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“Mecanismos moleculares involucrados en la activación de linfocitos T y su 
relación con procesos de androgenización incrementada” 

 

 

 

El síndrome del ovario poliquístico (SOP) es un desorden endocrino que afecta a 

mujeres en edad reproductiva, constituyendo una de las primeras causas de infertilidad 

por anovulación. Asimismo, los andrógenos promueven la acumulación abdominal de la 

adiposidad que se relaciona a insulino-resistencia e inflamación crónica sistémica. 

Tanto a nivel ovárico como sistémico existen evidencias de que el sistema inmune 

contribuiría a la patogénesis del SOP. Por ello en este trabajo se estudiaron alteraciones 

inmunes, metabólicas y endocrinas en un modelo murino de SOP por androgenización 

con dehidroepiandrosterona (DHEA). 

A nivel sistémico, se observó mayor peso corporal, insulino-resistencia y 

parámetros de inflamación crónica incrementados Los quistes ováricos mostraron una 

expresión alterada de moléculas de adhesión que coincidió con infiltración leucocitaria, 

daño tisular, incremento en el estrés oxidativo y disminución de la prostaglandina E2 

ovárica. In vitro, DHEA incrementó la expresión de moléculas de adhesión y 

marcadores de activación en leucocitos pero falló en estimular su proliferación y 

secreción de citoquinas. 

Estos resultados muestran que el sistema inmune colabora en los desórdenes 

ováricos y sistémicos inducidos en este modelo de SOP. DHEA promueve la activación 

leucocitaria in vitro pero no puede inducir por si misma una respuesta inflamatoria 

completa, resaltando la importancia del ambiente endócrino y metabólico en las 

alteraciones inmunes asociadas a SOP in vivo. 

 

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

leucocitos, trastornos metabólicos. 



 
     

  

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

 

 

 

Polycystic Ovary Syndrome (PCOS) is an endocrine disease that affects women in 

their reproductive age. It is one of the main causes of anovulatory sterility and is 

associated to abdominal fat distribution, which often leads to insulin resistance and 

chronic inflammation. Increasing evidence points that immune system could contribute 

to PCOS symptoms both at systemic and ovarian levels. Therefore, the aim of this study 

was to study the alterations on immune, metabolic and endocrine features induced by 

dehydroepiandrosterone (DHEA) administration as a murine model of PCOS. 

 The ovarian cysts showed an altered expression of adhesion molecules, that lead 

to increased leucocyte infiltration, tissue damage, oxidative stress and reduced levels of 

prostaglandin E2 in the ovary. Furthermore, the animals showed increased weight gain, 

insulin resistence and chronic inflammation markers. In vitro assays showed that DHEA 

per se stimulates the adhesion molecules and activation markers expression but fails to 

induce proliferation and cytokine production. 

Therefore, we conclude that immune system is involved both in the ovary and the 

systemic DHEA-induced alterations. DHEA itself promotes leucocytes activation but 

fails to elicit a complete inflammatory response, highlighting the role of the endocrine 

and metabolic environment in PCOS. 

 

 

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

metabolic features. 
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ABREVIATURAS 

 

4A: androstenediona. 

5αDHT: 5-α-dehidroxitestosterona. 

AMH: hormona antimulleriana. 

BMPs: factores de la médula ósea.  

CAMs: moléculas de adhesión celular. 

CD: células dendríticas. 

CG: capa de células de la granulosa.  

ConA: concanavalina A. 

COX: ciclooxigenasa. 

CPAs: células presentadoras de antígenos. 

CRP: proteína C reactiva. 

CSF-1: factor estimulador de colonias-1. 

DHEA: dehidroepiandrosterona. 

DHEAS: DHEA sulfato. 

E1: Estrona. 

E2: estradiol. 

ERNs: especies reactivas del nitrógeno. 

EROs: especies reactivas del oxígeno. 

FACs: Citometría de Flujo. 

FF: fluido folicular. 

FP: fluido peritoneal. 

FSH: hormona folículo estimulante. 

GDF-9: factor de crecimiento y diferenciación -9.  

GnRH: hormona liberadora de gonadotrofinas. 

GSH: glutatión. 

GSSG: glutatión oxidado. 

HLA-DR: antígeno leucocitario humano- DR 

HOMA-IR: modelo de valoración de la homeostasis de la insulino resistencia.  

ICAM-1: molécula de adhesión intracelular- 1. 

IFN-け: interferón –け. 
IGFs: factores de crecimiento insulínico. 

IL: interleuquina. 

IL-2R: receptor de interleuquina 2. 

LFA-1: molécula asociada a la función linfocitaria-1. 

LH: hormona luteinizante.  

MDA: malondialdehído. 
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MEC: matriz extracelular. 

MHCII: complejo mayor de histocompatibilidad de tipo II. 

NFkB: factor nuclear k B. 

NK: natural killer.  

NO: óxido nítrico. 

NOS: óxido nítrico sintasa. 

P: progesterona.  

P1 y P2: protocolo 1 y protocolo 2. 

PAMPs: patrones moleculares asociados a patógenos.  

PGs: prostaglandinas. 

RI: Resistencia a la Insulina. 

SHBG: proteína transportadora de esteroides sexuales. 

SOD: Superóxido dismutasa. 

SOP: Síndrome del Ovario Poliquístico. 

T: testosterona. 

TGF- く: factor de crecimiento tisular –く.  
Th: T helper. 

TLR: receptores de tipo Toll.  

TNF-α: factor de necrosis tumoral –α. 
VCAM-1: molécula de adhesión al endotelio vascular-1. 

VEGF: factor de crecimiento del endotelio vascular.  

VLA-4: very late antigen-4 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

1. Síndrome del Ovario Poliquístico        

 

1.1. Definición e información epidemiológica 

El Síndrome de Ovario Poliquístico (SOP) afecta entre el 10 y 12% de la 

población femenina, siendo la patología endócrina más común en mujeres en edad 

reproductiva  y la principal causa de infertilidad por anaovulación (Franks y col., 2008). 

La gran heterogeneidad de la síntomatología que acompaña al SOP condujo a distintos 

criterios diagnósticos. El más aceptado en la actualidad fue definido en la reunión de 

Rotterdamm (ESHRE-ASRM Workshop, 2003) como la presencia de 2 de los 

siguientes desórdenes reproductivos, luego de la exclusión de otras afecciones: 

- oligo-anovulación; 

- hiperandrogenismo clínico ó bioquímico; 

- ovarios poliquísticos.  

Esta clasificación da lugar a distintas manifestaciones del SOP que son altamente 

relevantes para determinar una terapia clínica adecuada. Con tal fin, se han definido 4 

fenotipos distintos de SOP (revisados por Motta, 2010) donde el más frecuente 

(observado en más del 90% de las mujeres SOP) presenta en forma conjunta 

hiperandrogenismo, anovulación y ovarios poliquísticos. Esta es la forma más severa de 

SOP y se encuentra habitualmente asociado a obesidad, resistencia a la insulina y riesgo 

cardiovascular aumentado. En los últimos años este síndrome ha sido considerado como 

una patología pre-diabética, por lo cual su diagnóstico y tratamiento precoz posee 

importantes funciones preventivas. 

