incrementados Ide andrégenos T, androstenediopd) (y 5-o-
dehidroxitestosterona ¢®HT) tanto en suero como enufitlo folicular, y estos niveles
fueron mayores en animales que desarmflaguistes que en aquellos con ovarios

normales (Lee y col., 1991). Los altos nivalesandrogenos serian fundamentales para
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mantener la sintomatologia quistica, dado deediscontinuarse la administracion de

DHEA los animales recuperan su ciclicidad ovarica (Ward y col., 1978).

Los niveles séricos de DHEA fueron almos una orden mayor que las restantes
hormonas, mostrando que solo una porciénadBHEA administrada es usada como
sustrato esteroidogénico. Estudioitro e in vivo mostraron ademas un aumento en la
esteroidogénesis que se relacioné con mdgearrollo del reticulendoplasmaético liso
de células de la granulosa (Anderson Y., cb992). Asimismo, eprobable que los
efectos de la administracion de la DHEA resulie la accion conjta de esta hormona
y sus metabolitos, ya que tratamientos catirttos tipos de andrégenos resproducen en

forma similar la morfologia gsfica (Manneras y col., 2007).

A. Hormonas Hipofisarias LH FSH PRL
Suero ++ - +/-
Fluido Folicular ++ ++ ++
B. Hormonas Androgenos Estrogenos 5
Sexuales ‘A T | 50-DHT | DHEA | E | B
Suero ++ ++ ++ +++ +/- + +/-
Fluido Folicular + + + + + ++

Tabla 1. Niveles hormonales en animales tratados con DHEARas tablas resumen los
niveles séricos de las hormonas LH, FSH, prolactina (PRRL)T, 50-DHT, DHEA, estrona
(E1), B2 y progesterona (P). “—* indica que no hay cambios con respecto a los niveles controles,
“+/-* que son los niveles mayores o menores dependiendo de la estructura ovérica, “+” un
aumento leve a moderado, “++” un aumento menor a 20 veces los niveles controles y “+++” un
aumento mayor a 20 veces (a partir de resultesfumtados por Lee y col. (1991) y Anderson y
col. (1997)).

Finalmente, pese a que la DHEA indujo en forma moderada los nivelesfde E
esta la hormona que mejor predijo los prosdssiologicos de ovakion y cistogénesis,

siendo mayor en animales que formagoistes en ausencike ovulacion.
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Estos resultados indican que la hgedrogenizacion con DHEA afecta el

equilibrio enddcrino de nmeera comparable al SOP (Anderson y col., 1997).

3. Alteraciones Metabdlicas en SOP

Como se mencion6 previamente, el S@Pconstituye solo un problema en la
salud reproductiva sino que también esta asociado a alteraciones metabdlicas como
obesidad, resistencia a lasuina y dislipidemia, que seltan en mayor riesgo de
desarrollar enfermedad cardiovassuMagnotti yFutterweit, 2007).

El sobrepeso u obesidad afecta al meald@@0% de las mujeres SOP, alcanzando
este porcentaje el 75% en paises comadasténidos de América, donde la incidencia
de SOP acompafia el aumento en la obdsala esta poblaciédurante las ultimas
décadas (Ehrmann, 2005). El aumento de hiveles circulantes de insulina se
encuentra también entre las alteraciones codnunes en mujeres poliquisticas (Hahn 'y
col., 2005) y es el resultado eresistencia periféricaiasulina (RI), que puede verse
acompafado por intolerancia a la glucoser¢ y col., 1993) aun en mujeres delgadas
con SOP (Yilmaz y col., 2005; Gonzalez y.c@006). De este modo, ademas de los
factores ambientales que regulan los leisede insulina (adiposidad abdominal,
ejercicio fisico, etc) se han propuesto gu&OP podria estar asociado a polimorfismos
en genes relacionados con la&reeién de insulina y con heia de sefalizacion de la
misma (Escobar-Morreale y San Millan, 2007; Abbott y col., 2002).

Dado que solo una proporcion de mugenbesas o IR desallan el sindrome
(Martinez-Bermejo y col., 2007), estos factonesexplican por sinismos los sintomas
del SOP y, como se explicd previamente, desorden primario en la sintesis de
androgenos seria fundamental (Escobartbide y San Millan,2007). En rasgos
generales, la obesidad y RI inducirian una manifestion mas severa de la
sintomatologia SOP, promoviendo el hiperageénismo, la infertittad, el riesgo de
desarrollar Sindrome Metabdlico y enfermédcardiovascular (Bttinez-Bermejo y
col., 2007). De este modo, en mujeres SOP asb&s pérdida de pe ha inducido el
restablecimiento de la ovulacién entre el 30% de las pacientes (Moran y col., 2006)
y en aquellas Rl (Gambineri y col., 2002;rdoy col., 2003) y en menor medida en

pacientes normo-insulinicas (Ibanez y col., 2002; Tan y col., 2007) el tratamiento con
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insulino sensibilizantes (acompafiado dedmi de peso en mujeres obesas) lleva
también a una importante mejoria de los desordenes reproductivos.

Estas observaciones estarian relacionadgase el tejido adiposo, por medio de la
secrecion de hormonas y adipoquinas, pueeetafla funcion ovarica. Por ejemplo, la
leptina afecta la esteroidogénesis y lascpsos de dominancia y maduracién folicular a
nivel del ovario (Duggal y col., 2000; VrbikowaHainer, 2009) y fdlita la liberacion
de GnRH y LH a nivel hipotalamico e pafisario (Yu y col.,, 1997), entre otros
mecanismos.

Mas aun la obesidad y acumulacién centtal la adiposidad es una de las
principales causas de RI. Lasulina promueve la sintesie® andrégenos por parte de
las células de la teca, por lo cual la hipgulinemia contribuiria al hiperandrogenismo
(Kirschner y col.,, 1990; Gambineri gol., 2002). Los IGFs y sus proteinas
transportadoras que se encuentran invotlasan la estereidogésis y foliculogenesis
estan también alterados en SOP colaboraasio en la disfuncionalidad de estos
procesos (Amato y col., 1999; Spicer, 2004).

Asimismo, se han descriptos otros meaaois por los cuales la obesidad y RI
colaboran con el hiperandrogenismo, saleomo la reduccion de la proteina
transportadora de esteroides sexuales (GH@asquali y col., 1990; Pasquali, 2006),
que conduce a un aumento de &c@ion de andrégenos bioactivos.

Finalmente, numerosos trabajos harudisido los mecanismos que vinculan al
SOP con la obesidad y RI. No se han encdpttesta el momento causas por las cuales
el SOP predisponga a la obesidad (Ehrm&005), sin embargo se ha observado que
los andrégenos pueden afectar el patdm distribucion degrasas corporales,
promoviendo la acumulacion del tejido adipesola zona abdominal (Bjorntorp, 1996;
Elbers y col., 2003; Martinez-Bermejo, 200 Como se explicé previamente, la
adiposidad abdominal, probablemente dela la secrecion mas activa de hormonas y
adipoquinas, promueve el desdls de la resistencia a lasulina (Gambineri y col.,
2002; Pasquali, 2006). En pattiar, la secrecién de TNé&-por el tejido graso visceral
(Hotamisligil y col., 1993) afecta la senditlad a insulina en tejidos diana y la
funcionalidad de las célulaB del pancreas (Bloomgarden, 2003), promoviendo la

resistencia a la insulina.
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Estas evidencias indican que solo el tejido grasy la hiperinsulinemia
contribuirian al hiperandgenismo, sino que también los elevados niveles de
andrégenos propiciarian la adiposidad cemntial, retroalimentdndose de este modo las

disfunciones enddécrin@productivas y métabdlicas en forma mutua.

4. Rol del Sistema Inmune en SOP

4.1. Mecanismos Inmunes en el Mantenimiento de la Homeostasis Tisular

Numerosos trabajos han evidenciado daeparticipacionde leucocitos en
respuestas inmunes a patdégenos es solaersus muchas funciones ya que también
participan en numerosos procesos fisiolégicon el fin de mantener la homeostasis
(Fidler y col., 1980; Bukovsky y Caudle0@8). Durante las ultimas décadas, la
contribucion del sistema inmune a la regidacde la proliferacion, diferenciacion y
senescencia de tejidos epiteliales, parenglés y musculares ha ganado relevancia
(Barrett y col., 1992; Bukovsky y col., 2000). [@ste modo se ha observado que la
inflamacion no es solamente la respuesgada a una lesiéon o infeccion, sino que
también es una respuesta a la remocion de células. En este caso las respuestas
inflamatorias no son desencadenadas poloestimulos exdgenos, sino también por
estimulos enddgenos como los productodatdecho de la apoptosis o necrosis.

Los desOrdenes metabdlicos y reprodutien SOP se han visto estrechamente
ligados a alteraciones del sistema inmunaval sistémico, en forma de inflamacion
cronica (Diamanti-Kandarakis y col. (b2006), y a nivel delovario, presentando
alteraciones en las células infiltrantesxpresion de moléculas de adhesion (Gallineli y
col., 2003).

La respuesta inmune se desencadenaepogconocimientale un antigeno, sea
endogeno o exdégeno, por lo cual los mecanssmeolucrados en el mantenimiento de
la homeostasis tisular son equivalentdesade la respuesta a patdogenos (Bukovsky y
Caudle, 2008). Este reconocimiento se prodwcediversa especificidad por receptores
en células inmunes. Las céluldal sistema innato, tales corseries las granulociticas,
macrofagos, monocitos, células dendriticas (CD)natural killer (NK) poseen

receptores, como los de tipo Toll (TLRjue permiten reconocer en forma poco
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especifica patrones moleculares asociadpatégenos (PAMPS) (Abbas y col., 2008).
En respuesta se inducen mecanismos quendep®lio de las caracteristicas de la célula
activada y de la activacion, involucran secradi@ citoquinas, de gnulos citoliticos,
cambios en la expresién de moléculas dleegion e induccion de la fagocitosis, entre
otros. En las CD y otras células prdseloras de antigenos (CPA) se induce la
maduracién, que promovera la presentacidraddgeno, unido al complejo mayor de
histocompatibilidad de tipo Il (MHCII), y unadecuada coestimulacion a los linfocitos
By T (Westy col., 2004).

Las caracteristicas de la pres@ion antigénica a células CD4n cuanto al
ambiente de citoquinas y moléas expresadas por la CPAr&e claves para definir el
destino de la respuesta inflamatoria (Mufghe y col., 2005). De esta manera, células
CD4" activadas en un perfil tipo Thl, conducirdra activacion deélulas CD8+ y a
una respuesta adaptativa de tipo celulagninas que un perfil tipo Th2 llevara a la
activacion de Linfocitos B y a una respt& de tipo humoral por secrecion de
anticuerpos (Abbas y col., 2008).

En linfocitos T, la activacion inducida plar presentacion antigénica desencadena
la secrecion de IL-2 y la presentacion enmbeana de su receptale alta afinidad,
induciendo la proliferacion linfocitaria enrfoa autocrina/paracrina para formar clones
de linfocitos T efectores (Mukheg y col.,, 2005). Los linfocitos CD4son
denominato§ helperporque colaboran con CPArmaactivar linfocitos B y CD8

La presentacion antigénica se produce principalmente en los organos linfaticos
secundarios, desde los cuales linfocitos efectores migrarabia el sitio de la lesion
guiados por la expresion de moléculas dieesion (CAMs) en el endotelio, tales como
la Molécula de Adhesion Celular VasculafCAM)-1 y la Molécula de Adhesién
Intercelular (ICAM)-1 (Muller, 2009). La uén de los leucocitoa las mismas por sus
propias CAMs permitira su extravasaciortiampo que activaran & de transduccion
de sefales intercelularédeNucci y col., 2006).

Si el proceso inmune lleva a la eliminacion del antigeno, la inflamacion se
resuelve por una serie de mecanismos que implica secrecion de citoquinas supresoras y
apoptosis de células efectoras (Abbas ly, @008). Si, por el antrario, pese a los

mecanismos supresores se mantiene t@nek antigénico, la inflamacion continda
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indeterminadamente llevando a un estado fi@nmacion cronica (Ferre-Miliani y col.,
2006).

4.2. Inflamacion Cronica Sistémica

La inflamacion crénica sistémica puede éefinida como un incremento entre 2 y
4 veces de los niveles circulantes de citogsiiproinflamatorias y anti-inflamatorias, de
antagonistas naturales de las citoquinas,lade proteinas de $a aguda asi como
incrementos menores en la abundancia de neutrofilos y células NK (Briiiinsgaard y
Pendersen, 2003; Huang y Glass, 2010). eefiis complicaciones asociadas a la
inflamacion cronica se observa que la actividadtenida del sistema inmune lleva al
dafo al tejido, mediado en muchos casoslgp@cumulacién de especies reactivas del
oxigeno (Ferrero-Miliani y col., 2006).

Asimismo, la inflamacién crénica puede $eralizada, cuando se produce en el
sitio de la lesion, o sistémica cuando atramento de mediadores inflamatorios y
células inmunes se observa también almplasmatico, frecuentemente involucrando al

endotelio vascular.

Inflamacién Crénica en SOP

La asociacion de la inflamacién cronica sistémica con obesidad y resistencia a la
insulina ha sido observada en diversaslpgtas (Brilnsgaard y Pedersen, 2003; Festa
y col., 2006; Huang y Glass, 2010). Tradiciomente es identificada como un desorden
de la inmunidad innata, sin embargo, vaieevidencia muestra también un rol
significativo de la respuest adaptativa, determinado probablemente por la alta
interrelacion entre ambos tipos de respuesta inmune (Wu R. y col., 2007; Orio y col.,
2005).

Se han descripto distintos mecanismos que relacionan a los productos de
secrecion del tejido graso y a la insulinancad desencadenamientle la respuesta
inmune. Entre ellos, el tejido graso agsal produce adipoquinas, algunas de ellas
citoquinas con importantes funciean@munomoduladoras como el TNKHotamisligil

y col., 1993). Mas aun, en obesidad seeol® un incremento en la activacion y
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diferenciacion a “M1” en los macrofagos deites en tejidos metabdlicos, tales como
el adiposo y el higado (Fuesty col., 2010). Los macrofagbkl son resposables de la
secrecion de mediadores inflamatorios guemueven la inflamacion crénica de bajo
grado en obesidad, diabetes y otros des@slaretabdlicos (Odegaard y Chawla, 2008).

Asimismo, la obesidad incrementa los acidos grasos libres, que actian como
ligandos primarios de los receptores de tipo Toll (TLR) (Schaeffler y col., 2009). La
activacion de los TLR desencadena la resguenmune innata, afectando también la
inmunidad adaptativa, y constituyendo asi un nexo directo entre los sistemas que
modulan la obesidad y la inflamacion.

Finalmente, los mecanismos de sefial@acintracelular que gobiernan la
homeostasis de la glucosa y la inflandacipresentan un gran entrecruzamiento y
comparten multiples mediadores (Bloomdgn, 2003; Sathyalapan y Atkin, 2010). A
partir de estos y otros resultados, alguaotres han propuesto que la Rl posee una
relacion causal con la irfinacion (Bloomgarden, 2003).

En los dltimos afios, la alta incidenala alteraciones metabdlicas en pacientes
SOP llevo a estudiar la presencia deamfécion cronica, encontrandose altos niveles
plasmaticos de marcadores de inflamacion, cearqroteina C retica (CRP), formas
solubles (s) de CAMs, $acitoquinas IL-6 y TNFe: y leucocitos (Diamanti-Kandarakis
y col., 2006 (b); revisados p&athyapalan y Atkin, 2010).

Existe evidencia controvertida acercal@eonexion entre la inflamacion cronica
sistétmica y la disfuncidon neuroendécrimmm SOP, siendo la primera atribuida
frecuentemente a las alteraciones metabdésasiadas a este sindmmesistencia a la
insulina, metabolismo lipidico y distribidei de la grasa corporal (Gonzalez y col.,
1999; Kelly y col., 2001; Amato y col., 2003). En esfuerzo por discernir los factores
involucrados en la inflamacion cronica éisica en SOP, numerosos estudios se
focalizaron en correlacionar marcadores de inflamacion con el peso, resistencia a la
insulina y hormonas que se encontraran alteradaSOP. En la tabla a continuacion se

han resumido los resultados de los reportes mas salientes.
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Marcador | Peso RI HN SQP Autor (y col.)
CRP Y X X Kelly, 2001; PudggnZS(;(gf;21\(;I87h;l%ggzzlgiszt‘:(i%a;;Morreale, 2003;
Leucocitos | xx X X Puder, 2005; Escobar-Meale, 2003; Orio, 2005; Benson, 2007
Linfocitos x Orio, 2005
Macréfagos X Orio, 2005
TNF-a XX X XX Puder, 2005; Escobar-Meale, 2003; Amato, 2003; Gonzalez, 1999
IL-6 XXX X Mohlig, 2004; Escobar-Moraée, 2003; Amato, 2003; Benson, 2007
ICAM-1s X Escobar-Morreale, 2003;

Tabla 2. Marcadores de inflamacion alterados en SORCada x marca la correlacion
encontrada entre los marcadodesinflamacion con factores mbtdicos y enddcrinos alterados
en SOP: obesidad (Peso), Rl y diversas horm(g. Si luego de controlar la variacion por
los factores mencionados se mantuvieron las diferencias entre mujeres SOP y controles, se
indico que la inflamacioén depende de SOP.