 

1.2. Hipótesis sobre el Origen de la enfermedad quística  

El hiperandrogenismo ha sido identificado como el carácter central en SOP, no 

obstante su etiología aún no ha sido dilucidada. Estudios epidemiológicos han 

demostrado un fuerte componente familiar que podría implicar la asociación de 

componentes genómicos. Sin embargo su forma de herencia no ha sido esclarecida, la 

penetrancia es incompleta indicando también efectos ambientales (Xita y col., 2002) y 
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los esfuerzos por encontrar polimorfismos en genes candidatos han tenido poco éxito, 

observándose solo cierto grado de asociación en genes relacionados a la biosíntesis de 

esteroides y al metabolismo de la insulina (Diamanti-Kandarakis y col. (a), 2006).  

Asimismo, en los últimos años evidencias provenientes de modelos animales y 

estudios retrospectivos sugieren que durante la vida prenatal se podrían desencadenar 

fenómenos epigenéticos que afectarían el desarrollo de los sistemas endócrino y 

metabólico. Entre los factores desencadenantes se ha sugerido la exposición prenatal a 

andrógenos, que en modelos experimentales (Abbott y col., 2005) induce (i) inhibición 

de la retroalimentación negativa de la hormona luteinizante (LH) produciendo su 

anormal acumulación, (ii) distribución central de la adiposidad que estimula la 

resistencia a insulina, (iii) hiperandrogenismo y quistes en los ovarios, mimetizando la 

sintomatología SOP. En humanos, la exposición a andrógenos durante el desarrollo 

intrauterino provendría de alteraciones a nivel endócrino o génico maternas o fetales 

(Abbott y col., 2002). Más aún, el bajo peso al nacer junto con los polimorfismos antes 

mencionados se ha visto asociado a una distribución abdominal de la grasa corporal e 

insulino resistencia en niñas, desarrollo puberal precoz y presencia de SOP en la vida 

postpuberal (De Zheger e Ibañez, 2005; Ibañez y col., 2006). Sin embargo, el 

mecanismo intrauterino que resulta en bajo peso al nacer y SOP no ha sido aún 

establecido y sus causas son actualmente el eje de numerosas investigaciones que 

aportarán nuevas claves para entender el origen del SOP. 

 

1.3. Modelos de Estudio 

Numerosos trabajos han investigado las alteraciones no solo en la fertilidad sino 

también en el metabolismo de mujeres SOP dados la estrecha relación entre ambos 

desórdenes y que el síndrome está asociado con riesgos para la salud a largo plazo 

(inflamación crónica, diabetes, enfermedad cardiovascular) (Diamanti-Kandarakis y col. 

(b), 2006). Debido a las limitaciones de los estudios en humanos, se han diseñado una 

variedad de modelos en diversas especies animales, que logran reproducir distintos 

aspectos de la compleja sintomatología de este síndrome. Entre los modelos murinos 

más usados, se encuentran la administración prenatal de andrógenos (revisados por 
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Abbot y col., 2005) o estrógenos (Deshpande y col., 2000), o postnatal de andrógenos 

(Knudsen y Mahesh, 1975; Edwards, 1971; Lee y col., 1991; Luchetti y col., 2004).  

En el presente trabajo de investigación se ha usado un modelo murino de 

androgenización con dehidroepiandrosterona (DHEA) durante el período peripuberal. 

La DHEA es una hormona, considerada por algunos como pro-hormona (Abbott y col., 

2002), que en mujeres es sintetizada principalmente por las glándulas adrenales y 

ovarios. En mujeres, la DHEA sulfato (DHEAS), principal forma plasmática de la 

DHEA, es el andrógeno más abundante en circulación y en el fluido folicular (Bonzer y 

col., 2000). De acuerdo a los requerimientos locales diversos tipos celulares, como ser 

células del tejido adiposo y muscular, de la piel, del sistema inmune e involucradas en el 

metabolismo de la insulina y glucosa (Casson y col., 1993; Labrie y col., 2005) pueden 

metabolizarla para formar andrógenos o estrógenos. 

Durante la niñez, el incremento de DHEA y otros andrógenos adrenales señala la 

adrenarca, momento en el que la glándula adrenal completa su maduración. La 

adrenarca precoz y consecuente exposición temprana a la DHEA (Leung y Robson, 

2008) está asociada con la aparición temprana de la pubarca, que a su vez promovería el 

desarrollo de SOP en la vida post puberal (Ibañez y col., 2000; Abbott y col., 2002; 

Ibañez y col., 2002; Hanh y col., 2005). Estos resultados le conferirían un rol 

significativo a la DHEA en inducir el hiperandrogenismo ovárico, la resistencia a la 

insulina y la formación de quistes ováricos (Ibañez y col., 2002; Shayya y Chang, 2010). 

El modelo de androgenización con DHEA tiene su origen en 1962, cuando 

Mahesh y Greenblatt, lograron aislar DHEA del tejido ovárico de mujeres con 

poliquistosis ovárica y observaron que al administrarlo a ratas inmaduras se inducía la 

formación de quistes ováricos y arresto del ciclo reproductivo (Roy y col., 1962). 

Subsecuentes estudios avalaron este modelo (Lee, 1991; Anderson y col., 1992; Lee, 

1998; Henmi y col., 2001; Honnma y col., 2006) y lo señalaron como adecuado para el 

estudio de la patología quística. En particular, caracterizaron minuciosamente los 

perfiles hormonales y la morfología ovárica en animales androgenizados, aportando al 

mismo tiempo evidencias claves para entender la regulación de la esteroidogénesis 

ovárica (Drummond, 2006). En nuestro laboratorio se adaptó el modelo de 
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androgenización con DHEA para su uso en ratones (Luchetti y col., 2004), más 

adecuado para el estudio de componentes inmunes en la patología.  

 

2. Ciclo Reproductivo Femenino 

Los ovarios son el principal órgano funcional del sistema reproductivo femenino, 

con dos roles fundamentales: (i) promover la diferenciación, maduración y liberación de 

oocitos contenidos en los folículos para su fertilización y (ii) sintetizar y secretar 

hormonas que son esenciales para el desarrollo folicular y el mantenimiento del tracto 

reproductivo y sus funciones (Barnett y col., 2006). En la mayoría de los mamíferos 

placentarios hembras la secreción de hormonas hipofisarias y ováricas, la maduración 

de oocitos y el desarrollo del endometrio se producen en forma cíclica. Estos ciclos 

poseen en mujeres una duración mensual, por lo cual se los denomina ciclos 

menstruales, mientras que en ratones la duración es de entre 96 y 108 horas y, al igual 

que en otras especies, son llamados ciclo estral.  

   

2.1. Desarrollo Folicular  

El desarrollo folicular comienza durante la vida fetal, cuando las células 

germinales primordiales migran a las gónadas, proliferan y se diferencian para formar 

un pool finito de oocitos bajo el estímulo de factores liberados por las células somáticas 

de la gónada (Pesce y col., 2002; Richards y col., 1999). De este modo, durante la etapa 

perinatal se forman los folículos primordiales constituídos por un oocito, que entra en 

meiosis y queda arrestado en profase I. Estos folículos (figura 1.A) son recubiertos por 

un epitelio plano, que eventualmente se convertirá en las células de la granulosa, y una 

membrana basal (Drummond, 2006; Richards y Pangas, 2010) y se ubican en regiones 

avasculares de la corteza ovárica, manteniendo un arresto en el crecimiento hasta el 

momento en que sean reclutados. El desarrollo gonadal continúa, completándose la 

diferenciación de los ovarios y formando el oviducto y útero en respuesta a vías de 

señalización específicas (Parma y col., 2006; Tomizuka y col., 2008). 

A partir de la etapa puberal, se produce en foma cíclica el reclutamiento de 

folículos para comenzar la maduración. En un primer paso, una serie de folículos 
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primordiarles se diferencian a folículos primarios. En este proceso, el oocito desarrolla 

la zona pelúcida y aumenta su tamaño al mismo tiempo que las células escamosas de la 

granulosa se transforman a células cuboidales (figura 1.B y C).  

En un segundo paso, se forma el folículo secundario (figura 1.D). Las células de 

la granulosa proliferan, formando múltiples capas (Hirshfield, 1991) mientras que 

sintetizan numerosos factores, tales como la activina, los factores de la médula ósea 

(BMPs), de crecimiento tisular (TGF)-く y de crecimiento y diferenciación (GDF)-9. 

Asimismo, células del estroma ovárico, posiblemente de tipo fibroblástico, son 

reclutadas para formar una capa rodeando la membrana basal que se diferencian luego a 

células de la teca (Erickson y col., 1985). Estos primeros estadíos de desarrollo son 

independientes de las hormonas plasmáticas debido a la baja vascularización de los 

folículos y su escasa expresión de receptores para gonadotrofinas. Durante este estadío 

las células de la teca proliferan y comienzan a diferenciarse, induciendo la expresión del 

receptor de hormona luteinizante (LH), de enzimas esteroidogénicas y del factor de 

crecimiento del endotelio vascular (VEGF) que promueve la angiogénesis en esta capa 

de células (Maisonpierre y col., 1997; Taylor y col., 2004).  

El folículo terciario (figura 1.D) es caracterizado por la aparición de pequeños 

espacios que contienen fluido folicular y eventualmente la formación de una única 

cavidad antral. El fluido folicular está constituído por agua, electrolitos, proteínas 

séricas y altas concentraciones de hormonas esteroideas y factores secretados por las 

células foliculares (Hirshfield, 1991; Young y McNeilly, 2010). La capa de la granulosa 

completa su desarrollo, expresando receptores para la hormona folículo estimulante 

(FSH), estradiol (E2) y testosterona (T) y la capa de células de la teca presenta una 

vasculatura altamente diferenciada y expresa receptores de LH.  

En esta etapa, la mayoría de los folículos entrarán en atresia, mientras que entre 

un folículo y una pequeña cohorte de los mismos (dependiendo del número de oocitos a 

ser ovulados) seleccionados como dominantes sobrevivirán por la influencia de FSH, 

para formar folículos preovulatorios (Hirshfield, 1991). Estos folículos son los únicos 

capaces de liberar al oocito por estímulo de LH (McGee y Hsueh, 2000). Durante la 

ovulación, la membrana basal del folículo se rompe y el oocito es liberado. La 

remodelación del tejido para permitir la ruptura folicular, así como la posterior 
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formación del cuerpo lúteo, es característica de una reacción inmunitaria aguda, por lo 

cual muchos mediadores inflamatorios se encuentran elevados durante este proceso 

(Bukulmez y Arici, 2000). Finalmente, las células de la teca y granulosa que atraviesan 

un proceso de luteinización para dar lugar a la formación del cuerpo lúteo (Sander y col., 

2008).  

 

 

 

Figura 1: Desarrollo de los folículos ováricos. Las microfotografías muestran la 
apariencia histológica y principales estructuras del ovario (F) y folículos en desarrollo (A-E). 
Los folículos primordiales (A) presentan el oocito rodeado por una capa de células de la 
granulosa escamosas (squamous GC) que se transforman en células cuboidales (cuboidal GC) 
en la transición (B) para formar el folículo primario (C). Los folículos secundarios (D) 
presentan varias capas de células de la granulosa (GC) rodeadas externamente por células de la 
teca en desarrollo. Los folículos terciarios (E) presentan además el antro (Antrum) que contiene 
fluido folicular. La foto del ovario (F) muestra un folículo preovulatorio (preovulatory follicle) 
con sus componentes detallados y varios cuerpos lúteos (A-E adaptado de Maciel y col., 2004; F 
adaptado de Richards y Pangas, 2010).  

 

Es importante destacar que los procesos de crecimiento y maduración folicular y 

ovulación dependen altamente del ambiente. Esto es, que los estímulos endócrinos, 

parácrinos y autócrinos poseen un rol primordial en guiar un desarrollo adecuado. De 

esta manera, factores plasmáticos como las hormonas hipofisarias y la insulina se 

combinarán en delicado equilibrio con factores liberados por las células del tejido 

Folículos primarios 
Teca 

CG 
Antro  

Células del Cúmulo 
Oocito 
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ovárico. Entre ellas, el propio oocito, las células de la granulosa, teca, del endotelio y 

leucocitos asociados a los folículos participan activamente en la síntesis de una 

compleja red de mediadores tales como hormonas, prostaglandinas (PGs), citoquinas y 

especies reactivas del oxígeno (EROs) y del nitrógeno (ERNs) (Barnett y col., 2006). 

Estos factores requieren de una fina sincronización temporo espacial para promover en 

forma adecuada procesos tales como el reclutamiento, maduración, selección o atresia 

folicular, ovulación y formación o regresión del cuerpo lúteo (Motta y col., 1999; 2001).  

 

Foliculogénesis en SOP  

Las primeras evidencias de la existencia de un desarrollo folicular alterado en 

SOP datan de 1982, cuando Hughesdon observó un aumento en el número de folículos 

primarios, secundarios y terciarios en ovarios poliquísticos comparados a ovarios 

normales. Estudios subsecuentes (Hovatta y col., 1999; Wright y col., 1999; Maciel y 

col., 2004) confirmaron estos resultados mostrando que la proporción de folículos que 

comienzan el crecimiento en SOP es mayor y por lo tanto menor la proporción de 

folículos que permanecen arrestados como folículos primordiales (Franks y col., 2008), 

marcando una foliculogénesis alterada desde estadíos tempranos de desarrollo.   

Para explicar estos desbalances, se propusieron mecanismos tales como efectos 

sobre la atresia folicular (Webber y col., 2007) y aumento en la proliferación de las 

células de la granulosa (Stubbs y col., 2007) en los que estarían implicados una baja 

expresión de AMH (Stubbs y col., 2005), los IGFs y los mismos andrógenos. Más aún, 

se observó una desregulación en la expresión de genes involucrados en la señalización 

Wnt y en la formación de la matriz extracelular (Jansen y col., 2004). Estos estudios 

mostraron además importantes similitudes en la expresión génica de ovarios 

poliquísticos de mujeres transexuales sometidas a tratamiento androgenizante y en 

ovarios de mujeres SOP (Jansen y col., 2004). Estos resultados enfatizan la validez de 

los modelos de androgenización postnatal, como el usado en este trabajo, para estudiar 

los mecanismos involucrados en la patología ovárica.  