Como se puede observar los resultaddenidos por los trabajos fueron
contradictorios. En la mayoria de logpoetes la inflamacion se correlacioné con la
obesidad y, en menor medidancla Rl o fue atribuido abOP. Aun en mujeres SOP
delgadas, se observaron tanto marceslate inflamacién y niveles de TNFeomo
indicadores de resistencia a la insulmamentados sin hallar necesariamente una
relacion causal entre ambos (Gonzalez y T@89). Esto podria dicar una disfuncién
subyacente en el tejido adiposo en S@Rrmina y col., 2005) que mediante la
produccion alterada de adipogas y adiponectina entre asrafectaria la homeostasis
inmune y metabdlica, en presencia o agse de obesidad. Mas aun, Sathyalapan y
Atkin (2010) han propuesto que en mujeB3P delgadas se produciria también una
redistribucién de la grasa corporal, llevand una acumulacién central, insuficiente
para alterar el peso pero eapde afectar el metabolismo.

Asimismo, se observaria nuevamente uoceso de retroalimentacion debido a
que las citoquinas y otros mediadoresanfatorios actian sobreimerosos 6rganos y
tejidos y afectan el metabolismo, por ejemplo disminuyendo la sensibilidad a la insulina
y alterando el metabolisnue las lipoproteinas.

Por dltimo, es interesante destacane en ningun casee encontraron
correlaciones de estos marcaoicon los niveles hormonaléTabla 2), pese a que,
como se menciond previamente, los androgestén relacionados a una alteracion de

la funcidn y distribucion detejido graso. Esto es ademas interesante porque una
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variedad de células inmunes expresatepéores para androgenos y otras hormonas
alteradas en SOP, que podrian afeetéalance inmune (Du y col., 2001).

En los modelos experimentales dedabgenizacion postnatal se observaron
algunos desoérdenes metabdlicos e inflamatocmmparables a los sérvados en SOP.
En particular, en el modelo de androgeanion por DHEA se observaron previamente
niveles incrementados de glucosacs® altos niveles séricos de TNEy alteraciones
en los niveles de células Cby CDS8 en ganglio (Luchetti y col., 2004; Sander y col.,
2006) sugiriendo que el presente seria wieto adecuado para estudiar la relacion

entre alteraciones metabodlicas e inmunes.

4.3. Regulacion Inmune de los Procesos Ovaricos

En el ovario, las células y moléculatacdonadas al sistema inmune cumplen una
importante funcion acompafando el desarrfil@ular, la formacion y reabsorcion del
cuerpo lateo e incluso la formacién dmmetas (Bukovsky y Caudle, 2008). Las
caracteristicas anatémicas y vascularek a&rio permiten un importante tréafico
linfocitario (Bukulmez y Arici, 2000), que sefleja en la presencia de un alto numero y
variedad de células en el tejido ovarico y aaiones en el flujo linfatico en respuesta a
procesos fisiolégicos (Minegishi y col, 2002.0s leucocitos tieme la capacidad de
actuar en forma paracrina sobre distinfmecesos ovaricos mediante la secrecion
citoquinas (Lawler y col., 1999; Chen y ¢d009) y otros mediadores inmunes (Nathan,
1987; Sprugey col., 1987; Sunderkotter col., 1994; Wu y col.2004), asi como, a su
vez, el tejido puede regulda funcidén leucocitaria mediséa su propia liberacion de
citoquinas, hormonas, PGs, EROs (Barafiaol., 1995; Minegishy col., 2002) y otros
mensajeros a los que las células inmusesn sensibles. Mas adn, las variaciones
ciclicas en la localizaciode las células inmunes en respuesta a procesos como la
maduracioén folicular, ovulacion y formacion delerpo luteo asi como la expresion de
CAMs y quimioquinas (Bonello y col., 2004Yong y col., 2002) por parte del tejido
sugeririan que sus funciones implican efsgbaracrinos e interacciones célula-celula.
La importancia del conjunto de estagemcciones queda revelado en numerosos

trabajos en los que la degtdacion, bloqueo o deplecidn thctores o células inmunes,
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lleva a la pérdida de ciclicidad, disfunciflicular y/o esteroidog@ca (Jasper y col.,
2000; Van der Hoek y col., 2000).

La evidencia acumulada a lo largo de las dltimas décadas, permitié sugerir una
dindmica de la modulacién del sistema inmamelas distintas fases del desarrollo
folicular (Bukulmez y Arici, 2000; Wu y col., 2004).

Durante el periodo preovulatorio sgbserva abundancia de macrofagos y
neutrofilos principalmente localizados ercépa de células de la teca y en la médula del
ovario (Brannstrom y col., 1993; Van der é¢koy col., 2000; Jasper y col., 2000). Un
pequefio numero de foliculos en crecimienfoliculos en estadios atrésicos avanzados
(Brannstrom y col., 1993; Oksjoki y Ico 2001) presentan también macréfagos
infiltrantes. En menor proporcién y formandajpefios grupos en las capas de la teca se
observaron linfocitos T, mas frecuentemente T CD4 (Petrovska y col., 1996).

La induccion de la ovulacién ha sideduentemente descripta como un proceso
inflamatorio por sus caracteristicas enamio a cambios vasculares e influjo de
leucocitos en el tejido (BukovskyPresley, 1979). Luego del pico de LH, justo antes de
la ovulacién ratas y humanos, aumenta la migrade leucocitos en las capas de la teca
y hacia la granulosa (Brannstrom y cdl993; 1994). Esto iria acompafado de la
liberacion de prostaglandingssustancias vasodas que induciriavasodilatacion y
aumento de la permeabilidad sanguinea llevando a la formacion de edema (Tanaka y
col., 1989; Abisogun y col., 1988). Al misntempo la secreciounle citoquinas por
parte de los leucocitos presentes asi cqmio parte de otros componentes tisulares
(Barafiao y col., 1995) aumentarian el weiniento y activacion de mas leucocitos
circulantes. Estosn situ, colaborarian liberando enzimpsoteoliticas (Oksjoki y col.,
2001; Curry yOsteen, 2001) para permitir la lisis de la membrana basal y
desmembramiento de componentes del tefidoectivo en la pared del foliculo,
migracion de células inmunes haciagtanulosa y liberacion del oocito.

El proceso se continta con la form@aciy mas tardiamente con la regresion del
cuerpo luteo, que es involucran a su vangiejos procesos inmunes (Petrovska y col.,
1992).

-30 -



Introduccion

Homeostasis Inmune en Ovarios Poliquisticos

Varios de los tratamientos que restau la ovulacion en SOP, como ser la
administracion de ligandos de PPARs de dexametasona,la laparoscopia, tienen
efectos inmunomoduladores (Wu y col., 20@5tos resultados suwhas a la capacidad
regulatoria del sistema inmune sobre divensaxesos ovaricos, le conferirian un rol
clave en la disfuncion reproductiva en S@R.las ultimas décadas, varios estudios han
dado cuenta de un ambienteime alterado en ovarios daijeres poliquisticas. Dada
la complejidad y variabilidad de las alteraciones observadas, se las expresa resumidas

en la tabla a continuacion.

Muestra Factor Alteracion Autor (y col.)

IL-6, IL-13, TNF-u +
IL-12 - o

FF TCDS . Gallinelli, 2003
T CD4, THLA-DR -

Tejido CD45, CD45RA, CD14, CD15, CD3, CD4, CD57, MHCII SC
CD45R0O -en Teca Wu R., 2007

FF TNF-a, MCP-1, IL-10, IL-B, IL-6, CSF-1, IL-8 SC

FF TNF«a, IL-1p SC Jasper y Norman, 1995

Tejido TCR3, MHCII - Jansen, 2004

FF/Hnas | TNFe, IL-6 + Amato, 2003
IL-6 SC

FF CSF-1 + Zolti, 1992
TNF-a -

FF/Hnas Fa, FasL SC Onalan, 2005
LIF - .

FF/Hnas TNF-a, IL-1, IFN-y sc Ledee-Bataille, 2001
IL-6 -

FP TNF-q, IL-2, IL-4, IFN+, IL-8 SC Omu, 2003

Tabla 3: Niveles de citoquinas y leucocitos en ovariosos distintos tipos de muestras:
FF (fluido folicular), FP (fluido peritoneal) y biopsias de tejido, tdagen pacientes sin
tratamiento o bajo tratamiento hormonal (Hnasnuestra un aumento y — una disminucién con
respecto a los valores controles, mientras quénglica sin cambios. Los factores representan
productos de secrecion leucocitarios asi comaceptores de membrana usados para la
caracterizacion de las poblaciones celulares.

Como se puede observar, el estudiocdeitenido o expresiode células inmunes
y sus productos de secrecion en el fluidlicidar y tejido ovarco de mujeres SOP

arrojaron resultados variakley en muchos casos contrapuestos. No se observaron
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diferencias concluyentes dos niveles de citoquinas ginflamatorias, y la Unica
tendencia que podria destacarsenagores niveles de IL-6 en FF.

Cabe destacar que los protocolds obtencién de #o tejidos son poco
comparables entre reportes y que la baja accesibilidad a un tejido como es el ovarico,
determin6 que en general se trabajara con bajo numero de pacientes. Estas limitaciones,
propias de estudios en humanos, destacagariancia de los estudios realizados sobre
alteraciones inmunes en ovarios en modafomales SOP (Lu y col., 2002; Deshpande
y col; 2000). En el modelo de SOP por androgenizacion con DHEA se observo
previamente infiltracion celular en foliculos que degeneran a quistes (Anderson y col,
1997), y aumento de la relacion entre células @CB4" (Luchetti y col., 2004).

Finalmente, las observaciones realizadasmujeres SOP y modelos animales
podrian sugerir que un desarrollo foliculadecuado depende de niveles altamente
regulados de citoquinas y faces de crecimiento, y que queefias alteraciones en sus
concentraciones ¢ falta de sincronizacidénla&rsecrecion podriaalterar el delicado
equilibrio que requieren los procesos teclutamiento y maduracion folicular y

ovulaciéon afectandolos en forma radical.

5. Factores Regulatorios efProcesos Ovaricos e Inmunes

Como se explicé previamente, la progbaesadecuada del desarrollo folicular en
el ovario dependen en gran medida ddlige balance de una compleja red de
estimulos, entre los que ya se menciondosnfactores inmunes. Las PGs, EROs y
ERNSs constituyen mediadores con funcionegil@orias sobre la funcion ovérica y el

sistema inmune, presentando a su vez multiples interacciones.

5.1. Prostaglandinas

Los “eicosanoides” comprenden a las familias de prostaglandinas, leucotrienos y
compuestos similares que derivan de acglasos esenciales de veinte carbonos. Las
prostaglandinas o (PGF,) v E; (PGE) son prostanoides producidos por numerosos
tipos celulares ovaricos, entedlos las células de la granulosa, de la teca y del cuerpo
liteo en sus distintos estadi@elety y Chaudhuri, 1992). La PgEl igual que las

otras PGs, es producida a partir deido araquidonico (AA) por la enzima
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ciclooxigenasa (COX). Su sintesis es dateada por los niveles de AA libre y de
COX-1y COX-2, la primera constitutiva y $&gunda inducible poaétores tales como
citoquinas inflamatorias (Ando y col., 1998). Pese a que los mecanismos de regulacion
no son completamente entendidos, se ha observado que el pico de gonadotrofinas previo
a la ovulacion induce rapidamente la sintesis de,lRRGHas células de la granulosa y la
mantiene por varias horas (Clarck y c@b78), lo que se relaciona con un aumento en

los niveles de COX-2 (Duffy y Stouffeg001). Su sintesis es también modulada por
factores tales como el de crecimiento épicico (EGF) y fibroblastico (FGFs) e IGF-1
(McArdle y Holtorf, 1989)y esteroides sexuales (Hellberg y col., 1996).

De este modo, PGFy PGE se encuentran involtmdas en la regulacion
paracrina de varias funciomeovaricas, tales como la ruph de la pared folicular
asociada a la ovulacién (Heis y Kridli, 2003; Medan y dg 2003) y la lutedlisis
(Motta y col., 1999, 2001), cumpliendo frecuentemente funciones antagonicas. Por otro
lado, tienen importantes funcianeinmunomodulatorias y la PGE considerada
frecuentemente como inmunosupresora j(iWacz-Praga, 1997; Kuroda y Yamashita,
2003), regula los niveles de linfocitos T duraeteejercicio fisico excesivo (Lakier,
2003), y suprime la diferenciacion de cakildendriticas asodas a tumores (Yang,
2003).

5.2. Especies Reactivas del Oxigeno y del Nitrégeno

En las células de metabolismo aeodbise producen EROs y ERNs como
intermediarios o subproductos de reaccion@ales. Normalmente, estas pasarian
rapidamente a un producto mas establep p#d desacople o disfuncion de estos
procesos o la disminucién de especiepacas de neutralizarlas puede llevar a su
produccion exacerbada y acumulacién. En ese,astas especiesaccionan con otras
biomoléculas, modificando su estructeranduciendo frecuentemente su disfuncion. A
lo largo del tiempo, el dafio oxidativo se eamta y deteriora el metabolismo celular
disminuyendo su eficiencia y pudiendo incllisvar a la apoptosi€aia y col., 1998).
Asimismo, grandes cantidades de EROs YWERon producidas por el sistema inmune
durante la inflamacion para mediar imporénfunciones citoliticas y quimiotacticas
(Minegishi y col., 2002; Wu y col., 2004zumo y col., 2009). La pérdida de la
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homeostasis de Oxido-reduccion celularfirdéa como estrés oxidativo, ha sido
relacionado con diversas patologias Iferaciones metabodlicas como la diabetes,
inflamacion cronica y enfermedad cardiomalar (Bloomgarden y col., 2003). En el
caso de la poliquistosis ovéai, se ha observado un aummeen el estado oxidante e
insuficiencia en el estado antioxidante&isico en pacientes, que correlaciona con los
niveles de insulina circulantes y la resmtia a la insulina (Maser y col., 2002;
Gonzélez y col., 2005).

Por otro lado, las EROs y las ERNs em$&mas juegan un rol importante como
segundos mensajeros en vias de smE@bn celular. Puesh actuar inter e
intracelularmente como segundos mensajegae regulan la funcién de tirosina
fosfatasas (PTPs), tirosina kinasas, fatode transcripciérkinasas activadas por
mitbgenos (MAPKS) y canales ionicos, enttros (Lee y Esselman., 2002; Ruiz-Ramos
y col., 2009). En el caso de los linfogtd@ y otros leucocitos, la proliferacion y
activacion puede ser regulada por el bedganxidante-antioxidanteelular (Tripathi y
Hildeman, 2004). De igual manera, unaafiregulacién en la produccion de EROs y
ERNSs es necesario para mantener un adecuado desarrollo folicular y luteal, permitir la
ovulacion y promover la atresia (Sugino y.c@996; Minegishi y col., 2002, Motta y
col., 2001; Turton y Luderer, 2006).

Las EROs y las ERNs pueden reaccioc@an ADN, proteinas y lipidos, siendo
especialmente susceptibles los nucledtidostodos sus componentes, los carbonos
cuaternarios de las proteinas y cadenas laggemalos acidos gras poliinsaturados.

Los acidos grasos poliingsados que componen lasembranas biologicas se
encuentran inmersas en un fluido con altotenido de oxigeno y metales, por lo cual
estdn muy expuestas al ataque oxidativoddfio en las célulese puede producir por
una via que depende esencialmente del detedie las membranas biol6gicas, mediante
la unidn covalente de los radicales libremnaimas o receptores de membrana, a acidos
grasos poliinsaturados y la peroxidaciondipa de acidos grasos poliinsaturados, entre
otros. A su vez, los aldehidos derivadosl malondialdehido (MDA), subproducto de
las reacciones de lipoperoxidacion, puedeaccionar con los grupos sulfhidrilos de
proteinas con distintas funciones, causacdss linking intra e i@rmolecular. Este

deterioro se refleja en la modificacion tke reactividad, excitabilidad, estructura,
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funcionamiento, caracter antigénico y perjoide los mecanismos de transporte en las
membranas (Halliwell y Gutteridge, 1984).

Para evitar los dafios producidos por la acumulacién de EROs, en la célula existen
numerosos mecanismos protectores camlan como antioxidantes endogenos
reaccionando con radicales libres y otras especies reactivas para impedir la oxidacion de
moléculas estructurales.

Los antioxidantes enzimaticos, comaos |&€atalasas, que reaccionan con el
perdxido de hidrégeno, las glutat peroxidasa, redtasa y transferasa, que intervienen
en la regeneracion del glutation (GSkiglutamil cisteinil glycina), catalizan la
transformacion de un compuesgalicalario o inestable a unie naturalezastable y no
reactivo, cortando asi lasacciones en cadena.

Las moléculas antioxidantes organicasmo el GSH y algunas vitaminas y
pigmentos, reaccionan con EROs y ERNglardose (Aten y col., 1992). El glutation,
tiol tripeptidico, es la molécula pequefla mayor abundancia en células animales.
Existe evidencia de inconvenientes emmeltabolismo de GSH que estan directamente
relacionados a la apoptosis o activacioncdrilas T (Aukrust y dg 2003; Franco y
Cidlowski, 2006) y que la proliferacion defteitos T es regulada por una via sensible
a los tioles que involucra IL-2 (Hadzic y col., 2005). Por estas razones, el GSH se ha
propuesto como agente terapeutico en enfermedades con componentes inmunes
(Aukrust y col., 2003). Es fundamental en etateollo folicular, y su deplecién lleva a
la apoptosis y atresia (Turton y Luderer, 2004 disminuir la concentracién de GSH
por la neutralizacion de EROs y ERNSs,ghltation oxidado (GSSG) es rapidamente
reciclado a GSH en forma enziméatica, mientras que se desinhibe su siatesigy

aumenta su produccion.
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Hipotesis

El hiperandrogenismo no solo induce la disfuncionalidad ovérica y la formacién
de quistes foliculares sino también afeetasistema metabdlico. Estas alteraciones
tienen como denominador comun una desregulacion del sistema inmune que se
evidencia a nivel sistémico como ifhacion cronica y a nivel ovarico como
desbalances en componentes inmunoregubst tales como células inmunes,
moléculas de adhesion, prostaglinas y especies reactivided oxigeno, que colaboran

en la cistogénesis y pérdidle la funcionalidad.

Nuestra hipétesis de trabajo es qukipérandrogenismo afecta el equilibrio
endocrino, metabdlico e inmune a niveléisico y ovarico. Estos efectos adversos
estan parcialmente mediados por la acciéectkh de la dehidroepiandrosterona sobre

células inmunes.

Objetivos Generales

- Estudiar las alteraciones enddcrinasetabdlicas y ovaricas inducidas por
DHEA en un modelo de SOP en raton.

- Evaluar los efectos sobre componentie$ sistema inmune en el ovario y
paradmetros de inflamacién crénica a higsstémico del hiperandrogenismo inducido
por DHEA.

- Determinar cuales de estos efectasueselacionados a la accion directa de la

DHEA sobre células inmunes.
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A partir de estos objetivos genlms, se determinaron los siguientagetivos
especificos:

1. Primera parte: estudios in vivo

1.1. Determinar en dos disefios ekpentales de androgacion propuestos:

1.1.1. El ciclo estral dante el tratamiento

1.1.2. La morfologia de los ovariosfrecuencia y caracteristicas
morfométricas de quistes en comparacion a foliculos antrales.

1.1.3. Seleccionar a partir de los f&mos obtenidos el modelo mas
adecuado para los estudios subsiguientes.

1.2. Evaluar los efectos inducidper la androgenizacion con DHEA sobre
parametros metabdlicos e indicadadeda inflamacion cronica sistémica.

1.2.1. Estudiar la ganancia peso durante el tratamiento

1.2.2. Evaluar la Resistencia a lasufina de acuerdo a los niveles de
glucosa e insulina circularge el calculo del HOMA-IR.

1.2.2. Cuantificar los niveteséricos de estradiol

1.2.3. Determinar los niveles plasmaticos de células NK, NK'COB4 y
CD4'CD25'.

1.2.4. Determinar la produccion de citoquinas Td&\FFN-y, IL-6, IL-10,
MCP-1y IL-12p70 por parte d=élulas peritoneales.

1.3. Estudiar los efectos del higedrogenismo inducido con DHEA sobre el
sistema inmune ovaricofgctores regulatorios.

1.3.1. Evaluar la expresion de las gmllas de adhesion VCAM-1 e ICAM-
1 en ovario y presencia de Célulasdidticas, macréfagos y linfocitos Ch4

1.3.2. Determinar los niveles de GSH, la actividad de la catalasa y la
peroxidacion lipidica en ovarios.

1.3.3. Cuantificar la produccion de Pwagandina E por parte del tejido
ovarico.
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2. Segunda Parte: EstudiosVitro

Evaluar en cultivos leucocitas tratados con distirdaconcentraciones de DHEA

indicadores de la activai y funcion linfocitaria.

2.1. Estudiar la expresion de marcadale activacion y niéculas de adhesion

en poblaciones celulares claves para la respuesta inmune

2.1.1. Determinar la fraccion de células T (CP3liferenciando en Th
(CD4'CD3") y T supresoras/citotoxicas (CBED3") y su expresion de IL-2Ry
de las moléculas de adhesion VLA-4 y LFA-1.

2.1.2. Determinar la fraccion de células de la inmunidad innata, diferenciar
los macréfagos (F4/8DPy estudiar su expresion 8#A-4. Cuantificar la fraccion
de células dendriticas (CDI)cmonocitos y granulocitos (CD1154/80) y su
expresion de VLA-4 y LFA-1.

2.2. Evaluar la proliferacion celulan presencia y ausencia de mitdgenos.
2.3. Cuantificar las citoquinas IL-2, IFNe IL-4 en medio de cultivo.
2.4. Determinacion de la viabilidad celular luego de los tratamientos.

2.5. Determinacion de los niveles de GSH, Parametros Relacionados a las
EROs, ERNs y Estrés Oxidativo.
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2. MATERIALES Y METODOS
1. Animales

En el presente trabajo se utilizaron hershita ratén de la cepa Balb/c de 23 a 30
dias de edad. Los animales fueron reaitos en condiciones controladas de
temperatura (22° C) e ilumanion (14 horas luz, 10 horas oscuridad) con agua y comida
(Purina Rat chowpd libitum Los estudios llevados a cabo fueron aprobados por el
Comité Independiente de Etica en Investigacde la Facultad de Medicina de la

Universidad de Buenos Aires.

2. Estudiosin vivo
2.1. Modelo de Estudio

Para la induccion de la sintomatolag SOP se utiliz6 el modelo de
hiperandrogenizacion con dehidroepiantgoma (DHEA), propuesto por Lee y col.
(1998) y modificado por Luchetyy col. (2004) pea su aplicacion ematones. Este
modelo consiste en la administraciorarth de DHEA durante 20 dias. La hormona,
diluida en 0.1 ml de aceite vegetal, fue inyectada a los animalgsugel DHEA en
forma subcutanea en una dosis de 60 mg/lsp perporal por dia. Los animales del
grupo control, comparables a los androgenizados en peso y edad al comienzo del
experimento, fueron inyectados s.c. con 0.ldmhceite vegetal podia por el mismo

periodo de tiempo.

Dado que el SOP esta asociado condpccion excesiva de androgenos durante
la pubertad temprana (Agrt 1998), se comenzd con la administracion de los
tratamientos durante el periodo peripubega. establecid como edad 6ptima para el
comienzo de tratamiento aquella que fueés efectiva en reproducir la sintomatologia

ovarica. Para ello se ensayaios siguientes protocolos:

Protocolo 1: el tratamieotcomenzo en el dia 24+de edad y se continu6 hasta
el dia 44 +1.
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Protocolo 2: el tratamieatcomenzo en el dia 30kde edad y se continu6 hasta
el dia 50 +1.

Androgenizacion protocolo 1 sacrificio

T t
I ||||||||||||||||I l ! !
| | T g
Edad (dias) 21 24 30 35 44 50
N ) i -

Androgenizacion protocolo 2

Periodo peripuberal sacrificio

Figura 1: Esquema de los prodvtms usados para la administracion de DHEA 06 vehiculo
por 20 dias. Los animales fueron tratados desd&ae?4 (protocolo 1) 6 30 de edad (protocolo
2). Los animales controles de cada protocolo fueaiados con aceite en forma simultanea. El
grafico representa en una linea de tiempo los procedimientos lleaadabo a partir del

comienzo del periodo puberal (d21, destete) y hasta el momento de sacrificio.

2.2. Procedimientos y Obtencién de las Muestras

Durante el tratamiento se determin0 et@ele los animales cada tres dias y se
realizaron extendidos vaginales diariamente. Estos ultimos fueron fijados por inmersion
en acetona (-20° C) parardeego tefiidos con hematoxiireosina y determinar el
estadio del ciclo estral por steracteristicasitoldgicas.

En el dia 20 de tratamiento los animaiesron inyectados i.p. con una solucion
de xilacina 100 mg/kg y ketamina 20 mg/kgRRS. Una vez inducida la anestesia se
obtuvieron muestras de sangreéjulas peritoneales y, luego de eutanizar los animales

por dislocacion cervical, sxtrajeron los ovarios.
Determinacion de los Niveles de Glucosa e Insulina en Ayunas

En el dia 20 de tratamiento, 6 animadeicionales de cada grupo fueron privados

de alimento por 6 horas (8 A.m.- 2 P.rAndrikopoulos y col., 2008). Luego de este
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periodo, se tomaron muestrassamgre de la vena de lal@olLa glucosa en sangre fue
determinada en el momento en una gota de sangre medianpedaiéisn extra glucose
strips, en el monitor Accu-check Advantage Il Blood Glucose Monit@oche
Diagnostics). El volumen de sangre restdagecentrifugado inmediatamente y el suero

mantenido a -70° C hastadaterminacion de insulina.

2.3. Procesamiento de las muestras
Sangre:fue obtenida por puncién retrobital y usada para obtener:

i. suero: la sangre fue centrifugada aiea20 minutos a 900 g, 4° C. El suero fue
guardado a — 70° C para su posteriorizailion en la determinacion de hormonas

séricas por ELISA.

ii. leucocitos plasmaticos: la sangfee colectada en tubos heparinizados y
mantenida a temperatura ambiente. Los eitive fueron hidrolizados por incubacion
de las muestras con Buffer désis de Globulos Rojos Broscience) por 5 minutos y
lavados por agregado de PBS (18 NaCl, 2.7 mM KCI, 4.3 mM Na&dPQ,.7H,0O,

1.4 mM KHPQO,, pH 7.4), centrifugacion y resuspension en Buffer FACs (0,5 % BSA
en PBS). Las leucocitos remanentes fuemmmtaxlos en hemocitometro y se determiné
su viabilidad por el método de exclusionakeil de tripano (>90%J-luka). Finalmente,
fueron llevados a la concentracion desegdenantenidos a 0C para su tincién

inmediata con anticuerpos para citometria de flujo.

Células Peritonealesse realizaron lavados endavidad peritoneal por inyeccion
y recoleccion de 5 ml de PBS en esterilideas células fueron resuspendidas en medio
de cultivo Aim V, contadas en hemocitontety se determind su viabilidad por el
método de exclusion de azul de tripano (>90B4)almente, las células mantenidas a 0°
C para su uso inmediato en el ensayestenulacion para sintesle citoquinas.

Ovarios:fueron procesados de acuerdo a logiegimientos de cada experimento:

I los ovarios fueron fijados en formaldeti4% por 24 horas, para su posterior
inclusion en parafina con el fin de negar secciones histologicas y estudiar la
morfologia.
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ii. los ovarios fueron incluidoen Tissue-Tek OCT (Quiagen), congelados en el
momento por inmersion en hexano @do con hielo seco, mantenidos en N
liguido y guardados a —702 hasta ser cortadogara generar secciones
histoldgicas en las cuales inmuocédlizar proteinas de interés .

iii. los ovarios fueron pesados e incubadodividualmente en buffer Krebs-
Ringer- Bicarbonato (NaCl 118 mNKCl 4.7 mM; MgS0O4 1.2 mM; KH2PO4
1.2 mM; glucosa 11.7 mM; NaHCOS3 28Ml; CaCl2 1.2 mM; pH = 7.4) por 1
hora en atmosfera himeda de 5% de G 95% de @a 37°C. Al finalizar el
periodo de incubacion el tejido fue redicay la solucion acidificada a pH 3 con
HCI. Se extrajeron los esteroides methael agregado de acetato de etilo. La
fase organica fue secada en una atmosfera geanacenados a —20°C hasta el

momento de realizar ehdioinmunoanalisis.

V. Los ovarios fueron guardados a -70°Costeriormente, el tejido fue
homogeneizado mecanicamente en buffer de homogeneizacién para estrés
oxidativo: EDTA 1 mM, KCI 150 mMp-mercaptoetanol 1 mM, Tris Base 20
mM, Sacarosa 500 mM a 0° C. El homogenato fue centrifugado a 10.000 g, 4° C
por 10 minutos. El sobrenadanteefuraccionado para los ensayos de

peroxidacion lipidica, glutation, cédsa y determinacion de proteinas.

2.4. Deteccidn de Estradiol Sérico por ELISA

Como indicador de la funcion ovarica determiné la concentracion de estradiol
en suero. Para ello se utilizé el KIRG Estradiol ELISADRG Instruments GMBH,
Alemania). Todos los procedimientos fuer@alizados de acuerdo las indicaciones
del proveedor.

Previamente los esteroides presenges 0.23 ml de suero fueron extraidos
mediante el agregado de dietil éter, recol@tcie la fase organica y concentracion de la
misma a un volumen final de 20 ul pevaporacién a temperatura ambiente. Las
muestras fueron reconstituidas en 35 p$dero Humano Libre de Esteroides (Standard
0), centrifugadas y usadas@mrotocolo a continuacién.
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En los distintos pocillos de una placa3fepocillos recubiertos con el anticuerpo
policlonal anti-estradiol se dispensaron @b de cada Standard 6 muestra en los
distintos pocillos e ingbaron junto con 200 pl dénzyme Conjugateor 2 horas a
temperatura ambiente. Luego de lavar y secar cuidadosamente se agregarotel00
Substrate Solutiom cada pocillo y se incubd laagh a temperatura ambiente durante
15 minutos. La reaccion fue detenida mediante el agregado dkpb6illo de Stop
Solutiony se midi6é la densidad o6ptica a 46tnh en un lector de microplacas. La
sensibilidad del test ede 9.714 pg/ml y los resultados fueron expresados como pg

estradiol / ml suero.

2.5. Deteccién de Insulina Sérica por ELISA

Se determiné la concentracion de insallien muestras de suero de animales
controles y androgenizados sometido$ dnoras de ayuno. Setilizo el kit Ultra
Sensitive Mouse $ulin ELISA Kit(Crystal Chem Inc., Dovers Grove, IL) de acuerdo

a las instrucciones propootiadas por el proveedor.

Brevemente, placas de 96 pocillos pjadlas con anticuerpo contra insulina
fueron incubadas con @ de muestra o estandar y fbde diluyente para las muestras
por 2 horas a 4° C. lago de 5 lavados comash buffer se agregaron 10d de anti-
insulin enzyme conjugat@ cada pocillo y se incubd fdaca a temperatura ambiente
durante 30 minutos. Se realizaron 7 lavddego de los cuales se adicionaron jiDfe
enzyme substrate solutigor pocillo y se incubd la @ta por 40 minutos a temperatura
ambiente y oscuridad. La reaccion fue detenida mediante el agregadoydé ao6illo
deenzime reaction stop solutignse midié la densidad tga a 450 nm. La sensibilidad
del test es de 0.1 ng/ml y los resultatiegon expresados como ng insulina/ml suero.

2.6. Inmunomarcacion de Células CD4y NK Plasmaticas y Cuantificacion
por FACs

0,5 x 16 leucocitos aislados de sangfeomo se detalla en la secci6n

correspondiente) fueron transferidos a una placa de 96 pocillos de fondo redondo y se
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realizo la tincidn con anticuerpos espec#isiguiendo protocolos publicados (Karimi y
col.,, 2009). Brevemente, las células fuetamadas por adicion de Buffer FACs y
centrifugacion (1000 rpm, 10 minutos, 4° €)ncubadas con Buffer de Bloqueo (2 %
de suero normal de raton en Buffer FA@gjante 15 minutos sabhielo para bloquear
la union inespecifica de antierpos por receptores de Fcelgo de lavar se realizé una
segunda incubacion por 30 minutos a 4° Coseouridad con anticuerpos especificos
contra los antigenos de superficie meneidos a continuacién [BBioscience) en una
dilucién 1:200 en Buffer FACs o lo®utroles de isotipo correspondientes.

Antigeno de Fluorocromo
Superficie
CD4 FITC
CD49b PE
CD25 APC

Las células fueron lavadas dos veces gdquisicion de datos se realiz6 usando
un citometro FACS Calibur (Becton Dickinmgo La compensaciodel instrumento se
realizd con muestras tefiidas con un antjpoigoor vez para adaptar la medicion a las
caracteristicas de las células a medirchtia muestra se anaipn un total de 20.000

linfocitos.

Los resultados fueron analizadassando el programa CellQuest (Becton
Dickinson). Se selecciond la poblacion déeigs de acuerdo a soaracteristicas de
granulosidad (SSC) y tamafio (FSC). La determinacién de la expresion de los
marcadores de interés fue realizada eahdb al distribucion de la fluorescencia
estandar 1 (FL1: FITC- Ac anti CDdle ratén) y fluorescermiestandar 2 (FL2: PE- Ac
anti CD49b de raton), fluorescencia estan8aFL3: APC- Ac anti CD25).

Tanto el cuadrante como la ventana deisisée conservaron a lo largo de toda
la cuantificacion. El andlisis se realizo nmade histogramas y el umbral se determind
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de acuerdo a la fluorescencia observada srcémtroles de isqib. Los resultados se
expresaron como % de la poblacion parentalees,dle la poblacion a partir de la cual

se estudio la expresiéon del marcador de interés.