Por otro lado, existe evidencia controvertida acerca de si la atresia en folículos en 

desarrollo se encuentra alterada en SOP (Maciel y col., 2004; Webber y col., 2007). Sin 

embargo, la misma formación de quistes involucraría cambios en los programas de 
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desarrollo de folículos que normalmente entrarían en atresia. En humanos la formación 

de quistes ováricos puede ocurrir fisiológicamente por la falla en la liberación del oocito 

del folículo preovulatario, que es reabsorbido luego de algunos ciclos. En el caso de 

SOP, ambos ovarios presentan numerosos (12 ó más) folículos antrales localizados en la 

corteza. Estos, así como el aumento del tejido estromal le confieren a los ovarios un 

tamaño mayor (van Hooff y col., 2000). La estructura de estos folículos se encuentra 

degenerada, presentado un arresto del  crecimiento promediando el desarrollo antral 

para dar lugar a la formación de quistes (Franks y col., 2008). Dada la falla en el 

mecanismo de selección de un folículo dominante, estos folículos no llegan a ovular y 

continúan acumulando fluido folicular que resulta en la expansión del antro. En 

consecuencia, la capa de células de la granulosa se vuelve progresivamente degenerativa 

dando lugar a una fina pared (Shayya y Chang, 2010). Pese a su bajo número, las 

células de la granulosa remanentes tienen un alto potencial esteroidogénico comparado 

al de células de la granulosa de mujeres normales (Chang y col., 1983, Franks y col., 

2008). Eventualmente, el folículo quístico es depletado completamente de células de la 

granulosa, la pared del folículo se rompe, comenzando la atresia y degenerándose 

rápidamente (Shayya y Chang, 2010).  

Fisiológicamente se considera que una vez que el folículo es activado existen dos 

destinos posibles: de ser seleccionado como dominante, continuará su desarrollo hasta 

la ovulación; de no serlo, será programado para su degradación y reabsorción por un 

proceso llamado atresia. En el contexto de la poliquistosis ovárica, Anderson y col. 

(1997a) han propuesto un tercer destino posible, en el cual una población de folículos 

no dominantes podría escapar de la atresia y ser programado para entrar en cistogénesis. 

Los cambios involucrados en la cistogénesis serían equivalentes a una atresia 

“atenuada”.  

Los animales androgenizados con DHEA mostraron la formación de quistes 

foliculares en los ovarios con la capa de células de la granulosa disminuída (Lee y col., 

1991; Luchetti y col., 2004). Estudios cinéticos de la formación de los quistes indicarían 

que la reanudación de la meiosis podría ser un punto clave en la determinación del 

destino del folículo (Anderson y col., 1997a). Como se mencionó previamente, tanto la 
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ovulación como la cistogénesis implica remodelación de tejido (Bukulmez y Airci, 

2000; Jansen y col., 2004). En los folículos ováricos de animales sometidos al modelo 

de androgenización con DHEA la expresión de las metaloproteinasas MMP2 y MT1-

MMP, fisiológicamente involucradas en la ovulación, regresión del cuerpo luteo y 

apoptosis, se encontraron alteradas (Henmi y col., 2001; Honnma y col., 2006). 

Asimismo, se observó que la remodelación asociada a la cistogénesis involucra la 

degeneración de la capa de células de la granulosa por inducción de la apoptosis 

mediada por la vía FASL/FAS/Caspasa8.  

   

2.2. Esteroidogénesis en el Ovario 

En el ovario los esteroides sexuales: progestinas, estrógenos y andrógenos, son 

producidos de novo a partir del colesterol por las células foliculares mediante un 

mecanismo secuencial en el que cada producto es el substrato del siguiente esteroide en 

la vía. La inducción de la expresión de las enzimas que catalizan la esteroidogénesis 

acompaña la maduración de los folículos.  

La esteroidogénesis en los folículos antrales y preovulatorios, de mayor actividad 

biosintética, fue descripta en el modelo “dos células, dos gonadotrofinas” (Armstrong y 

col., 1979; Hillier y col., 1994). El nombre se refiere 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 exclusiva, y las enzimas esteroidogénicas en forma 

incompleta, haciendo imprescindible la cooperación entre ambos tipos celulares para 

sintetizar estradiol, producto final de la vía (figura 2). Brevemente, la enzima P450c17, 

fundamental para la síntesis de andrógenos, se encuentra únicamente en  las células de 

la teca y su actividad es estimulada por LH así como por insulina e IGF-I. Los 

andrógenos formados difunden y en las células de la granulosa son transformados a 

estrógenos mediante enzimas aromatasas estimuladas por FSH, que no se encuentran en 

las células de la teca. 
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Figura 2. Síntesis de esteroides sexuales en los folículos ováricos antrales explicada 
de acuerdo al modelo  “dos células dos gonadotrofinas”. LH, al igual que insulina e IGF-I, 
uniéndose a su receptor en las células de la teca estimula la síntesis de andrógenos que difunden 
a través de la lámina basal (LB) y llegan a las células de la granulosa. FSH estimula la actividad 
de aromatasa, que convierte los andrógenos en estrógenos (modificado de Armstrong y col., 
1979). 

 

 

Alteraciones de la esteroidogénesis ovárica en SOP  

Las principales alteraciones endócrinas en SOP son elevados niveles de LH y de 

andrógenos (Franks, 1995; Hahn y col., 2005). En el ciclo reproductivo normal, la 

secreción hipofisaria de LH y FSH es regulada negativamente por estradiol y 

progesterona y por la inhibinas, respectivamente, producidas por el ovario. De este 

modo, en mujeres SOP anaovulatorias la falta de esteroides gonadales producidos en 

forma cíclica impide de la regulación negativa en la síntesis de LH, colaborando así en 

sus altos niveles. Sin embargo, no sería el único motivo, dado que mujeres SOP con 

ciclo ovárico muestran también elevados, aunque menores, niveles de LH (Adams y col., 

1986; Franks, 1995). Se han propuesto fallas en el mecanismo de retroalimentación 

negativa de la progesterona, inducidas por los elevados niveles de andrógenos (Pastor y 

col., 1998; Eagleson y col., 2000), alteraciones en la inhibición de GnRH (Chhabra y 

col., 2005), y mecanismos genómicos o epigenéticos (Zhu y col., 2010). Por otro lado, 

otros estudios atribuyen un rol central en la desregulación hipotálamo-hipofisaria a 
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factores metabólicos, vinculando por ejemplo la obesidad o resistencia a la insulina con 

la anaovulación 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 de inhibina, su regulador negativo, se 

encuentran aumentados y correlacionan con los niveles de androstenediona (Pigny y 

col., 1997, 2000). Este incremento de las inhibinas en SOP, podría promover a su vez la 

producción de andrógenos por las células de la teca en una regulación 

autócrina/parácrina.  

El hiperandrogenismo, resultado de una esteroidogénesis alterada, es la alteración 

más frecuente en pacientes SOP (Franks, 1995) y se manifiesta clinicamente como 

hirsutismo, acné y alopecia. La secreción de andrógenos presenta un mayor incremento 

en mujeres poliquísticas con anaovulación que en aquellas con ciclos regulares (Franks 

y col., 2008). Este exceso de andrógenos circulantes proviene principalmente del ovario, 

si bien la glándula adrenal también puede contribuir con la secreción de dichas 

hormonas (Shayya y Chang, 2010). Las causas del hiperandrogenismo aún no han sido 

esclarecidas, pero probablemente sean heterogéneas. Estudios retrospectivos y en 

modelos animales señalan fenómenos epigenéticos (De Zheger e Ibañez, 2005; Abbott y 

col., 2006) y una fuerte relación con la obesidad e hiperinsulinemia. A nivel ovárico, la 

insulina, IGFs y LH estimulan la actividad de la P450c17 al mismo tiempo que inducen 

la proliferación de células de la teca. De este modo contribuyen a la hiperplasia de las 

células de la teca encontrada en los quistes de mujeres con SOP, que conlleva una 

mayor liberación de andrógenos (Arlt y col., 2001). Estudios realizados in vivo e in vitro, 

muestran que las células de la teca, además de un sobreestímulo a la esteroidogénesis y 

elevados niveles de enzimas, presentan una alteración intrínseca de su actividad 

(Gilling-Smith y col., 1994).  