2.7. Determinacion de la Produccién de Citoquinas por Células Peritoneales

Estimuladasex vivo

0.25 x 16 células peritoneales / ml fueron dispuestas en una placa de 96 pocillos
de fondo redondo e incubadas medio Aim V suplemé¢ado con 10% de SFB en
presencia de PMA/ionomicina a 37° C en atmésfera de 5%(Ri@cus-Knackstedt y
col., 2006). Luego de 24 horas los sobrenadantes fueron colectados y mantenidos a -70°
C hasta la realizacion del ensayocgtometric bead array@CBA), mediante el cual se
determiné el contenido de las citaogs MCP-I, IL-6, IL-10, IL-12p70, TNF: e IFN-
gama. Para ello, se utilizo @BA Imflamation Kit(BD Pharmingen) de acuerdo a las

instrucciones del proveedor.

Brevemente, 5@ de cada muestra o de las sidmes estandar fueron incubados
por 2 horas a temperatura ambiente y oscuridad junto com 8@ la mezcla de
microesferas de captura y con j@d0de mouse inflammation PE detection reaggoe
consiste en anticuerpos contra citoquidasratén conjugados a PE. Luego la solucién
fue lavada y resuspendida en 30Qde buffer de lavado. Leoma de datos se realizd
con un citometro FACSCalibur (BD Bioscmss) y los resultados analizados con

programas especificos para este ensayogiosvpor la companiia (BD Biosciences).

2.8. Tincidén por Hematoxilina y Eosinade Secciones de Tejido Ovarico y

Extendidos Citolégicos Vaginals y criterios de analisis

Los extendidos vaginaléseron secados a temperatura ambiente por 20 minutos y
lavados en PBS. Se utilizé un protocolo estandar para la tincion de muestras de
extendidos vaginales con hematoxilina y eosina y se observaron los preparados al
microscopio electrénico para determinar lanposicion citologica. Eticlo estral en el
raton dura entre 98 y 106 horas y esta diladen 4 estadios: proestro, estro, metaestro
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y diestro. De acuerdo a los criterios estaldlos por Champlin y col. (1973), se

caracterizaron los diferentes estadigm#gir de la constitucion celular:

Proestro: mayormente células epiteliafequefias y nucleadas. Escasa o nula
presencia de leucocitos.

Estro: presencia de “escamas” (céluasnificadas de gran tamafo, con ndcleo

degenerado).
Metaestro: numerosos leucocitos y algunas escamas.

Diestro: presencia de numerosos tmiws y de pocas células epiteliales

nucleadas.

Los extendidos vaginales evidenciarofiafale ciclicidad ovérica, observandose
alta frecuencia de animales en estadiiro y metaestro. Parms estudios de

inmunohistoquimica se seleccionaron animales en el estadio metaestro.

Ovarios de animales hiperandrogenizadosontroles previamente incluidos en
parafina fueron cortados con micrétomoferma seriada para obtener secciones de 8
um de grosor. Las mismas fueron montadapa@taobjetos y fijdas a continuacion por
incubacion a 37° C durante la noche. &nmomento de uso las secciones fueron
desparafinadas en xilol, re-hidratados ponension en concentraciones decrecientes de
etanol y lavadas en PBS para ser entonces teflidas con hematoxilina y eosina de acuerdo
a protocolos estandar. Loslifmlos quisticos fueron caracterizados como foliculos de
gran tamafio y forma irregular con una ca®aceélulas de la granulosa atenuada y
compacta. Se determiné la frecuencia y darticas histologicas de los foliculos
quisticos en cuanto a tamafio, grosor de la deplulas de la teca y de la granulosa, y
se los compar6 con el foliculo de mayamafo observado en ovarios de animales

controles.
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2.9. Inmunolocalizacibn de MHCII, CD4, CD11c, VCAM-1 e ICAM-1 en

Secciones de Tejido Ovérico

Se realizaron cortes eni@stato de los ovarios corlgdos en medio de montaje
OCT con el fin de obtenaecciones histoldgicas de jth de profundidad. Las mismas
fueron montadas en portaobjetos cubiercon gelatina (Bbond; British Biocell
International, Cardiff), fijadas por inmedsi en acetona (-20° C) y mantenidas a -80° C

hasta su uso.

La inmunomarcacién de las proteinas CD11c, MHCII, CD4, VCAM-1 e ICAM-1
se realizO adaptando protocolos ysstablecidos (Cordo-Russo y col.,, 2008).
Brevemente, secciones histolégicas de ovarios de los grupos experimentales junto con
secciones de bazo usadas como contratipogueron hidratadasn TBS (0.05 M Tris
Base, 0.9 % NaCl, pH 7.4) e incubadas tams soluciones de bloqueo para avidina,
biotina y proteinas (Vector). Luego fuerortubadas con el anticuerpo primario (BD
Bioscience), especifico para los antigedesallados en el cuaem en TBS 1% SFB.
Previamente, los anticuerpos habian sidolatiios para encontrar la concentracion

adecuada para este ensayo, queecdga en la tabla a continuacion.

Antigeno Murino Origen Ac 1° Dilucion Ac 1P Origen Ac 2°
MHCII Rata 1:100 Cabra
CD4 Rata 1:100 Cabra
VCAM-1 Rata 1:100 Cabra
ICAM-1 hamster biotinilada 1:200 -
CD1lc Hamster 1:200 Raton

Las secciones fueron incubadas durante la noche a 4° C en camara himeda y
luego lavadas. Dado que el anticuerpo primagado contra ICAM-1 es biotinilado se
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realizaron a continuacion con los pasosateplificacion y revelado detallados mas
adelante. Las restantes secciones fudrmubadas con el #ouerpo secundario
biotinilado en una dilucién 1:200 en TBS 4% MNsuero normal de ratén) 2% suero de
la especie en que se genero el 2° aatjpu (MHCII, CD4 y VCAM1: suero normal de
cabra; CD11c: SFB) por 30 minutos.

La sefal fue amplificada por la formacién del complejo biotina-avidina
desencadenada por el agregado del nea&tBC-AP (VECTASTAIN®, Vector). Este
complejo fue detectado con Neo-Fucsinastrsio revelador de AP. Se realiz6 una
contratincion con hematoxilina de May@yl% y las secciones fueron cubiertas con

medio de montaje adeado y cubreobjetos.

El andlisis se realizo por observacionlae muestras en microscopio electrénico
(Zeiss Axioscope) y la fotodamentacion fue realizadaarglo un sistema de andlisis

de imagenes digitales Zeiss KS400.

2.10. Produccion de prostaglandina E (PGE) por Ovarios

La produccion de PGE, prostanoide de cadusefectos sobre el sistema inmune,
fue determinada por radioinmunoensayo erextracto del medio de incubacion de

ovarios (seccion 2.3.) como indicador detaduccion de PGE por el tejido ovarico.

La técnica se basa en aquella dpsa por Cordo-Russo. Brevemente, los
reactivos y las muestras fueron reconstsi en el buffer d&RIA Prostaglandinas
(KoHPO*3H,0 7.30 mM, KHPO, 2.70 mM, NaCl 154 mM, albumina bovina 7.14
mM, azida sédica 15.38 mM, PH 7,4ps muestras y los estandares (1)0Ofueron
incubados por 30 minutos con 5Q@Ddel anticuerpo anti- PGE (Sigma Chemical Co,
USA) a 4° C. Luego se agregaron 10@e PGE radioactiva ([5,6,8,9,11,12,14,15 (n)-
®H ]- PGE, 160Ci/ml; Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, USA) y se incubé por 1 hora
a 4° C. Una vez transcurrida hora, se agregaron 2Q0de carbdén activado-dextran
(Carbon 1% / Dextran 0,1%) en suspénsien buffer radioinmunoensayo (RIA)
Prostaglandinas, se dejo en reposo pomitutos a 0° C y centug6 a 2.000 g por 15
minutos a 4° C (Sorvall RC-5B). El sobrenadante de centrifugacion fue colectado en
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viales conteniendo liquido derdelleo y su radioactividadeterminada en un contador

de centelleo. Los resultadgsg(PGE por tubo) se calcularpartir de una curva patrén

de Prostaglandina (15-4.000 pg). La sensibilidad de la técnica en de 5 pg y los
resultados fueron expresadasng PGE / mg proteina.

2.11. Determinacion de la Concentracidde glutation total (GSH) en Ovario

El GSH, metabolito antioxidde, fue determinado das homogenatos de ovario
(2.3). El método empleado (Tietze, 1969) sgaban la reaccion de reduccion del acido
5,5,-ditiobis-2 nitro benzoico (DTNB), llevadacabo por el Glutation reducido (GSH),
en medio reductor. Al reducirse, el DTNBrita compuestos coloreados, que es posible

cuantificar espectrofotométricamerté&dl12 nm. La reaccion es la siguiente:
2 GSH + DTNB—> GSSG + 2 TNB

Para medir el Glutation total, se agregiatation reductasa al medio, enzima que

cataliza el pasaje de glutation axéb (GGSG) a su forma reducida.

Luego, 100 pl de muestra de homogenatos de ovarios de animales controles o
hiperandrogenizados fueron combinados 0@ || de buffer de homogeneizacién para
estrés oxidativo, 50 ul de NADBR 20 pl del reactivo de Ellman (DTNB) y, en altimo
lugar, 20 ul de la enzima Glutation RedsetaSe registré la absorbancia cada minuto
durante los primeros 6 minutos, periodo eauall la cinética de reaccion fue lineal. Se
determind la pendiente de reaccion due comparada con la de una reaccion
equivalente llevada a cabo cona concentracion de GSH conocida. De esta manera, se

establecio la concentracién del metabolisqgresado como pumoles de GSH/ g tejido.

2.12. Determinacién de la Peroxidacion Lipidica en Ovarios

El aumento de las especies oxidante#trpsativas de la célula o disminucién las
especies antioxidantes puede llevar a qig@iibrios en la homeostasis de o6xido
reduccion celular. Esto desencadena dieaes de peroxidacion de componentes

celulares, entre ellos lipidos. En este peacse generan subproductos, tales como el
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malondialdehido (MDA), capaces de reacciar@r el acido tiobarbitarico (TBA) para

dar un producto de color que puede ser cuantificado a 535 nm en espectrofotometro.
Estas propiedades son el fundamento déetmica de cuantificacion de sustancias
reactantes con el &cido tiobarbit@i(TBARS) (Buege y Aust, 1979).

Brevemente, se incubaron 0.35 ml de lmmogenatos de ovarios (2.3) con 0.65
ml TBA 0,67 % (TCA 15% p/v, TBA 0.375 %/v, HCI 0.25 N) por 20 minutos a 100°
C. La reaccion se detuvo por inmersion en hielo, leyéndose la absorbancia a 535 nm
dentro de los siguientes 5 minutos. Salizé una curva patréoon concentraciones

conocidas de MDA y los resultados s@rsaron como nmoles MDA / g tejido.

2.13. Determinaciéon de Catalasa en Ovarios

La catalasa es una enzima antioxidanteazae catalizar la descomposicion de

peréxido de hidrogeno en agua ygeo, por medio de la siguiemaccion:

2 boz catalasa 2 HO + C)Z

La técnica tiene su fundamento en @li@gua oxigenadabsorbe luz a 240 nm,
por lo cual su desapariciouede ser determinada por egpafotometria a esa longitud

de onda.

Se diluyeron 0.1 ml de muestra en 3 del buffer fosfato 50 mM pH = 7,2 y se
adicionaron 0.1 ml de per6xido de hidrogéndl y se midié la DO a 240 nm durante 1

minuto, cada 10 segundos.

Para obtener la cantidad de catalasa en la muestra, se realizaron una serie de

calculos descriptos y fundamtados por Chance (1954):
k™ x dilucién / k x mg de proteina fcatalasa] = nmoles / mg de proteina

Brevemente, a partir de la gréafica del log@ en funcién del tiempo se calculd
la pendiente del gréfico (k).ds una constanteyyo valor en el presente modelo es 4.6
x 10" M-1 s-1.
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3. Estudiosin vitro
3.1. Cultivos Celulares e Incubaciones

Se prepararon suspensiones de leuc®cite ganglio linfico de acuerdo a
protocolos establecidos (@tha y col., 2006). Para ello, se aislaron los ganglios
retroperitoneales, axilares e intestinales dmales de entre 23 y Afias de edad y se
disgregaron mecéanicamente por presiéneoina malla metalica con poro de 1 mm de
diametro. Para completar la disociacion entseckulas, se hizo circular la suspension a
través de una jeringa con aguja 23 Gre&izaron 3 lavados mediante centrifugacion
(1000 rpm, 10 minutos, 4° C) y resuspénsen medio completo RPMI-1640 (Sigma),
luego de los cuales se cuantific6 su nan@rain hemocitémetro y su viabilidad segun
el método de exclusion del Azul de Tripafkduka). Las células fueron resuspendidas
en medio completo RPMI-1640 suplemeatttacon 10 % de suero fetal bovino (SFB)
inactivado por calor, 2 % de L-glutamina yd de penicilina/ estreptomicina (Sigma)

para alcanzar una concentracion de 1%c&las/ml.

Se preparé una solucion madre de DHBAI(M en Etanol, Sigma) a partir de la
cual se realizaron diluciones en el med® cultivo para alcanzdas concentraciones
usadas: 0,1, 1 y 10 uM. Los cultivos contsdigeron incubados con vehiculo. Luego de
una serie de experimentos se selecciol@cancentracion de DHEL1 uM para su uso

en los experimentos posteriores.

Se realizaron incubaciones de 4, 21 y 48 horas de duracion en una estufa de
cultivo a 37° C en atmosfera humidificada de 95 26 ®% CQ.

Finalizada la incubacién se procesaron las muestras de acuerdo a los
requerimientos de los distintos experimerdagalizar. En el mmoento se continué con
los protocolos de citometria de flujo pamsarcadores celularede superficie y de
apoptosis, de proliferacion logar y de cuantificacion déa actividad de la NOS,
mientras que las muestras a utilizar en daterminaciones de citoquinas, glutation y

TBARS fueron recolectadas y consataa a —70° C hassa utilizacion.
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3.2. Inmunomarcacion y Deteccion por Citometria de Flujo

Luego de la incubacion, 0,5 x 26¢élulas de cada muestra fueron transferidas a
una placa de 96 pocillos de fondo redond®ey realiz6 la tincion de acuerdo al
protocolo descripto en el pun{2.6.). Se realizaron 2 pdes distintos de anticuerpos
(BD Bioscience) que se detallan en tiEbla a continuacién. La combinacion de
anticuerpos en la solucion madre 1 fue elegidra estudiar céluléisfoideas, mientras
que la de la solucién masr2, para el sistema inmune innato. Se realizé un control

negativo en el que las célulagron incubadas con vehiculo

Solucién Antigeno de Fluorocromo
Madre Superficie
CcD8 FITC
VLA-4 PE
1 CD3 PerCP-Cy5
LFA-1 PE-Cy7
CD4 APC
CD25 APC-Cy7
F4/80 FITC
VLA-4 PE
2 CD11b PerCP-Cy5
LFA-1 PE-Cy7
CD11c APC-Cy7

Las células fueron lavadas dos veces gliaadas inmediatamente usando FACs
Canto (Becton Dickinson). La compensacidel citometro de flujo se realizd
previamente usando muestras de células y de microesferas unidas a un unico anticuerpo

por vez. Se cuantificaron 100.000 evenfo® muestra y los resultados fueron
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analizados con el programa FlowJo 7.5 (Tree@tshland, OR). El analisis fue llevado
a cabo de manera convencional (2.6) sed@ando la poblacidén de interés de acuerdo a
su granulosidad y tamafio y luego estod@ la distribucion de las 6 fluorescencias

determinadas.

Tanto el cuadrante como la ventana d&lisis se conservaramlo largo de toda
la cuantificacién. El analisis se realiz0 diete graficos de puntos (dot-plots) y el
umbral se determiné de acuerdo a la fluceesia observada en los controles negativos.

Los resultados se expresaromo% de la poblacién parental.

3.3. Ensayo de Proliferacion

Para estudiar los efectos de la androgacion con DHEA sobrla proliferacion
celular se determiné la incorporacion deidiima tritiada por parte de suspensiones
celulares en ausencia y presencia de mitdgé€Klecha y col., 2006). Esta técnica tiene
su fundamento en que la timidina es incorporada por células en divisiéon donde es usada
para la sintesis de ADN, por lo cual laietividad intracelulaes proporcional a los
niveles de proliferacién cell. Como mitégeno se utiizConcanavalina A (ConA),
lectina que, por su capacidaduwl@r glicoproteinas dsuperficie, interactia con el TCR,

activando asi la proliferacion defiocitos T (Mukherjee y col., 2005)

En una concentracion de 3X1fas células fueron incubadas con diferentes
concentraciones de DHEA en una placa de 96 pocillos (Nunc Multi-dish; San Diego,
CA, USA) en las condiciones previamenteezsficadas. A las 4 horas de incubacion se
agrego vehiculo (control) 6 ConA (1 ug/rektimuladas) al medio de cultivo y 24 horas
méas tarde 1 uCi/pocillo de’H]timidina ([*H]-TdT, NEN, AE 20 Ci/ mmol) a la
totalidad de las muestras. Arplade entonces se continebcultivo por 72 horas, luego
de las cuales se colectaron las muestoas un Harvester 96 (Tomtec, Orange, CT,
USA). La radiactividad producto de la imporacion de timidina fue determinada por
un contador de centelleo (Wallac, Ramsay, ,NU$A), se asigné el valor de 1 unidad

arbitraria (UA) a la radiastidad incorporada en promiedpor el grupo control en

-53 -



Materiales y Métodos

ausencia de ConA (control basal, cpmgeyexpresaron los restantes valores como UA

resultantes del radio: radiactividad de la muestra / control basal.