Como se resume en la tabla 1, en el modelo de androgenización con DHEA, se 

observaron niveles incrementados de los andrógenos T, androstenediona (4A) y 5-α-

dehidroxitestosterona (5αDHT) tanto en suero como en fluído folicular, y estos niveles 

fueron mayores en animales que desarrollaron quistes que en aquellos con ovarios 

normales (Lee y col., 1991). Los altos niveles de andrógenos serían fundamentales para 
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mantener la sintomatología quística, dado que de discontinuarse la administración de 

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

Los niveles séricos de DHEA fueron al menos una orden mayor que las restantes 

hormonas, mostrando que solo una porción de la DHEA administrada es usada como 

sustrato esteroidogénico. Estudios in vitro e in vivo mostraron además un aumento en la 

esteroidogénesis que se relacionó con mayor desarrollo del retículo endoplasmático liso 

de células de la granulosa (Anderson y col., 1992). Asimismo, es probable que los 

efectos de la administración de la DHEA resulten de la acción conjunta de esta hormona 

y sus metabolitos, ya que tratamientos con distintos tipos de andrógenos resproducen en 

forma similar la morfología quística (Manneras y col., 2007). 

 

A. Hormonas Hipofisarias LH FSH PRL 

Suero ++ - +/- 

Fluido Folicular ++ ++ ++ 

  

B. Hormonas 
Sexuales 

Andrógenos Estrógenos 
P 

4A T 5α-DHT DHEA E1 E2 

Suero ++ ++ ++ +++ +/- + +/- 

Fluido Folicular + + +  + + ++ 

 

Tabla 1. Niveles hormonales en animales tratados con DHEA. Las tablas resumen los 
niveles séricos de las hormonas LH, FSH, prolactina (PRL), 4A, T, 5α−DHT, DHEA, estrona 
(E1), E2 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 ovárica, “+” un 
aumento leve a moderado, “++” un aumento menor a 20 veces los niveles controles y “+++” un 
aumento mayor a 20 veces (a partir de resultados reportados por Lee y col. (1991) y Anderson y 
col. (1997)). 

Finalmente, pese a que la DHEA indujo en forma moderada los niveles de E2, fue 

esta la hormona que mejor predijo los procesos fisiológicos de ovulación y cistogénesis, 

siendo mayor en animales que formaron quistes en ausencia de ovulación.  
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Estos resultados indican que la hiperandrogenización con DHEA afecta el 

equilibrio endócrino de manera comparable al SOP (Anderson y col., 1997).  

 

3. Alteraciones Metabólicas en SOP  

Como se mencionó previamente, el SOP no constituye solo un problema en la 

salud reproductiva sino que también está asociado a alteraciones metabólicas como 

obesidad, resistencia a la insulina y dislipidemia, que resultan en mayor riesgo de 

desarrollar enfermedad cardiovascular (Magnotti y Futterweit, 2007). 

El sobrepeso u obesidad afecta al menos al 30% de las mujeres SOP, alcanzando 

este porcentaje el 75% en países como Estados Unidos de América, donde la incidencia 

de SOP acompaña el aumento en la obesidad en esta población durante las últimas 

décadas (Ehrmann, 2005). El aumento de los niveles circulantes de insulina se 

encuentra también entre las alteraciones más comunes en mujeres poliquísticas (Hahn y 

col., 2005) y es el resultado de la resistencia periférica a insulina (RI), que puede verse 

acompañado por intolerancia a la glucosa (Bergh y col., 1993) aún en mujeres delgadas 

con SOP (Yilmaz y col., 2005; Gonzalez y col., 2006). De este modo, además de los 

factores ambientales que regulan los niveles de insulina (adiposidad abdominal, 

ejercicio físico, etc) se han propuesto que el SOP podría estar asociado a polimorfismos 

en genes relacionados con la secreción de insulina y con la vía de señalización de la 

misma (Escobar-Morreale y San Millán, 2007; Abbott y col., 2002). 

Dado que solo una proporción de mujeres obesas o IR desarrollan el síndrome 

(Martinez-Bermejo y col., 2007), estos factores no explican por sí mismos los síntomas 

del SOP y, como se explicó previamente, un desorden primario en la síntesis de 

andrógenos sería fundamental (Escobar-Morreale y San Millán, 2007). En rasgos 

generales, la obesidad y la RI inducirían una manifestación más severa de la 

sintomatología SOP, promoviendo el hiperandrogenismo, la infertilidad, el riesgo de 

desarrollar Síndrome Metabólico y enfermedad cardiovascular (Martinez-Bermejo y 

col., 2007). De este modo, en mujeres SOP obesas la pérdida de peso ha inducido el 

restablecimiento de la ovulación entre el 30- 50% de las pacientes (Moran y col., 2006) 

y en aquellas RI (Gambineri y col., 2002; Lord y col., 2003) y en menor medida en 

pacientes normo-insulínicas (Ibanez y col., 2002; Tan y col., 2007) el tratamiento con 
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insulino sensibilizantes (acompañado de pérdida de peso en mujeres obesas) lleva 

también a una importante mejoría de los desórdenes reproductivos. 

Estas observaciones estarían relacionadas a que el tejido adiposo, por medio de la 

secreción de hormonas y adipoquinas, puede afectar la función ovárica. Por ejemplo, la 

leptina afecta la esteroidogénesis y los procesos de dominancia y maduración folicular a 

nivel del ovario (Duggal y col., 2000; Vrbikova y Hainer, 2009) y facilita la liberación 

de GnRH y LH a nivel hipotalámico e hipofisario (Yu y col., 1997), entre otros 

mecanismos.  

Más aún la obesidad y acumulación central de la adiposidad es una de las 

principales causas de RI. La insulina promueve la síntesis de andrógenos por parte de 

las células de la teca, por lo cual la hiperinsulinemia contribuiría al hiperandrogenismo 

(Kirschner y col., 1990; Gambineri y col., 2002). Los IGFs y sus proteínas 

transportadoras que se encuentran involucrados en la estereidogénesis y folículogenesis 

están también alterados en SOP colaborando así en la disfuncionalidad de estos 

procesos (Amato y col., 1999; Spicer, 2004).  

Asimismo, se han descriptos otros mecanismos por los cuales la obesidad y RI 

colaboran con el hiperandrogenismo, tales como la reducción de la proteína 

transportadora de esteroides sexuales (SHBG) (Pasquali y col., 1990; Pasquali, 2006), 

que conduce a un aumento de la fracción de andrógenos bioactivos. 

Finalmente, numerosos trabajos han estudiado los mecanismos que vinculan al 

SOP con la obesidad y RI. No se han encontrado hasta el momento causas por las cuales 

el SOP predisponga a la obesidad (Ehrmann, 2005), sin embargo se ha observado que 

los andrógenos pueden afectar el patrón de distribución de grasas corporales, 

promoviendo la acumulación del tejido adiposo en la zona abdominal (Bjorntorp, 1996; 

Elbers y col., 2003; Martinez-Bermejo, 2007). Como se explicó previamente, la 

adiposidad abdominal, probablemente debido a la secreción más activa de hormonas y 

adipoquinas, promueve el desarrollo de la resistencia a la insulina (Gambineri y col., 

2002; Pasquali, 2006). En particular, la secreción de TNF-α por el tejido graso visceral 

(Hotamisligil y col., 1993) afecta la sensibilidad a insulina en tejidos diana y la 

funcionalidad de las células Β del páncreas (Bloomgarden, 2003), promoviendo la 

resistencia a la insulina. 
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Estas evidencias indican que no solo el tejido graso y la hiperinsulinemia 

contribuirían al hiperandrogenismo, sino que también los elevados niveles de 

andrógenos propiciarían la adiposidad central y RI, retroalimentándose de este modo las 

disfunciones endócrino-reproductivas y métabólicas 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 que la participación de leucocitos en 

respuestas inmunes a patógenos es solo una de sus muchas funciones ya que también 

participan en numerosos procesos fisiológicos con el fin de mantener la homeostasis 

(Fidler y col., 1980; Bukovsky y Caudle, 2008). Durante las últimas décadas, la 

contribución del sistema inmune a la regulación de la proliferación, diferenciación y 

senescencia de tejidos epiteliales, parenquimales y musculares ha ganado relevancia 

(Barrett y col., 1992; Bukovsky y col., 2000). De este modo se ha observado que la 

inflamación no es solamente la respuesta aguda a una lesión o infección, sino que 

también es una respuesta a la remoción de células. En este caso las respuestas 

inflamatorias no son desencadenadas solo por estímulos exógenos, sino también por 

estímulos endógenos como los productos de deshecho de la apoptosis o necrosis.  

Los desórdenes metabólicos y reproductivos en SOP se han visto estrechamente 

ligados a alteraciones del sistema inmune a nivel sistémico, en forma de inflamación 

crónica (Diamanti-Kandarakis y col. (b), 2006), y a nivel del ovario, presentando 

alteraciones en las células infiltrantes y expresión de moléculas de adhesión (Gallineli y 

col., 2003).  

La respuesta inmune se desencadena por el reconocimiento de un antígeno, sea 

endógeno o exógeno, por lo cual los mecanismos involucrados en el mantenimiento de 

la homeostasis tisular son equivalentes a los de la respuesta a patógenos (Bukovsky y 

Caudle, 2008). Este reconocimiento se produce con diversa especificidad por receptores 

en células inmunes. Las células del sistema innato, tales como series las granulocíticas, 

macrófagos, monocitos, células dendríticas (CD) y natural killer (NK) poseen 

receptores, como los de tipo Toll (TLR), que permiten reconocer en forma poco 
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específica patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPS) (Abbas y col., 2008). 

En respuesta se inducen mecanismos que, dependiendo de las características de la célula 

activada y de la activación, involucran secreción de citoquinas, de gránulos citolíticos, 

cambios en la expresión de moléculas de adhesión e inducción de la fagocitosis, entre 

otros. En las CD y otras células presentadoras de antígenos (CPA) se induce la 

maduración, que promoverá la presentación del antígeno, unido al complejo mayor de 

histocompatibilidad de tipo II (MHCII), y una adecuada coestimulación a los linfocitos 

B y T (West y col., 2004).   

Las características de la presentación antigénica a células CD4+ en cuanto al 

ambiente de citoquinas y moléculas expresadas por la CPA, serán claves para definir el 

destino de la respuesta inflamatoria (Mukherjee y col., 2005). De esta manera, células 

CD4+ activadas en un perfil tipo Th1, conducirán a la activación de células CD8+ y a 

una respuesta adaptativa de tipo celular, mientras que un perfil tipo Th2 llevará a la 

activación de Linfocitos B y a una respuesta de tipo humoral por secreción de 

anticuerpos (Abbas y col., 2008).  

En linfocitos T, la activación inducida por la presentación antigénica desencadena 

la secreción de IL-2 y la presentación en membrana de su receptor de alta afinidad, 

induciendo la proliferación linfocitaria en forma autócrina/parácrina para formar clones 

de linfocitos T efectores (Mukherjee y col., 2005). Los linfocitos CD4+ son 

denominatos T helper porque colaboran con CPA para activar linfocitos B y CD8+.  

La presentación antigénica se produce principalmente en los órganos linfáticos 

secundarios, desde los cuales los linfocitos efectores migran hacia el sitio de la lesión 

guiados por la expresión de moléculas de adhesión (CAMs) en el endotelio, tales como 

la Molécula de Adhesión Celular Vascular (VCAM)-1 y la Molécula de Adhesión 

Intercelular (ICAM)-1 (Muller, 2009). La unión de los leucocitos a las mismas por sus 

propias CAMs permitirá su extravasación al tiempo que activaran vías de transducción 

de señales intercelulares (deNucci y col., 2006). 

Si el proceso inmune lleva a la eliminación del antígeno, la inflamación se 

resuelve por una serie de mecanismos que implica secreción de citoquinas supresoras y 

apoptosis de células efectoras (Abbas y col., 2008). Si, por el contrario, pese a los 

mecanismos supresores se mantiene el estímulo antigénico, la inflamación continúa 
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indeterminadamente llevando a un estado de inflamación crónica (Ferrero-Miliani y col., 

2006).  

 

 

4.2. Inflamación Crónica Sistémica  

La inflamación crónica sistémica puede ser definida como un incremento entre 2 y 

4 veces de los niveles circulantes de citoquinas proinflamatorias y anti-inflamatorias, de 

antagonistas naturales de las citoquinas, de las proteínas de fase aguda así como 

incrementos menores en la abundancia de neutrófilos y células NK (Brüünsgaard y 

Pendersen, 2003; Huang y Glass, 2010). Entre las complicaciones asociadas a la 

inflamación crónica se observa que la actividad sostenida del sistema inmune lleva al 

daño al tejido, mediado en muchos casos por la acumulación de especies reactivas del 

oxígeno (Ferrero-Miliani y col., 2006). 

Asimismo, la inflamación crónica puede ser localizada, cuando se produce en el 

sitio de la lesión, o sistémica cuando el incremento de mediadores inflamatorios y 

células inmunes se observa también a nivel plasmático, frecuentemente involucrando al 

endotelio vascular.  

 

Inflamación Crónica en SOP 

La asociación de la inflamación crónica sistémica con obesidad y resistencia a la 

insulina ha sido observada en diversas patologías (Brüünsgaard y Pedersen, 2003; Festa 

y col., 2006; Huang y Glass, 2010). Tradicionalmente es identificada como un desorden 

de la inmunidad innata, sin embargo, nueva evidencia muestra también un rol 

significativo de la respuesta adaptativa, determinado probablemente por la alta 

interrelación 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 

secreción del tejido graso y a la insulina con el desencadenamiento de la respuesta 

inmune. Entre ellos, el tejido graso visceral produce adipoquinas, algunas de ellas 

citoquinas con importantes funciones inmunomoduladoras como el TNF-α (Hotamisligil 

y col., 1993). Más aún, en obesidad se observa un incremento en la activación y 
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diferenciación a “M1” en los macrófagos residentes en tejidos metabólicos, tales como 

el adiposo y el hígado (Fuentes y col., 2010). Los macrófagos M1 son resposables de la 

secreción de mediadores inflamatorios que promueven la inflamación crónica de bajo 

grado en obesidad, diabetes y otros desórdenes metabólicos (Odegaard y Chawla, 2008). 