3.4. Determinacién de Viabilicad, Apoptosis y Necrosis

Para determinar el porcentaje de c&ulgables, en apopts temprana y en
apoptosis tardia 6 necross® utilizd un kit comercial de Anexina V- Yoduro de
Propidio (Calbiochem, Gibbstaw NJ, USA). La técnica se basa en que la fosfatidil-
serina, normalmente localizada en la catasélica de la membrana y expuesta en la
superficie celular cuando se induce apoptosis, une anexina V con alta afinidad en
presencia de calcio. En este ensayo #&aitanexina V conjugada con FITC para
permitir su cuantificacion por citometria dajfi. Por otro lado, para identificar células
en apoptosis tardia o necrosis utiliza el ioduro de ppidio, agente intercalante del
ADN gue es impermeable a la membrana plasmatica de células viables pero permeable
a la de células necroticas o en apoptosidaardiuoresce al ser excitado a una longitud
de onda de 480 nm.

Los procedimientos fueron llevados a cal@oacuerdo al protocolo suministrado
por el proveedor. Brevemente, luego dwlizar las incubaciones por 4 o 21 hora$, 10
células fueron lavadas (centrifugacion 10@ay 5 minutos a temperatura ambiente),
resuspendidas eBinding Reagene incubadas con anexina V-FITC por 5 minutos a
temperatura ambiente y oscuridad. Luegdavar nuevamentee resuspendio ekllet
en Binding Buffery se le adicioné 10 ul de YP por tubo. Las muestras fueron
mantenidas en hielo y analizadas inmetdisnte con FACScan (BD Biosciences). Se
cuantificaron 50.000 eventos por muestrg fesultados fueron analizados con el
programa WinMDI 2.8 y el nimero dglulas viable (anexina VIP), en apoptosis
temprana (anexina 'VYP) y en apoptosis tardia o necrosis (anexinal®’) fue

expresado como porcentaje del total.

Como controles positivos de apoptosis y necrosis se incubaron células con
dexametasona y con peroxido de hidrégeno respectivamente por 1 hora, mientras que
como control negativo se usaron cé&dusin incubar con anexina V e IP.
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3.5. Determinacion de las Interleuquinag y 4 y el Interferon-gama en Medio

de Cultivo

Se incubaron leucocitos por 21 horas en las condiciones explicitadas con
excepcion del suero fetal bovino (SFB), que modgado en este ensayo para evitar su
interferencia en la cuantificacion de citatas y los medios de cultivo condicionados
fueron conservados a -70° ldasta el ensayo para determinar la concentracién de
citoquinas. La misma seealizé usando el kit dELISA Ready-Set G(eBioscience,
USA) para Th2/Thl de ratén de acuerdasaindicaciones del proveedor. Brevemente,
placas pre-fijadas con anticuerpo contra fmesarrollado en cabra fueron incubadas
toda la noche con 100l de muestra o standard a 4° C. Luego, se agregaron 100
ul/pocillo de diluyente e incubados a tengiara ambiente durante 2 horas. Después de
aspirar y lavar 5 veces con diluyente, Agregado el anticuerpo biotinilado contra la

citoquina correspondiente daton e incubado por 1 teoa temperatura ambiente.

Después de lavar 2 veces, lasgals fueron incubadas con 1(pocillo de
avidina-peroxidasa diluida 1:250 durante 3@ .nhia reaccion fue detenida mediante el
agregado de 10@/pocillo de Stop Reactioly se midi6 la densidad Optica a 450 nm. La
sensibilidad del test es de 0,78 pg/mkagp@ada citoquina. Los resultados fueron

expresados como pg citoquina/ml suero.

3.6. Medicién del Contenido de Glutation Total

Con el fin de determinar el contenido @8H en lisados de leucocitos, se adaptd
el método descripto anteriormente (2.11Las muestras de células controles o
incubadas con DHEA por 4 horas fueron lsadnediante la técnica de congelado-
descongelado. Luego se agregé TCA 5 %tdalcanzar una concentraciéon de TCA
0,5 % y se centrifugo a 2500 rpm 10 minutos a 4° (uelétfue descartado mientras
que 0.1 ml del sobrenadante fueron llevaadsml con buffer fosfato 50 mM y usados
en el momento para medir la concentraciégld&ation total. De igual manera que en el

protocolo original se agregd esta solucion 50 pl dAdADPH, 20 ul del reactivo de
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Ellman (DTNB) y 20 ul de Glutation Redusts se observo la citiéa por 6 minutos y
se analizaron los seltados en relacidbnumna curva patron. Los resultados se expresaron

como mmoles de GSH/ g de proteina.

3.7. Actividad de la NOS

Se determind la actividad de la enzirmdgido nitrico sintasa, que cataliza la

reaccion:

Arginina+Q N9 | Citrulina + NO

El NO se cuantific6 como la sintesis de citrulina marcad&'GLCitrulina),
obtenida a partir de arginina marcada radiactivament¥'CLArginina) (Knowles y col.,

1990), dado que ambos son sintetamadn cantidades equimolares.

Brevemente, luego de 3 horasideubacién con DHEA 6 vehiculo, 1@élulas
fueron resuspendidas en Krebs-Ringeffdsufosfato con glucosa (11 mM) como
substrato externo y manteniendo la misma entracién de la hormona. Se incubaron a
37° C con 10 umol/l de **C Arginina (0,3 pCi) por 1 har Luego las muestras fueron
sonicadas en buffer conteniendo EGTA 10 mM, citrulina 0,1 mM, ditiotreitol 0,1 mMy
HEPES 20 mM, pH 7,5 y centrifugadas ddr minutos a 1.000 g. Los sobrenadantes
fueron pasaron a través de untuoma DOWEX AG50WX-8 (forma Na. Se eluyd la
L-*C Citrulina con 3 ml de agua destiladapgr Gltimo, se contd la radiactividad en un

contador de centelleo liquido.

3.8. Andlisis de Peroxidacion Lipidica en Células Leucocitarias

Se usoé la técnica de TBARS, descriptaviamente para su aplicacion en tejido
(2.3), para calcular el indice de peroxidadipidica en leucocitos. En forma previa, se
puso a punto el nimero de células necesara @atener resultados compatibles con la

sensibilidad de la técnica realizando el gnseon 0.1, 1, 10 y 20 x f@élulas. Se
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seleccionaron 20 x £@élulas por muestra, lo cuallsigo necesario agpar cultivos de
distintos animales. Se produjo la lisis de &&lulas por el agregado de TCA 5%, para
luego ser centrifugadas 10 minutos a 5.000 #phtC. 350 pl del sobrenadante fueron
reservados para continuar ensayo de acuergootdcolo originaimediante la adicion
de TBA 0,67 % e incubacion a 100° Crp®0 minutos. Los resultados fueron

expresados como pmol MDA/16élulas.

4.1. Medicion de la Concentracion de proteinas

La cuantificacion de proteinas en losnfagenatos de ovario y en los lisados

celulares se realiz6 pet Método de Bradford.

4.2. Andlisis Estadistico

El analisis estadisticfue realizado con el progma estadistico SPSS 17.0 (IBM,
Chicago, IL). Las diferencias entre grupos ¢pupos experimentales y el control fueron
evaluadas mediante la prueba no patdo# de Mann Whitney U. El nivel de
significancia fue establecido en ©0<05.
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3. RESULTADOS

1. Estudiosin vivo
1.1. Establecimiento del Modelo para el Estudio de la Disfuncién Ovarica

En esta seccion se ediaron dos modelos dendrogenizacion con DHEA que,
como se explic6 en materiales y métodddirieron en la edad de comienzo del
tratamiento. En el protocoloske comenzo el tratamiento a los 24 dias de edad mientras
en el protocolo 2 a los 30 diaks partir de la evaluacion da ciclicidad ovérica y de las
caracteristicas de la histologia ovaricaaenbos modelos se determind la edad mas

adecuada para comenzar el tratamiento con DHEA.

1.1.1. Evaluacion del Ciclo Estal Durante el Tratamiento

La oligo- anovulacion es una de las principales afecciones reproductivas
observadas en SOP, constituyendo ademas un sintoma clave en su diagnéstico. En este
modelo, las caracteristicas citoldégicased¢endidos vaginales permitieron diferenciar
los estadios del ciclo estral y, mediasteseguimiento, obtener informacion sobre la

ciclicidad ovarica.

Debido a la juventud de losiarales durante la etapa edimda, el ciclo estral no
se observd aun completamente establecid®: animales controles presentaron los
distintos estadios del ciclo, mostrando eguabs casos ciclos completos (figura 1.B).
Por el contrario, los animales androgenizaatesentaron en forma variable los estadios
de estro y metaestro (figura 1. Ay C) con awgse total de ciclos estrales completos a

lo largo del tratamiento.
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Efectos del tratamiento con DHEA sobre el ciclo estral

A. Control DHEA

'ﬂ" e O

Estro

Metaestro

B. Control C. DHEA

pv)
Rv)

Ciclo Estral
m
o < m

o <

12 13 14 15 16 17 18 19 20 12 13 14 15 16 17 18 19 20
dias de tratamiento dias de tratamiento

Figura 1: El tratamiento con DHEA indujo arresto del ciclo estral en las fases de
estro y metaestro El estadio del ciclo reproductivo se determiné por observacion de las
caracteristicas citologicas del extendido vagif@&) Fotomicrografias representativas de los
mismos para cada tratamiento muestran el asgdgtocroscopio de los estadios estro (izq.),
con abundancia de escamas, y metaestro (ckam. presencia de linfocitos, escamas y algunas
células redondas. Esquemas mostrando ejemplosseepativos de la ciclidad en animales de
los grupos control (B) y androgenizados (C).fPeestro; E= estro; M= metaestro y D= diestro.

n = 15 por grupo.
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Caracteristicas y definicion de los quistes ovaricos

T TR W AT

N T MY
A.Control " “gp

Figura 2. El tratamiento con DHEA indujo la formaciéon de quistes de origen
folicular, visibles macro y microscépicamente. Las fotos de cortes histologicos de ovarios
teflidos con H y E muestran el diale la pared den foliculo terciario del grupo control (A) y
de un quiste folicular del grupo androgenizado (B). Los quistes se caracterizaron por presentar
el aspecto de foliculos de gran tamafio con la cepcélulas de la granulosa (cg) compacta y
adelgazada y asi como reducidaacdp células de la Teca (ct) e infiltracion celular (flecha) en
el antro (an). Amplificaciéon 200 X.
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1.1.2. Morfologia de los Ovarios
El tratamiento con DHEA indujo la forma&ei de quistes visibles en forma macro

y microscopica. La morfologia se estuddd forma detallada por observacion al
microscopio optico de secciones histolégidastejido ovarico tefiidos con H&E. Se
determinaron la profundidad de las capasélalas de la granulosa y de la teca y el

diametro mayor de los quistes.

Caracteristicas de los ovarios quisticdsa androgenizacion indujo la formacién
de quistes de origen folicular, dadpue mantuvieron los mismos componentes
estructurales que los foliculos ovaricasmque alterados (figuras 2 y 3). Los quistes
desarrollaron tamafios mayores que los fitdie antrales pertenecientes a ovarios
controles, debido fundamentalmente al inaato en las dimensiones del antro (figura
4.B, tabla 1). En su contwn presentaron la capa delutés de la granulosa de
profundidad dispar y redu@dcomparada al control,oe frecuencia presentando
células desprendiéndose hacia el interd®l antro (figura 3, tabla 1). Ambas
caracteristicas de las células de langlasa son observadas en foliculos atrésicos
(Cheng y col., 2002; Hu y col., 2004). El groderla capa de células de la teca también
se encontrd disminuido en lodifulos quisticos (tabla 1).

Como se puede observar en la figura 8,duistes presentaron forma irregular en
comparacion a la simetria esférica u ovatacteristica de los foliculos viables.
Ocuparon gran proporcion delario, extendiéndose desdedarteza hasta la médula.
Asimismo, los ovarios quisticos presentauna médula poco compacta, de tejido laxo
y quebradizo al realizar losortes histolégicos. Los sas sanguineos observados en
este area de gran irrigacion preseon una luz amplia (figura 3).

Por otro lado, la distribucion de loslifulos se mantuvo cortical. Tanto en
ovarios controles como en quisticos se observéoliculos en los distintos estadios de
desarrollo (figura 3. A y B), de acuerdcsa clasificacion segun criterios publicados
(Cheng y col., 2002; Hu y col., 2004): foliculpsmarios, oocito rodeado de una Unica
capa de células de la granulosa; foliculos preantralep sodeado por 2 o mas capas
de células de la granulosa, carentes deoag antrales, presentan un antro entre las

distintas capas de células dgytanulosa que rodean al oocito.
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Puesta a punto del modelo para el estudio de los quistes ovaricos

Control

B. Protocolo 2 |

Figura 3. La androgenizacién con DHEA produce mayor incidencia de quistes
cuando los animales son tratadoslesde edades mas tempranasas microfotografias
muestran cortes histoldgicos de ovarios de aldm controles (izquierda) y androgenizados
(derecha), tratados con vehiculo o DHEA por 20 dias comenzando a los 23 dias de edad (A):
Protocolo 1, o a los 30 dias de edad (B): Prom&olEn todos los casos, el analisis del tejido
revelo la presencia de foliculos en todos loadiss de desarrollo, foliculos atréticos y cuerpos
liteos. En ovarios de animales tratados DEA se observé la formacion de quistes (QF) de
caracteristicas similares entre protocolos. Aumento 25 X.
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Comparacion de los protocolos de androgenizaciba:DHEA indujo una mayor
incidencia de quistes cuando fue administrddsde una edad mas temprana (figura 4.
A, tabla 1). Esto se reflejé en que la totatidde los animales tratados de acuerdo al
protocolo 1 desarrollaron quistesientras solo el 71 % (5/de los tratados segun el
protocolo 2 lo hicieron. Ma aun, los animales que camaron el tratamiento mas
jovenes presentaron mayor nimero de gaigtor ovario (2.6¥s. 1.43 quistes/ovario

en el protocolo 2; fura 4. A, tabla 1).

Los quistes inducidos por ambos pratos de androgéracion fueron de
similares caracteristicas: tamafo incremgmtgt disminuido grosor de las capas de
células de la teca y de la granulosa al camnapos con foliculos antrales controles. Sin
embargo, la morfologia quistica fue mas sewranimales mas jévenes (protocolo 1)
mostrando mayor tamafio de los quistes (guB) y disminucion en las capas de la
granulosa y teca (tabla 1), lo cuahdicaria que serian mas sensibles a la

androgenizacion.

De acuerdo a la frecuencia y caracteristicas de los quistes observados en los
distintos grupos, se sel@ono para realizar loestantes experiment@s vivo en esta
tesis el protocolo 1, tratanmisos con DHEA por 20 dias a partir del dia 24 de edad.
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Efecto de la DHEA sobre la frecuencia de los quistes y su desarrollo
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Tabla 1 Protocolo 1 Protocolo 2
Control DHEA Control DHEA
(Media = ESM) | (Media £ ESM) | (Media £ ESM) [ (Media + ESM)
n==6 n=7 n=7 n==6
1. Edad al comienzo del tratamiento (dis) 24 24 30 30
2. Dias de tratamiento 20 20 20 20
3.Ratones que desarrollaron quistes 0 7 (100%) 0 5 (71%)
4.Numero de Quistes por Ovario 0.00+0.00 | 2.67+0.6% | 0.00+0.00 | 1.43+0.37
5. Diametro del mayor foliculo o quiste | 43,00, | 0684006 | 051002 | 0.63+002
ovérico (mm)
6. Grosor de la capa de lateca en (5) (4m)18.2+1.1 109 +0.9 244+104 | 20722
(YL.”cn;)rosor de lacapadela granulosa e (), o,5, | 332+30 | 531+49 | 333+3.0

Figura 4. La androgenizacién con DHEA produce mayor incidencia de quistes
cuando los animales son tratados a edades mas joven@saficos de barras mostrando las
diferencias més salientes entre los protocologn(#nero de quistes por ovario y (B) el tamafio
promedio de los quistes o del mayor foliculo en los controles. Tabla 1. Resumen de los
resultados del andlisis morfométrico de las secciones histolégicas. Las barras y valores
representan la mediaBSM. n = 7. * p< 0.05; ** p < 0.01. Mann Whitney U Test.
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1.2. Efectos Sistémicos Inducidos plarAndrogenizacién con DHEA:
Inflamacién Crénica

La inflamacion cronica consiste en urtag® de activacion cronica del sistema
inmune que se manifiesta en un auroenie los niveles séricos de citoquinas
inflamatorias y alteraciones en la fubiy frecuencia de los leucocitos de sangre

periférica (Sathyapalan y col., 2010).