Asimismo, la obesidad incrementa los ácidos grasos libres, que actúan como 

ligandos primarios de los receptores de tipo Toll (TLR) (Schaeffler y col., 2009). La 

activación de los TLR desencadena la respuesta inmune innata, afectando también la 

inmunidad adaptativa, y constituyendo así un nexo directo entre los sistemas que 

modulan la obesidad y la inflamación.  

Finalmente, los mecanismos de señalización intracelular que gobiernan la 

homeostasis de la glucosa y la inflamación presentan un gran entrecruzamiento y 

comparten múltiples mediadores (Bloomgarden, 2003; Sathyalapan y Atkin, 2010). A 

partir de estos y otros resultados, algunos autores han propuesto que la RI posee una 

relación causal con la inflamación (Bloomgarden, 2003). 

En los últimos años, la alta incidencia de alteraciones metabólicas en pacientes 

SOP llevó a estudiar la presencia de inflamación crónica, encontrándose altos niveles 

plasmáticos de marcadores de inflamación, como ser proteína C reactiva (CRP), formas 

solubles (s) de CAMs, las citoquinas IL-6 y TNF-α y leucocitos (Diamanti-Kandarakis 

y col., 2006 (b); revisados por Sathyapalan y Atkin, 2010).  

Existe evidencia controvertida acerca de la conexión entre la inflamación crónica 

sistémica y la disfunción neuroendócrina en SOP, siendo la primera atribuida 

frecuentemente a las alteraciones metabólicas asociadas a este síndrome: resistencia a la 

insulina, metabolismo lipídico y distribución de la grasa corporal (Gonzalez y col., 

1999; Kelly y col., 2001; Amato y col., 2003). En un esfuerzo por discernir los factores 

involucrados en la inflamación crónica sistémica en SOP, numerosos estudios se 

focalizaron en correlacionar marcadores de inflamación con el peso, resistencia a la 

insulina y hormonas que se encontraran alteradas en SOP. En la tabla a continuación se 

han resumido los resultados de los reportes más salientes. 
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Marcador Peso RI HN SOP Autor (y col.) 

CRP xxx x   xx 
Kelly, 2001; Puder, 2005; Mohlig, 2004; Escobar-Morreale, 2003; 

Benson, 2007; Gonzalez, 1999 

Leucocitos xx x  x Puder, 2005; Escobar-Morreale, 2003; Orio, 2005; Benson, 2007 

Linfocitos   x    Orio, 2005 

Macrófagos   x    Orio, 2005 

TNF-α xx x  xx Puder, 2005; Escobar-Morreale, 2003; Amato, 2003; Gonzalez, 1999 

IL-6 xxx   x Mohlig, 2004; Escobar-Morreale, 2003; Amato, 2003; Benson, 2007 

ICAM-1s x       Escobar-Morreale, 2003; 

 
Tabla 2. Marcadores de inflamación alterados en SOP. Cada x marca la correlación 

encontrada entre los marcadores de inflamación con factores metabólicos y endócrinos alterados 
en SOP: obesidad (Peso), RI y diversas hormonas (HN). Si luego de controlar la variación por 
los factores mencionados se mantuvieron las diferencias entre mujeres SOP y controles, se 
indicó que la inflamación depende de SOP.  

 

 Como se puede observar los resultados obtenidos por los trabajos fueron 

contradictorios. En la mayoría de los reportes la inflamación se correlacionó con la 

obesidad y, en menor medida, con la RI o fue atribuido al SOP. Aún en mujeres SOP 

delgadas, se observaron tanto marcadores de inflamación y niveles de TNF-α como 

indicadores de resistencia a la insulina aumentados sin hallar necesariamente una 

relación causal entre ambos (Gonzalez y col, 1999). Esto podría indicar una disfunción 

subyacente en el tejido adiposo en SOP (Carmina y col., 2005) que mediante la 

producción alterada de adipoquinas y adiponectina entre otros afectaría la homeostasis 

inmune y metabólica, en presencia o ausencia de obesidad. Más aún, Sathyalapan y 

Atkin (2010) han propuesto que en mujeres SOP delgadas se produciría también una 

redistribución de la grasa corporal, llevando a una acumulación central, insuficiente 

para alterar el peso pero capaz de afectar el metabolismo.  

Asimismo, se observaría nuevamente un proceso de retroalimentación debido a 

que las citoquinas y otros mediadores inflamatorios actúan sobre numerosos órganos y 

tejidos y afectan el metabolismo, por ejemplo disminuyendo la sensibilidad a la insulina 

y alterando el metabolismo de las lipoproteínas.  

Por último, es interesante destacar que en ningún caso se encontraron 

correlaciones de estos marcadores con los niveles hormonales (Tabla 2), pese a que, 

como se mencionó previamente, los andrógenos están relacionados a una alteración de 

la función y distribución del tejido graso. Esto es además interesante porque una 
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variedad de células inmunes expresan receptores para andrógenos y otras hormonas 

alteradas en SOP, que podrían afectar el balance inmune (Du y col., 2001).  

En los modelos experimentales de androgenización postnatal se observaron 

algunos desórdenes metabólicos e inflamatorios comparables a los observados en SOP. 

En particular, en el modelo de androgenización por DHEA se observaron previamente 

niveles incrementados de glucosa sérica, altos niveles séricos de TNF-α, y alteraciones 

en los niveles de células CD4+ y CD8+ en ganglio (Luchetti y col., 2004; Sander y col., 

2006) sugiriendo que el presente sería un modelo adecuado para estudiar la relación 

entre alteraciones metabólicas e inmunes. 

 

4.3. Regulación Inmune de los Procesos Ováricos 

En el ovario, las células y moléculas relacionadas al sistema inmune cumplen una 

importante función acompañando el desarrollo folicular, la formación y reabsorción del 

cuerpo lúteo e incluso la formación de gametas (Bukovsky y Caudle, 2008). Las 

características anatómicas y vasculares del ovario permiten un importante tráfico 

linfocitario (Bukulmez y Arici, 2000), que se refleja en la presencia de un alto número y 

variedad de células en el tejido ovárico y variaciones en el flujo linfático en respuesta a 

procesos fisiológicos (Minegishi y col, 2002). Los leucocitos tienen la capacidad de 

actuar en forma parácrina sobre distintos procesos ováricos mediante la secreción 

citoquinas (Lawler y col., 1999; Chen y col., 2009) y otros mediadores inmunes (Nathan, 

1987; Sprugel y col., 1987; Sunderkotter y col., 1994; Wu y col., 2004), así como, a su 

vez, el tejido puede regular la función leucocitaria mediante su propia liberación de 

citoquinas, hormonas, PGs, EROs (Barañao y col., 1995; Minegishi y col., 2002) y otros 

mensajeros a los que las células inmunes sean sensibles. Más aún, las variaciones 

cíclicas en la localización de las células inmunes en respuesta a procesos como la 

maduración folicular, ovulación y formación del cuerpo lúteo así como la expresión de 

CAMs y quimioquinas (Bonello y col., 2004; Wong y col., 2002) por parte del tejido 

sugerirían que sus funciones implican efectos parácrinos e interacciones célula-celula. 