Existe evidencia controvertida acercalaeonexion entre la inflamaciéon crénica
y la disfuncion neuroenddécrina en SOPnd®la primera atribuida frecuentemente a las
alteraciones metabdlicas asociadas a este sindrome: resistencia a la insulina,

metabolismo lipidico y distribu@n de la grasa corporal.

En esta seccién se estudiaron enneldelo de androgenizacibn con DHEA
parametros metabdlicos, enddécrinos e inmrsunkves para repducir el estado de

inflamacion cronica presente en SOP.

1.2.1. Parametros Metabolicos: Gananciade Peso, Niveles de Glucosa e

Insulina

La poliquistosis ovérica se ha vistooemda a un amplio rango de alteraciones
metabdlicas (Hanh y col., 2005). Las obsergaatgs frecuentemente son la obesidad,
resistencia a la insulina y dislipidemiancaproximadamente un 30% de incidencia de
sindrome metabdlico (Perfumo, Z)OPor estos motivos se edid la ganancia de peso
durante el tratamiento de androgenizacioal ynetabolismo de la glucosa e insulina

luego de 20 dias de administracion de DHEA.

Dado que el periodo estudiado cop@msde a la maduracién desde la etapa
peripuberal a la etapa adultea acompafiado de un crecimiento en el tamafio corporal
que se reflej6 en ganancia de peso para ambos grupos. Sin embargo, el incremento de
peso fue significativamente mayor en animales androgenizados que en animales

controles (figureb.A, tabla 2).
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Asimismo, luego de 6 horas de ayuno se determinaron los niveles de glucosa en
sangre, por tiras reactivas asociadas a anitor, y de insulina en suero, por ELISA.
Ambos compuestos se encontraron sigatfvamente incrementados en animales
androgenizados con respectta controles (figura 5. B €), indicando una alteracién
de la glucemia en ayunas. A partir de \@dores de glucosa e insulina obtenidos se
determinaron los parametros del modele homeostasis HOMA-IR. ElI aumento
significativo de los valores de HOMA-IR en animales androgenizados con respecto a

los controles (tabla 2) indic6 una maymsistencia a la insulina inducida por el
tratamiento con DHEA.

Efectos metabdlicos de la androgenizacion con DHEA

##
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o
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Edad (dias)

Figura 5.A: El tratamiento con DHEA incrementé la ganancia de peso y los niveles
circulantes de insulina y glucosa en ayunag¢A) El grafico de lineas muestra la ganancia en
peso a lo largo del tratamientams puntos representan la medig$M. n = 7. * p< 0.05, ** p <
0.005, control vs. DHEA® p < 0.005 peso 25 dias vs. 43 dias de edad. Mann Whitney U Test.

-66 -



Resultados

_ 80+ =) -
3 : g T
| L
Q_ N
g o
$ 40— n
g & 34
E T i
2 8
=
O
DHEA - + DHEA - +

Figura 5.B-C: El tratamiento con DHEA incrementé la ganancia de peso y los niveles
circulantes de insulina y glucosa en ayunakos gréaficos de barras muestran la concentracion
insulina en suero (B-izq) y glucosa en sangral¢f) de animales controles y androgenizados.
Las barras representan la mediE3M. n = 7. * p< 0.05, ** p €©.005, control vs. DHEA® p

< 0.005 peso 25 dias vs. 43 dias de edad. Mann Whitney U Test.

Control DHEA
Edad (dias) 44.00 +0.03 44.00 40.02
Peso (g) 17.61.+0.32 18.74 4.45*
Glucosa en ayunas (mmol/l 4.13 +0.26 7.32 40.83**
Insulina en ayunas (pm/I) 22.5+5.3 52.8 +15.1*
HOMA-IR 0.21 +0.05 0.96 +0.33**

Tabla 2: Resumen de los efectos déa DHEA sobre los parametros
metabolicos estudiadoslLos valores representan la medig$M. n = 7, 2 réplicas. * p
< 0.05, ** p <0.005. Mann Whitney U Test.
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1.2.2. Pardmetros Enddcrinos: Niveles Séricos de Estradiol

El SOP es un desordend®crino caracterizado polt@s niveles de androgenos.
El modelo de androgenizacién con DHE#produce el hiperandrogenismo (Henmi y
col. 2001; Muniyappa y col., 2008) y preseatlemas altos niveles de estrégenos. Los
mismos correlacionan en forma mas adecuaddacincidencia de quistes y, por poseer
ademas acciones inmunoreguladoras (Deshpande y col.,, 2000), resultan de gran

relevancia en el presente estudio.

Los niveles séricos de estradiol séri determinados por ELISA, fueron
significativamente mayores en los animaesirogenizados comparados a los controles

(figura 6).

Niveles de Estradiol como indicadode la formacién de quistes ovaricos
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Figura 6. Los niveles de estradiol sérico fueron incrementados por el tratamiento
con DHEA. Gréfico de barras mostrando la concentracion de estradiol en suero de animales
controles y androgenizados. Las barras representan la mé&®di+n = 7. * p< 0.05. Mann
Whitney U Test.
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Resultados

1.2.3. Niveles Plasméaticos de Células Inmunes

Entre los indicadores de inflamacion daamencontrados en SOP se observaron
niveles elevados de leucodtplasmaticos (Orio y col., 2005; Benson y col., 2007).
Para estudiar el efecto de la hiperandnizgeeion sobre las poblacies leucocitarias, se
determind por citometria de flujta frecuencia de células NK (CD49by su
subpoblacion, NKT CD4como componentes del sistema inmune innato, asi como la
fraccién de células CD4 primer eslabon en la respueshmune adaptativa, en las
cuales se observé ademas la expred@®@D25 como marcador de activacion.

Los animales hiperandrogenizados presentaron niveles moderadamente mayores
pero no significativos de células NK (CD4®en plasma (figura 7.A) conjuntamente
con un incremento significativde la subpoblacién de NK CD4NKT), en relacion a
las frecuencias observadas en animales controles (figura 7.B).

Asimismo, los animales tratados dORIEA mostraron un aumento en la fraccion
de células CD4(figura 8) las cuales expresar6i25 en mayor propoion (figura 9),

indicando un mayor nimero délulas Thelper activadas.

Ambos resultados indicarian una actigecia nivel sistémico de la respuesta
inmune innata y adaptativa. Para commpdatar estos resuttas se estudio la

produccion de citoquinas por parte de célula peritoneales.
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Resultados

Niveles de células NK y NKT plasmaticas
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Figura 7: Los animales hiperandrogenizade mostraron niveles incrementados de
células NK y NKT. Los gréaficos de barras muestran los niveles de células (A) COMED y
(B) CD49BCD4" (NKT) plasmaticos de animales controles y androgenizados. (C) Histogramas
de frecuencia representativos de los resultados obtenidos en la cuantificacion del marcador de
NK: CD49b por citometria de flujo para los comode isotipo, muestras de animales controles
e hiperandrogénicos. Los valores y barras representan la me&isl+n = 6. * p < 0.05. Mann
Whitney U Test.
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Efecto de la hiperandrogenizacién sobre los niveles plasmaticos de CD4
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Figura 8: Los animales hiperandrogénicosmostraron niveles elevados de células
CD4" plasmaticas El grafico de barras (A) muestra los niveles de células’ @B@4maticos en
animales controles y androgenizados. (B) dfjshmas de frecuencia representativos de los
resultados obtenidos en la citometria de flujeape control de isotipo, muestras de animales
controles e hiperandrogénicos. Los valores y barras representan la nie®hd 1 = 6. * p <
0.05. Mann Whitney U Test.
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Expresion de la subunidad de alta afinidad de IL-2R en células CD4
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Figura 9: La androgenizacion indujo la expresion de CD25 en células CD4
plasmaticas El grafico de barras (A) muestra la expresion de CD25 en células CD4
plasmaticos de animales controles y androgenizados. (B) Histogramas de frecuencia
representativos de los resultados obtenidos eitdmetria de flujo para el control de isotipo,
muestras de animales controles e hiperandrogénicos. Los valores y barras representan la media
+ ESM. n=6. * p < 0.05. Mann Whitney U Test.
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1.2.4. Produccionex vivode Citoquinas por Parte de Células Peritoneales

La cavidad peritoneal comprende un mambiente especifico, con gran cantidad
de macréfagos y de sus productos de sammeéil fluido peritoneal se origina como un
exudado del ovario y mantiene un amplio areatigcambio con el plasma a través del
peritoneo que es permeable a moléculas pequefias (Koninckx y col., 1998). Por estos
motivos, las citoquinas produeisl por células peritonealéstegrarian en un Unico
ambiente la respuesta inmune alteradalpalisfuncion ovarica a nivel local y por la

inflamacioén crdnica sistémica.

Las células peritoneales fueron estimulaeassivocon PMA por 24 horas y la
concentracion de citoquinas inflamatoriasetrmedio de cultivo determinadas por la
técnica de CBA. Se estudié @amplio rango de citoquinage origen, principalmente,
innato. Entre las mismas, el TNFe IFN+ son clasificadas como citoquinas de tipo 1y
las citoquinas IL-6 e IL-10 de tipo 2, miems que MCP-1 y IL-12p70 son secretadas

por macréfagos y células dendriticas.

En el grupo androgenizado se observo ungomsecrecion de la totalidad de las
citoquinas estudiadas compaoaal grupo control. El incremtemen la sintesis de todos
los tipos de citoquinas indiecana activacion generalizada lderespuesta inmune, que se
corresponde con las caractécas de la inflamacion créra sistémica e induciria un

ambiente pro-inflamatorio para los ovarios.
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Produccion de citoquinas por parte de células peritoneales
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Figura 10: La androgenizacion con DHEA estimulé la secrecidén de citoquinas por
parte de células peritoneales(A-F) Los graficos de barras muestran la concentracion de la
citoquina indicada en el medio de cultivo délulas provenientes de animales controles y
androgenizados estimuladas con PMA/ionanaicLas barras representan la mediaSM. n =
6. * p < 0.05. Mann Whitney U Test. (G) Grafiods puntos representativos de las resultados de
CBA para animales control y androgenizadosa &HEA. De arriba hacia abajo, las nubes

corresponden a las citoquinas: IL-6, IL-10, MCP-1, lENNF-a y IL-12p70.
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Resultados

1.3. Efectos Locales de la Hipgndrogenizacién con DHEA:
Regulacion Inmune de la Funcion Ovérica

El sistema inmune cumple una impor&ifiincion regulatoria a nivel del ovario,
encontrdndose implicado en procesokestacomo maduracion folicular, atresia y
ovulacion (Brannstrom y Norman 1993; Brannstrom y col.. 1994; Bukulmez y Arici
2000). Asimismo, numerosa evidencia ha maaki la presencia de un ambiente inmune

alterado en los ovarios de mujere$igndsticas (Gallinelli y col., 2003).

En la presente seccidn se analizaroexpresion de molétas de adhesion y los
tipos celulares presentes y su localizacioroesrio. Ademas sestudio la produccion

de EROs y PGE como mediaderde la respuesta inmune.

1.3.1. Expresién de Moléculas de Adhesidon y Presencia de Células Inmunes

en el Ovario

Dado el rol regulatorio delsiema inmune sobre el ovario se estudio la expresiéon
de VCAM-1 e ICAM-1 como moléculas dmdhesion implicadas en la quimiotaxis y
extravasacion leucocitaria y en losecanismos de sefializacion intracelulares.
Asimismo, se determinaron la presencia y la localizacion de células dendriticas,
macréfagos y células CD4n ovario, como componentesws en la sincronizacion de

la respuesta inmune local.
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Expresion Fisiologica de la Molécla de Adhesiéon Vascular (VCAM)-1

Figura 11: Localizacion deVCAM-1 en ovarios controles.La foto (A) muestra una
seccion de tejido ovarico representativa del gagtrol tefiida inmunohistoquimicamente para
VCAM-1 (rosa). Las amplificaciones muestran detltle (B) foliculos en distintas etapas de
desarrollo, (C) un foliculo antral y (D) laasculatura medular. La tincion se observéd en el
endotelio de vasos sanguineos y en células giatailosa de foliculos pequefios. Amplificacion
25 X en (A) y 200 X en (B), (C) y (D), contratincion hematoxilina. n = 6; réplicas = 2.
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Expresion de VCAM-1 en Ovarios Poliquisticos

Figura 12: Localizacion de VCAM-1 en ovarios de animales androgenizaddsa foto
(A) muestra una seccion de tejido ovarico representativa del grupo DHEA tefiida
inmunohistoguimicamente para VCAM-1 (rosagjslLamplificaciones muestran detalles de (B)
foliculos en distintas etapas de desarrollo,yi€Joliculo quistico y (D) la vasculatura medular.
La tincién se observo en la capa de células deta Be todos los foliculos en desarrollo, en la
capa de las células granulosa de los quistes y en el endotelio de vasos sanguineos.
Amplificacion 25 X en (A) y 200 X en (B), (Cy (D), contratincion hematoxilina. n = 6;
réplicas = 2.
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Expresion de VCAM-1 en ovariosEn los ovarios de aniahes controles, no se
observd expresion de la Molécula de Asiba Celular Vascular (VCAM)-1 en las
capas de células de la teca y de la g@sauken ninguno de los estadios del desarrollo
folicular observados (figura 11. A-C), conceypcion de células de la granulosa de un

limitado numero de foliculos pre-antrales de pequefio tamafio (menores a 300 um).

En los animales androgenizados, el amgldel tejido reveld la expresion de
VCAM-1 en las células de la teca de todos los foliculos y quistes ovaricos.
Conjuntamente, se observo una intensa eipreen la capa de las células de la

granulosa de los quistes (figura 12. A-C).

En el caso de existir cuerpos lutees el tejido, la egresion de VCAM-1
observada en las células luteales fue Bi@ato en ovarios de animales androgenizados
como controles el endotelio de la vasculatura medular mostré una intensa expresion de
VCAM-1 (figuras 11.y 12. D).

La alta expresion de VCAM-1 tanto en foliculos normales como quisticos de
animales androgenizados sugiere un robtggoénico para esta molécula en la

patogénesis de SOP.

Expresion de ICAM-1 en ovarios:los tejidos de animales controles y
androgenizados revelaron unaderada expresion de ICAM-1 en la capa de las células
de la teca de foliculos en los distintos @&ia de desarrollo (figuras 13y 14. Ay B).

En el reducido grupo de foliculos anémlpequefios que expresaron VCAM-1 en
células de la granulosa, se observo tamieXpresion de ICAM-1 (figura 13. A-C). En
los cuerpos luteos, se observo tincion p@AM-1 en células luteales y de mayor
intensidad que para VCAM-1. Por ultimo, ¢éxpresiéon de ICAM-1 en el endotelio
vascular medular de ambos grupos alta (figura 13y 14. D).

Finalmente, se observo una alta expresiohCdeM-1 en células de la capa de la

granulosa del quiste y en célulaslinfintes a la misma (figura 14. Ay C).
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Expresion Fisioldgica de Moléculade Adhesion Intracelular (ICAM)-1

Figura 13: Localizacion de ICAM-1 en ovarios de animales controled.a foto (A)
muestra una seccidon de tejido ovaricopresentativo del grupo control, tefiido
inmunohistoguimicamente para ICAM-1 (rosaasLamplificaciones muestran detalles de (B)
foliculos en distintas etapas de desarrollo, (Cjaliculo antral y (D) la vasculatura medular.
La tincién se observo en bajos niveles en la capa de células de la Teca, en el estroma ovarico y
células de la granulosa que expresaran VCAM-gnycon mayor intensidad en el endotelio de
vasos sanguineos. Amplificacion 25 X en (A)290 X en (B), (C) y (D), contratincion
hematoxilina. n = 6; réplicas = 2.
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Expresion de ICAM-1 en Ovarios Poliquisticos

Figura 14: Localizacion de ICAM-1 en ovarios de animales tratados con DHEA a
foto (A) muestra una seccion de tejido ovérrepresentativa del @ywo androgenizado donde
ICAM-1 (rosa) fue detectado por inmunohistoquimicas amplificaciones muestran detalles de
(B) foliculos en distintas etapas de desarroff®) un quiste folicular y (D) la vasculatura
medular. La expresion de ICAM-1 se observé ppabthente en la capa de células de la Teca,
en el estroma ovarico y en mayor intensidactc@nlas de la granulosa de los quistes y en el
endotelio de vasos sanguineos. Amplificacion X%n (A) y 200 X en (B), (C) y (D),
contratincion hematoxilina. n = 6; réplicas = 2.
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Presencia y localizacion de células dendriticas en ovarias:células dendriticas
fueron caracterizadas por la expresionrdeeptor CD11c. Se observé un nimero muy
reducido de células CD11¢anto en ovarios controlesrmo en aquellos provenientes
de animales androgenizados. En ambos cée®sélulas dendriticas se encontraron en

el tejido conectivo del ovario, enti@édula y en la corteza (figura 15. A-D).

Presencia y localizacion de células MHCllen ovarios: Las células que
expresan MHCII son las conocidas comuglulas presentadoras de antigenos,
tradicionalmente células dendriticas, célidag macrofagos. En laeccion anterior se
observd que el numero de células dendritera®vario es muy bajp de distribucion
extra-folicular (intersticial). Por otro d@ la presencia denliocitos B en ovarios
murinos ha sido reportada como escasiientras que la de macréfagos
considerablemente cuantiosa (Bukulmez y in2000). Por estos motivos, se utilizé el

receptor MHCII como marcador de macrofagos en ovario.

El andlisis de las secciones de ovarnesel6 una alta frecuencia de células
MHCII" en ovarios controles yndrogenizados. En anbarupos se los observo
localizados principalmente en la capa de eélule la teca de los foliculos en distintos
estadios de desarrollo, infiltrando hacia la granulosa solo en los foliculos pequefios
antes mencionados que expresaran ICAMidu(a 16. y 17. A y B), en el caso de

encontrarse cuerpos luteos, entre las células luteales.

Asimismo, en ovarios de animalesdaogenizados se observo una cuantiosa
infiltracion de células MHCTl en las capas de taca y de la granulasy en el antro de

los quistes (figura 17.B).

Por ultimo, tanto en ovarios de animalegados con vehiculo como con DHEA,
se observo distribugn de células MHCTlen la porcion intersticiaf en la periferia de

los vasos sanguineos (figura 16.y 17. D).
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Presencia de células dendriticas CD11c+ en ovario

A. Control

Figura 15: Las células dendriticas ovaricas no modificaron su nimero y localizacion
por efecto de la androgenizaciénLas fotos muestran secciones de ovarios representativas para
los animales tratados con (A) vehiculo 6 @JEA, en las cuales se detect6 la presencia de
células dendriticas (CD11,aosa) por la técnica de inmunohistoquimica. Las ampliaciones (B y
D) muestran células dendriticas (punta de flecha) agrupadas o individuales ubicadas en el tejido
conectivo. La tincion se observé en muy baja frecuencia Amplificacion 25 X (A) y (C), 100 X
(B) y (D). Contratincién hematoxilina. n = 6; réplicas = 2.
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Localizacion Fisiologica de Células MHCII+ en Ovarios

Figura 16: Localizacion de células MHCII en ovarios. La foto (A) muestra una
seccion de tejido ovarico representativo delpgr control, en los que se realizé la
inmunomarcacion de MHCII (rosa). Las ampéfitones muestran detalles de (B) foliculos en
distintas etapas de desarrollo, (C) un foliculo antral y (D) la vasculatura medular. Se observé
alto nuamero de células MHCIl+ en el ovario. Las mismas se localizaron
en la capa de células de la Teca de foliculos gmtlis estadios, infiltrando en la granulosa de
algunos foliculos pre-antrales, en el estromarico y endotelio de vasos sanguineos.
Amplificacion 25 X en (A) y 200 X en (B), (Cy (D), contratincion hematoxilina. n = 6;
réplicas = 2.
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Localizacién de Células MHCII+ en Ovarios Poliquisticos

Figura 17: Localizacién de células MHCII+ en ovarios quisticod.a foto (A) muestra
una seccion de tejido ovérico representativo depgrde animales androgenizados, en los que
se realiz6 la inmunomarcacion de MHCII (rosa). Las amplificaciones muestran detalles de (B)
foliculos en distintas etapas de desarrollo, (C) un quiste folicular y (D) la vasculatura medular.
Se observd una alta infiltracion de células MHG3Hla granulosa y antro de los quistes vy, al
igual que en controles, localizadas en la capaélalas de la Teca de foliculos en distintos
estadios, en el estroma ovarico y endotelio de vasos sanguineos. Amplificacion 25 X en (A) y
200 X en (B), (C) y (D), contratincion hematoxilina. n = 6; réplicas = 2.
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Presencia y localizacion de células CD4n ovarios: Tanto en ovarios de
animales controles como andenizados, los linfocitos CD4e encontraron en menor
namero que los macrofagos. $malizaron principalmenten el intersticio en la
periferia de los vasos sanguise en el caso de que hetd cuerpo lateo entre las
células luteales y, en menor medida, infiltrate®capas de células de la teca. Al igual
que las células MHCI] en los casos excepcionales en que se expresara VCAM-1 e
ICAM-1 en células de la granulosa @@iculos pequefios se encontraron también
células CD4Z infiltrando hacia las capas délulas de la granulosa.

Por su parte, en los quistes, se ob&euna cuantiosa infiltracion de estos

linfocitos tanto hacia el amtrcomo entre las células egranulosa (figura 19.C).
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Localizacion Fisiologica de Células CD4+ en Ovarios

Figura 18: Localizacion de células CD4en ovarios.La foto (A) muestra una seccion
de tejido ovarico representativo del grupo contallos que se realiz6 la inmunomarcacion de
CD4 (rosa). Las amplificaciones muestran dedallie (B) foliculos in distintas etapas de
desarrollo, (C) un foliculo antral y (D) laasculatura medular. Las células CD4+ ovéricas se
localizaron en la capa de células de la teca leufos en distintos estadios, infiltrando en la
granulosa de bajo numero foliculos pre-antrgledel cuerpo liteo, en el estroma ovarico y
periféricos a vasos sanguineos. Amplificacion 25 X en (A) y 200 X en (B), (C) y (D),
contratincién hematoxilina. n = 6; réplicas = 2.
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Localizaciéon de Células CD4 Ovarios Poliquisticos

Figura 19: Localizacion de células CD4 en ovarios de animales
hiperandrogénicos.La foto (A) muestra una seccion de tejido ovarico representativo
del grupo androgenizado, en los que se r@ddiznmunomarcacion de CD4 (rosa). Las
amplificaciones muestran detalles de (B) falds en distintas etapas de desarrollo, (C)
un foliculo quistico y (D) la vastatura medularlLas células CD% ovéricas se
encontraron infiltrando las capas de céludasla teca y granulosa y el antro de los
quistes, en la capa de células de la tecal@®ufos en distintos estadios, en el estroma
ovarico y periféricos a vasos sanguineos.phiimacion 25 X en (A) y 200 X en (B),
(C) y (D), contratincién hematoxilina. n = 6; réplicas = 2.
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1.3.2. Homeostasis de Oxido- Reduion en el Tejido Ovarico

La produccion de EROs en el tejido ovargm ha encontrada involucrada en la
modulacién de procesos tantsifilogicos, como patolégicos o inmunes (Bonello y col.,
1996; Minegishi y col., 2002). Se estudiarms efectos de la hiperandrogenizacion
sobre la homeostasis de 6xido reduccém el ovario determinando por métodos
colorimétricos al contenido de glutatibrayactividad de la catalasa como mecanismos
antioxidantes y cuantificando la formacion pleréxidos lipidicos como indicador del

dano oxidativo tisular.

Tanto los niveles de glutation como laiddad de la catalasa, se encontraron
disminuidos en los tejidos de animalestados con DHEA (figura 20.A y B) marcando
una menor capacidad de neutralizar ER@smismo, los productos de peroxidacion
lipidica en los ovarios se vieron incremelts por el tratamieatde androgenizacion.
Estos resultados muestran una disminuciomadelefensas antiakantes tisulares que
junto con el aumento obsed@en la oxidacién de componestlipidicos, evidenciaria

una alteracion de la homeostasis de 6xidoaeidn hacia un estadie estrés oxidativo.
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Efecto de la androgenizacién sobre el estrés oxidativo ovarico
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Figura 20: La hiperandrogenizacion aumento el estrés oxidativo ovaricoLos
graficos muestran los niveles de GSH intracelular (A), de actividad de la Catalasa (B) y del
indice de Peroxidacion Lipidica (C) en ovaris animales controles y androgenizados. Las
barras representan la medicdEEM. n = 7. ** p < 0.005 y *** p < 0.0005. Mann Whitney U
Test.
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1.3.3. Produccién de Prostaglandina Epor parte del Ovario

Las prostaglandinas, ademas poseer @fegimunoregulatorios (Harris y col.,
2002) estan involucradas erveisas funciones ovaricéidusein y Kridli, 2003; Medan
y col., 2003)). Por estos motivos seaiteind la producciéovarica de PGE mediante
la técnica de radioinmunoensayo. Losde§ de animales androgenizados produjeron
niveles de PGE significativamente menatemparados a los tdps del grupo control
(figura 21).

Produccion de PGE por Parte del Tejido Ovarico
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Figura 21: La androgenizacion con DHEA suprimi6é la producciéon de PGEpor
parte de los ovarios.Los graficos muestran los nivelde PGE liberados al medio de cultivo
por ovarios de animales controles y androgenizados. Las barras representan labB$dian+
= 5. ** p< 0.005. Mann Whitney U Test.
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2. Estudiosin Vitro
Efectos Directos de IBHEA sobre Células Inmunes

En esta seccidn se estudiaron mediantitvos de leucocitosos efectos directos
de la DHEA sobre diversos parametros derdnciacion y funcionalidad de las células
inmunes para poder diferenciarlos de kfectos ocasionados por las alteraciones

enddcrinas y metabolicas vivo.

2.1. Expresion de Marcadores de Activacion y Moléculas de Adhesion en

Poblaciones Celulares Clavegara la Respuesta Inmune

La activacion y diferenciaén linfocitaria involucran aabios en la expresion de
proteinas de membrana, que pueden ser ciganlifs por citometria de flujo para ser
usados como marcadores de estos poscd3ado que la admistracion de DHEAIn
vivo afectd la infiltracion linfocitaria en ovias y aumento la fraccion de células T
helper circulantes (figura 8, 9, 16-19), seuds la capacidad denducir en forma
directa la expresion de moléculas deghesion y marcadores de activacion sobre
distintas poblacioneselulares en cultivos tratadpsr 21 horas en un primer grupo v,
dado que la complejidad defoceso de activacion puetkguerir tiempos mayores, en
un segundo grupo se prolongaron las incures a 48 horas. La expresion de
receptores de interés luego de los dissinperiodos de incubacion con la hormona
fueron estudiados por citometria de dluyj se observaron los cambios producto del
tiempo de cultivo (independientes dehtamiento) comparando la expresion de

marcadores celulares a las 21 y 48 horas.
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Resultados

Caracterizacion de células CD4

A. 21 horas Concentracion de DHEAWM)

Marcadores Celulares 0 0,1 1 10
CD3* (% linfocitos) 74,15 +1,02 74,20 +1,13 73,32 1,18 74,08 £ 0,96
CD4* (% células T) 69,72 +0,19 69,74 £ 0,13 69,86 0,18 69,82 +0,18

VLA-4- (% CD4) 96,55+0,10 | 94,90+0,25* | 95,16 £0,19* | 95,33 +0,17*
CD25' LFA-1* (% VLA-4°) 8,49 +£0,38 8,40 +£0,19 8,37 £0,37 8,26 £ 0,34
VLA-4* (% CD4) 4,45 +0,10 5,10 +0,25* 4,84 £0,19* 4,67 £0,17*
CD25' LFA-1* (% VLA-4%) 8,92 +0,45 8,25 +0,53 8,15 +0,29 7,93 0,32
CD25' (% CD4) 9,49 +0,46 9,36 +0,26 9,43 +£0,42 9,64 +0,35
LFA-1* (% CD4) 88,60 +0,71 88,60 £0,62 87,18 +0,91 85,60 +1,22
B. 48 horas Concentracion de DHEAWM)

Marcadores Celulares 0 0,1 1 10
CD3* (% linfocitos) 75,76 +0,54| 75,88 +0,50 75,86 0,61 76,08 +£0,58
CD4* (% células T) 70,74 +0,24| 70,53 0,28 70,66 £ 0,22 70,83 +0,28

VLA-4- (% CD4) 98,41+0,10| 98,13 +0,08*| 98,14 +£0,09* 98,09 +0,07*
CD25 LFA-1* (% VLA-4°) 7,54+0,33 | 9,02+0,61 9,52 +0,50* 10,00 +0,89*
VLA-4* (% CD4) 1,59+0,10 | 1,88+0,08* 1,87 +0,09* 1,91 +0,07*
CD25" LFA-1* (% VLA-4%) 199+14 22,42 +1,48 24,60 +1,08* 2512 +1,11*
CD25 (% CD4) 9,30+0,40 | 11,15+0,72* | 11,94+0,37* | 12,91 +1,11*
LFA-1* (% CD4) 58,01+1,19| 61,20+1,90*| 60,87 +1,90 57,98 +2,42

Tabla 3: Resumen de la expresion denoléculas de adhesién y marcadores de
superficie en subpoblaciones de células T CD#iego de 21 (A) y 48 (B) horas de incubacion
con medio de cultivo control o con concentraciones crecientes de DHEA. Valores expresados
como porcentaje del cuadrante parental. n = @pgpo. * p< 0.05, ** p< 0.01 Mann Whitney
U Test.
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Resultados

Células T

La fraccion de células T (CDB Th (CD4CD3") y T supresoras/citotoxicas
(CD8'CD3") no fueron afectadas por los tratamisnton DHEA por 21 ni por 48 horas
de incubacién, sin embargo. Al comparas twltivos a ambos tiempos, se observé una
tendencia al aumento de laadcion de células T. Si bien esta tendencia no alcanzo
niveles significativos, sinembargo se reflejd6 en un incremento moderado pero
significativo de la fradén de células T CD4a las 48 horas (Tabla 3.a y b), mientras
que la frecuencia de células CD# mantuvo constante (Tabla 4.a y b).

Expresion de Moléculas de Adhesion e Il28h Células Th:Al analizar la
expresion en membrana de moléculasadbesion se obsay que DHEA indujo un
incremento de VLA-4 en células Ch4jue fue significativo en los cultivos tratados con
DHEA 0,1 uM a las 21 horas y con 1 uM a #8 horas (figura 22). Se encontré6 mayor
namero de células expresando VLA-4 yreayor intensidad en las estimulaciones de
21 horas que en las de 48 horas, lo cudicanque DHEA no solo induce la expresion
en membrana de la misma sino que estimula que permanezca en el tiempo. Es
importante destacar que VLA#o sélo es la molécula dalhesion leucocitaria sino
también es frecuentemente usado comacauor de diferenciacion a células CD4

efectoras (Fainboim y Geffner, 2005).

Las células VLA-ACD4" se caracterizaron por expresar LFA-1 en mas de un
90 % y bajos niveles de la cadendel receptor de IL-2 2R = CD25, figura 23. Ay
B). A las 48 horas de inbacion, la DHEA indujo un aumt significativo de la

expresion en membrana delicreceptor (figura 25. C y D).

Expresion de Moléculas de Adhesion y Ile2Bn Células T supresoras/
citotdxicas las células T CDS8 tratadas con DHEA mastron una tendencia al
incremento en la expresion de CD25 a las 21 horas, que resultd en un aumento
significativo del mismo a las 48 horgtabla 4, Fig 24). Las células COED25'
mostraron mayor expresiote LFA-1 que aquellas CD25Los niveles de VLA-4
fueron bajos en ambos casos y, al iggak su expresion en las células CD4
disminuyeron a las 48 h en relacion aolaservada a las 21 h. En estas células la

expresion de moléculas de adide no fue modulada por DHEA.
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Resultados

Efecto del DHEA sobre la expresién de moléculas de adhesion
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Figura 22: El tratamiento con DHEA incrementé la expresion de VLA-4 en células
T CD4". Expresion de VLA-4 en membrana de células TCD4+ determinada por citometria de
flujo luego de 21 (A) y 48 horas (C) de incubacion. Gréficos de puntos representativos de las
citometrias de flujo de los distintos gruposgpal (B) y 48 horas (D) mostrando la intensidad
de fluorescencia para CD4 (ordenadas) y VLAdigas) y el cuadrante determinado. Valores
expresados como porcentaje del cuadrante parental. Las barras representan |&ESkdia *
6. 2 réplicas. * p< 0.05. Mann Whitney U Test.
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Resultados

Efecto del DHEA sobre la expresién de moléculas de adhesion
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Figura 23: El tratamiento con DHEA incremento la expresion conjunta de CD25 y
LFA en células T CD4VLA-4". Expresion de CD25 y LFA-1 en membrana de células T
CD4'VLA-4" determinada por citometré flujo luego de 21 (A) %8 horas (C) de incubacion.
Graficos de puntos representativos de las citdatede flujo de los distintos grupos para 21 (B)
y 48 horas (D) mostrando la intensidad fiie@rescencia para LFA-1 (ordenadas) y CD25
(absisas) y los cuadrantes usados. Valores expresados como porcentaje del cuadrante parental.
Las barras representan la medi&E$M. n = 6. 2 réplicas. * p< 0.05, ** p < 0.001. Mann
Whitney U Test.
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Resultados

Caracterizacion de células CD8

A. 21 horas Concentracién de DHEAWM)
Marcadores Celulares 0 0,1 1 10
CD3* (% linfocitos) 741+1,0 742+1,1 73,3+1,.2 74,1+1,0
CD8" (% células T) 27,12+066| 27,07+£1,05 | 26,78+0,89| 26,51+0,89
CD25 (% CD8) 86,41+0,44| 8581+040 | 8536+041| 86,03+0,71
VLA-4- LFA-1* (% CD25) 90,56 £0,34 | 90,24+0,34 | 89,89+0,36| 88,90+0,55
VLA-4* LFA-1* (% CD25) 3,07 £0,09 3,25+0,29 3,33:0,14 2,97 0,12
CD25" (% CD8) 1359+0,44 | 14,19+0,40 | 14,64+041| 13,97+0,71
VLA-4- LFA-1* (% CD25) 93,95+0,30| 94,07+0,30 | 93,63+055| 92,53+0,40
VLA-4* LFA-1* (% CD25) 2,54+0,16 2,50 0,12 2,66 0,20 2,51+0,20
VLA-4* (% CD8) 2,51 +0,08 2,47 £0,09 2,75+0,11 2,54 £0,08
LFA-1* (% CD8) 94,02+0,38| 9395+0,39 | 93,74+033| 92,27+047
B. 48 horas Concentracién de DHEAM)

Marcadores Celulares 0 0,1 1 10
CD3* (% linfocitos) 75,76 £054 | 7588+050 | 7586+061 | 76,08+0,58
CD8" (% células T) 27,200,228 | 27,45+034 | 27,150,026 | 26,75+0,46

CD25 (% CD8) 76,52 0,71 | 72,72+0,93* | 70,73+0,55* | 67,83 £2,95*
VLA-4- LFA-1* (% CD25) 84,17+0,42 | 8517+064 | 8510+051 | 83,64+0,77
VLA-4+ LFA-1* (% CD25) 0,83%0,11 0,97 £0,13 0,92+0,13 1,04 £0,08

CD25 (% CD8) 23,48+0,71 | 27,28 +0,93* | 29,27 +0,55* | 32,17 +2,95*
VLA-4- LFA-1* (% CD25) 94,17 +027 | 94,25+0,46 | 9393+052 | 93,42+0,98
VLA-4+ LFA-1* (% CD25) 0,81+0,12 0,94 +0,08 1,03£0,15 1,04 £0,06

VLA-4+ (% CD8) 1,01+0,11 1,16 £0,12 1,14 £0,15 1,23 £0,09

LFA-1* (% CD8) 87,40+044 | 8863+067 | 8868+059 | 87,96+0,88

Tabla 4: Resumen de la expresion denoléculas de adhesién y marcadores de
superficie en subpoblaciones de células T CD&iego de 21 (A) y 48 (B) horas de incubacion
con medio de cultivo control o con concentraciones crecientes de DHEA. Valores expresados
como porcentaje del cuadrante parental. n = @pguo. 2 réplicas. * p< 0.05 Mann Whitney U
Test.
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Resultados

Efecto del DHEA sobre la marcadores de células T CD8+
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Figura 24: El tratamiento con DHEA por 48 horas increment6 la expresion de CD25
en células T CD8. Expresion de CD25 en membrana de células T CD8+ determinada por
citometria de flujo luego de 21 (A) y 4Boras (C) de incubacion. Graficos de puntos
representativos de las citometrias de flujdatedistintos grupos para 21 (B) y 48 horas (D)
mostrando la intensidad de fluorescencia p@i@8 (ordenadas) y CD25 (absisas) y los
cuadrantes usados. Valores expresados comeem@aje del cuadrante parental. Las barras
representan la mediaBSM. n = 6. 2 réplicas. * p< 0.05, ** p < 0.005. Mann Whitney U Test.
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Resultados

Células de la Inmunidad Innata

La fraccién de macrofagos fue determiagubr la expresion de células F4/880
se observaron efectos del tratamiento con BH el nUmero de macréfagos ni su
expresion de moléculas de adhesion en &wpbs analizados (tabla 5). La fraccidon de
macrofagos incrementd significativamentéaa 48 horas de culd en relacion a los
niveles cuantificados a las 21 horas, miengy@s su expresion en superficie de VLA-4,
principal molécula de adhesion que dirigie migracion, se encontré disminuida al
comparar ambos puntos tempesa(tabla 5, figura 25. C).

Los monocitos y granulocitos, caractedaa por los marcadores de superficie
CD11b F4/80, no se vieron afectados por los tratamientos con DHEA a las 21 horas.
Sin embargo, a las 48 horas altas coneerdnes de DHEA (10 uM) disminuyeron la
frecuencia de estos fagocitos comparado @b@rcontrol, sin moficar los niveles de
expresion en membrana de las moléculagdtiesion estudiadas (tabla 5). Por otro lado,
la fraccion de células CD11k4/80 aumentaron luego de 48 horas de incubacion
comparado a incubaciones de 21 horas, tm@srmgue su expresion de VLA-4 y LFA-1
se vi6 disminuida en el mismo pedd de tiempo (tabla 5, figura 25. A).

La fraccion de células dendriticas, diferiedas por la expresn en superficie de
CD11c, no presentd diferencias entre tratamientos luego de 2% derincubacion,
mientras que luego de 48 horas tedtamiento con DHEA 10 pM indujo una
disminucién de esta fraccion celular conguir al control correspondiente. En estos
tiempos, la DHEA no afect6 la expresion de moléculas de adhesion. Al comparar los
diferentes tiempos, se observo una dismibnucie células dendriticas luego de 48 horas
de cultivo comparado a los tiubs de 21 horas, mientrasajla expresion de moléculas
de adhesion fue incrementadabla 5, figura 25. B).
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Resultados

Células de la Inmunidad Innata

A. 21 horas Concentracion de DHEAWM)
Marcadores Celulares 0 0,1 1 10
F4/80 (% leucocitos) 0,60 +0,07 0,62 +0,06 0,55 +0,05 0,55 +0,06
VLA-4* (% Macréfagos) 61,74+150 | 60,93+1,83 | 57,77+1,72 | 57,21+2,37
CD11br CD11C (% F4/80) 0,61 +0,06 0,63 +0,04 0,58 +0,05 0,57 +0,06
VLA-4+(% Fagocitos) 7540+0,59 | 77,34+1,04 | 7459+124 | 7355+1,25
LFA-1* (% Fagocitos) 22,44+1,83 | 22,88+1,37 | 2147+2,04 | 21,74+1,53
CD11c¢ CD11b (% F4/80) 1,55 +0,12 1,72 +£0,15 1,28 £0,11 1,57 +0,10
VLA-4* (% Células Dendriticas] 90,70+0,95 | 91,10+0,81 | 89,00+0,99 | 89,69+0,78
LFA-1* (% Células Dendriticas) 2,80 +0,30 2,46 £0,24 2,381 +0,23 3,02 +£0,29
B. 48 horas Concentracion de DHEAM)
Marcadores Celulares 0 0,1 1 10
F4/80 (% leucocitos) 0,84 +0,04 0,80 £0,07 0,76 £0,07 0,89 +£0,16
VLA-4+ (% Macréfagos) 32,19+2,44 | 30,30+2,83 | 31,40+2,16 | 27,03+1,58
CD11ly CD11C (% F4/80) 1,56 £ 0,06 1,50+0,10 1,42 +0,10 1,33 +£0,07*
VLA-4* (% Fagocitos) 73,73+1,42 | 73,10+1,09 | 71,40+1,11 | 70,85+1,48
LFA-1* (% Fagocitos) 19,08 +2,01 | 17,89+1,72 | 18,36+2,11 | 17,95+2,11
CD11c¢ CD11b (% F4/80) 1,16 £0,13 1,01 +0,08 0,94 +0,10 0,74 £0,12*
VLA-4* (% Células Dendriticas) 92,56 +0,54 | 92,34+056 | 92,11+0,23 | 92,42 +0,46
LFA-1* (% Células Dendriticas)) 5,22 +0,72 4,80 £0,63 5,27 +0,75 5,91 +0,32

Tabla 5: Resumen de la expresion denoléculas de adhesién y marcadores de
superficie en subpoblaciones de células de la inmunidad innalaego de 21 (A) y 48 (B)
horas de incubacién con medio de cultivo cdndreéon concentraciones crecientes de DHEA.
Valores expresados como porcentaje del cuaglfpatental. n = 6 por grupo. 2 réplicas. * p<
0.05 Mann Whitney U Test.
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Resultados

Efecto del DHEA sobre Células de la Inmunidad Innata

A. Mo, Granulocitos (CD11b*CD11C) y Células Dendriticas(CD11bCD11c")
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Figura 25: El tratamiento con DHEA por 48 horas disminuy0 la fraccion de Mo,
granulocitos y células dendriticas.Graficos de puntos e histogramas representativos de los
resultados obtenidos por citoniatde flujo de cultivos contt@ androgenizados por 48 horas.
(A) En la ordenada se muestra la intensifladrescencia para CD11lb y en la absisa para
CD11c. Intensidad de fluorescencia de LFA-1 émiablas) y VLA-4 (absisas) para granulocitos
y monocitos-Mo- (B.1), células dendriticas (B.2ngcrofagos (C.2). Histograma de frecuencia
para células incubadas con anéipo F4/80 (linea negra), que identifica macréfagos, y control
negativo (linea gris) (C.1). n = 6. 2 réplicas.
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Resultados

2.2. Ensayo de Proliferacion Celular

La proliferacién clonal es uno de los primeros procesos de la respuesta inmune
adaptativa, inducida por lagsentacién antigénigala activacion de clones especificos
(Mukherjee y col., 2005). Dado queDadEA indujo la expresion de IL2ZR marcador
de activacion que posee un rol clave empdaliferacion inducidgor IL2, resulté de
interés estudiar los efectos del andrégeno enasento. Para ello se realiz6 el ensayo
de incorporacién déetfi]-timidina en dos condiciones distintas:

- en ausencia de mitdogenosraavaluar si la DHEA afectper sela proliferacion

basal;

- en presencia de ConA, mitdgeno que aativdorma inespecifica la proliferacién de
linfocitos T simulando una presentacién gétiica por interaccién con el TCR, para

estudiar si la DHEA interfiere ezl proceso de activacion antigénica.

Los efectos del DHEA sobre la piferacion basal dependieron de la
concentracion de la hormona en el medioincubacion: a bajos niveles (0,1 uM) no
produjo efectos sobre la praifacién mientras que DHEA 1 uM la incrementé y 10 uM

la suprimio significativamente (figura 7. A).

En el caso de los cultivos estimuladms ConA, todas las concentraciones de la
hormona resultaron supresoras de la prifion, en mayor grado en el caso de DHEA
10 uM (figura 7. B).

El estudio del efecto de DHEA en laopferacion de célas T fue reportado
previamente en forma controvertida. A padir estos resultados surgio la necesidad de
estudiar los mecanismos que podrian regtaolucrados en la modulacion de la
proliferacion y de la activacion. Entre edjJmos propusimos estudiar la modulacion de

la sintesis de citoquinaks induccidon de apoptosysel estrés oxidativo.
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Resultados

Efecto del DHEA sobre la Proliferacion Linfocitaria
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Figura 26: El tratamiento con DHEA afectéen forma dual la proliferacion basal (A)
e inhibié la estimulada mitogénicamente (B).Los graficos muestran la radioactividad
intracelular resultado de la incorporacién dd]{timidina a la célula (UA respecto al control
basal) para cultivos celulares no estimuladosy(Astimulados (B) con ConA 1 uM. Las barras
representan la mediaBSM. n = 3. 2 réplicas. * p< 0.05, ** p < 0.005. Mann Whitney U Test.
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Resultados

2.3. Cuantificacién de Citoquinas en Medio de Cultivo

Las citoquinas son mediadores autdcripgmracrinos quenducen y determinan
la respuesta inmune (Abbas y col., 2008). Erasb de las células T, la secrecién de IL-
2 y expresion en membrana de sus receptorefialafinidad estiman la proliferacion
clonal. Por otro lado, el entorno de citoquinas determinard si la respuesta adaptativa sera
de tipo Thl, cuando durante |detenciacion esta presente IkNen el medio, o Th2,
en presencia de IL-4. Ensayips vivo mostraron que la androgenizacion con DHEA
aumenta la sintesis de citogas proinflamatorias (Thl) lp activacion de linfocitos T
CD4" plasmaticos. Se demostré ademas que la DHEA puede modular la proliferacion
linfocitaria y estimular la expresion en superficie del ILe2R vitro. Por estos motivos
se estudio si la DHEA es capaz de regulafoema directa la secrecidén de citoquinas
detectando, mediante un kit comercial de ELISA, IL-2, {FH-IL-4 en medios de

cultivo luego de 21 horas de incubacion.

La incubacion con DHEA no alteré enriiaa significativa la secrecion de las
citoquinas estudiadas (Fig 27). Solo encako de IL-4 se observd un leve y no

significativo incrementale la concentracion.
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Accién de la DHEA sobre la Secrecion de Citoquinas
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Figura 27: El tratamiento con DHEA no indujo en forma significativa la secrecion
de citoquinas.Los graficos muestran la concentrac&nmedio de cultivo condicionado de las
citoquinas IL-2 (A) IFNy y IL-4 luego de 21 horas de cultivo. Las barras representan la media
+ ESM. n = 7. Mann Whitney U Test. No sdbservaron diferencias significativas entre
tratamientos (p > 0.05)
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Resultados

2.4. Determinacion de la Viabilidad Celular

Como se explicé previamente, la activacién linfocitaria involucra cambios en los
patrones de expresion y acoion proteica que involuaraun aumento del IL-2R de
alta afinidad y de la IL-2 que llevan a lafifleracion clonal, y un estimulo a la sintesis
de proteinas antiapoptoticas como Bel-(Fainboim y Geffner, 2005). Asimismo,
numerosos reportes han aportado evidencias de efectos pro apoptéticos como anti
apoptéticos de la DHEA. Para estudiardasiones de esta hormona sobre la sobrevida

celular, se realiz6 un ensayo de anexin¥R-4uego de 4 y 21 horas de incubacion.

A las 4 horas no se observaron diferensignificativas entre cultivos controles y
androgenizados en la induccide apoptosis temprana o tardia, encontrandose la misma

proporcién de células vialddfigura 28. Ay B).

Dado que la induccién de apoptosisuasproceso que puede requerir mas tiempo,
como ser para la acumulacion de EROs @@ptosis por anergia linfocitaria, se repitio
el ensayo luego de 21 horas de inculdacBin embargo, nuevamente no se observaron
diferencias entre cultivos androgenizadogtmles en cuanto a la fraccion de células

viables y en diferentes estadtiesla apoptosis (figura 28. C y D).
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Efecto de la DHEA sobre la Viabilidad Celular
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Figura 28: El tratamiento con DHEA no afect6 la viabilidad celular.Los graficos
muestran el porcentaje de células viables (anexingdPJy con respecto al 100 % de células
viables en el grupo control para incubaciones por 4 (A) y 21 (C) horas. Graficos de puntos
representativos de las citometrias de flujdadedistintos grupos para 21 (B) y 48 horas (D)
mostrando la intensidad de fluorescencia payduro de propidio (ordenadas) y anexina V
(absisas) y los cuadrantes usados phratificar células viables (anexina YP), en apoptosis
temprana (anexina 'VYP) y en apoptosis tardia o necrosis (anexirfaY¥"). Las barras
representan la mediaBSM. n = 4. Mann Whitney U Test. No se observaron diferencias entre
los grupos.
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2.5. Determinacién de Parametros Relachados a las EROs, ERNs y Estrés

Oxidativo

Las especies reactivas del oxigeno se Viato implicadas en la regulacién de
procesos fisiolégicos en células inmunes. &mfios, se encuentran implicadas en los
procesos de migracion, como factores qaatractantes e inducts de la adhesion
celular, en la fagocitosis y la citotoxicilaSe observé que la administracion de DHEA
in vivo induce en el ovario uaumento del estrés oxidati y una redistribucién de
células inmunes mientras girevitro estimula la expresion de moléculas de adhesion.
Asimismo, las EROs y ERNs pueden actgamo intermediarios en las vias de
sefalizacion implicadas en desencadelaaractivacion o la apoptosis en células
linfoideas (Tripathi y col., 2004).

En consecuencia, se estudio el rol de la DHEA en la homeostasis de Oxido-
reduccion en leucocitos, determinando ermfm espectrofotométrica el contenido de
glutation (GSH) intracelulara actividad de la NOS por conversion de *Arginina a
*Citrulina y la peroxidacion lipidica porla técnica de TBARS en cultivos

androgenizados, en células incubadas por 4 horas.

Se observé que la incubacion con DHEMUjo un aumento en la actividad de la
NOS y consecuentemente de la produccion de NO (figura 29. B). Esto se correspondio
con una disminucién en el contenido de GSH (figura 29. A), dado que el mismo es
capaz de reaccionar con las ERNs al igualaqurelas EROs y neutralizarlas. Pese a los
efectos observados del androgeno sobrédmeostasis de 6xido reduccion celular,
estos no modificaron los nivelele peroxidacidtipidica (figura 29. C). Esto indicaria
qgue la DHEA modula la produccion de espscoxidantes en niveles que no resultan
toxicos para la célula y que podrian teneralren vias de sefiaizion intracelular.
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Modulacion de Parametros del Estrés Oxidativo por DHEA
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Figura 29: El tratamiento con DHEA alteré la homeostasis de 6xido reduccion
celular. Los graficos muestran los niveles de GSH intracelular (A), de actividad de la NOS (B)
y del indice de Peroxidacion Lipidica (C) luego de 4 horas de incubacion. Las barras
representan la mediaBSM. n = 5. * p< 0.05. Mann Whitney U Test.
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