La importancia del conjunto de estas interacciones queda revelado en numerosos 

trabajos en los que la desregulación, bloqueo o depleción de factores o células inmunes, 



     
Introducción 

 -30 - 

lleva a la pérdida de ciclicidad, disfunción folicular y/o esteroidogénica (Jasper y col., 

2000; Van der Hoek y col., 2000).  

La evidencia acumulada a lo largo de las últimas décadas, permitió sugerir una 

dinámica de la modulación del sistema inmune en las distintas fases del desarrollo 

folicular (Bukulmez y Arici, 2000; Wu y col., 2004).  

Durante el período preovulatorio se observa abundancia de macrófagos y 

neutrófilos principalmente localizados en la capa de células de la teca y en la médula del 

ovario (Brannstrom y col., 1993; Van der Hoek y col., 2000; Jasper y col., 2000). Un 

pequeño numero de folículos en crecimiento y folículos en estadíos atrésicos avanzados 

(Brannstrom y col., 1993; Oksjoki y col., 2001) presentan también macrófagos 

infiltrantes. En menor proporción y formando pequeños grupos en las capas de la teca se 

observaron linfocitos T, más frecuentemente CD8+ que CD4+ (Petrovska y col., 1996). 

La inducción de la ovulación ha sido frecuentemente descripta como un proceso 

inflamatorio por sus características en cuanto a cambios vasculares e influjo de 

leucocitos en el tejido (Bukovsky y Presley, 1979). Luego del pico de LH, justo antes de 

la ovulación ratas y humanos, aumenta la migración de leucocitos en las capas de la teca 

y hacia la granulosa (Brannstrom y col., 1993; 1994). Esto iría acompañado de la 

liberación de prostaglandinas y sustancias vasoactivas que inducirían vasodilatación y 

aumento de la permeabilidad sanguínea llevando a la formación de edema (Tanaka y 

col., 1989; Abisogun y col., 1988). Al mismo tiempo la secreción de citoquinas por 

parte de los leucocitos presentes así como por parte de otros componentes tisulares 

(Barañao y col., 1995) aumentarían el reclutamiento y activación de más leucocitos 

circulantes. Estos, in situ, colaborarían liberando enzimas proteolíticas (Oksjoki y col., 

2001; Curry y Osteen, 2001) para permitir la lisis de la membrana basal y 

desmembramiento de componentes del tejido conectivo en la pared del folículo, 

migración de células inmunes hacia la granulosa y liberación del oocito. 

El proceso se continúa con la formación y más tardíamente con la regresión del 

cuerpo lúteo, que es involucran a su vez complejos procesos inmunes (Petrovska y col., 

1992).  
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Homeostasis Inmune en Ovarios Poliquísticos  

Varios de los tratamientos que restauran la ovulación en SOP, como ser la 

administración de ligandos de PPAR-け o de dexametasona, o la laparoscopía, tienen 

efectos inmunomoduladores (Wu y col., 2004). Estos resultados sumados a la capacidad 

regulatoria del sistema inmune sobre diversos procesos ováricos, le conferirían un rol 

clave en la disfunción reproductiva en SOP. En las últimas décadas, varios estudios han 

dado cuenta de un ambiente inmune alterado en ovarios de mujeres poliquísticas. Dada 

la complejidad y variabilidad de las alteraciones observadas, se las expresa resumidas 

en la tabla a continuación.  

 
Muestra Factor Alteración Autor (y col.) 

FF 

IL-6, IL-13, TNF-α + 

Gallinelli, 2003 
IL-12 - 
T CD8 + 
T CD4,  T HLA-DR  - 

Tejido 
CD45, CD45RA, CD14, CD15, CD3, CD4, CD57, MHCII SC 

Wu R., 2007 CD45RO - en Teca 
FF TNF-α, MCP-1, IL-10, IL-1く, IL-6, CSF-1, IL-8 SC 
FF TNF-α,  IL-1く SC Jasper y Norman, 1995 
Tejido TCRく,  MHCII - Jansen, 2004 
FF/Hnas TNF-α, IL-6 + Amato, 2003 

FF 
IL-6 SC 

Zolti, 1992 CSF-1 + 
TNF-α - 

FF/Hnas Fa,  FasL SC Onalan, 2005 

FF/Hnas 
LIF - 

Ledee-Bataille, 2001 
TNF-α, IL-1, IFN-け SC 

FP 
IL-6 - 

Omu, 2003 
TNF-α, IL-2, IL-4, IFN-け, IL-8 SC 

 
Tabla 3: Niveles de citoquinas y leucocitos en ovarios. Los distintos tipos de muestras: 

FF (fluido folicular), FP (fluido peritoneal) y biopsias de tejido, tomadas en pacientes sin 
tratamiento o bajo tratamiento hormonal (Hnas). + muestra un aumento y – una disminución con 
respecto a los valores controles, mientras que SC indica sin cambios. Los factores representan 
productos de secreción leucocitarios así como receptores de membrana usados para la 
caracterización de las poblaciones celulares. 

 

Como se puede observar, el estudio del contenido o expresión de células inmunes 

y sus productos de secreción en el fluido folicular y tejido ovárico de mujeres SOP 

arrojaron resultados variables y en muchos casos contrapuestos. No se observaron 
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diferencias concluyentes en los niveles de citoquinas proinflamatorias, y la única 

tendencia que podría destacarse es mayores niveles de IL-6 en FF. 

Cabe destacar que los protocolos de obtención de los tejidos son poco 

comparables entre reportes y que la baja accesibilidad a un tejido como es el ovárico, 

determinó que en general se trabajara con bajo número de pacientes. Estas limitaciones, 

propias de estudios en humanos, destaca la importancia de los estudios realizados sobre 

alteraciones inmunes en ovarios en modelos animales SOP (Lu y col., 2002; Deshpande 

y col; 2000). En el modelo de SOP por androgenización con DHEA se observó 

previamente infiltración celular en folículos que degeneran a quistes (Anderson y col, 

1997), y aumento de la relación entre células CD8+/CD4+ (Luchetti y col., 2004).  

Finalmente, las observaciones realizadas en mujeres SOP y modelos animales 

podrían sugerir que un desarrollo folicular adecuado depende de niveles altamente 

regulados de citoquinas y factores de crecimiento, y que pequeñas alteraciones en sus 

concentraciones ó falta de sincronización en la secreción podrían alterar el delicado 

equilibrio que requieren los procesos de reclutamiento y maduración folicular y 

ovulación afectándolos en forma radical. 

 

5. Factores Regulatorios en Procesos Ováricos e Inmunes 

Como se explicó previamente, la progresión adecuada del desarrollo folicular en 

el ovario dependen en gran medida del estricto balance de una compleja red de 

estímulos, entre los que ya se mencionaron los factores inmunes. Las PGs, EROs y 

ERNs constituyen mediadores con funciones regulatorias sobre la función ovárica y el 

sistema inmune, presentando a su vez múltiples interacciones.  

 

5.1. Prostaglandinas 

Los “eicosanoides” comprenden a las familias de prostaglandinas, leucotrienos y 

compuestos similares que derivan de ácidos grasos esenciales de veinte carbonos. Las 

prostaglandinas F2 α (PGF2α) y E2 (PGE2) son prostanoides producidos por numerosos 

tipos celulares ováricos, entre ellos las células de la granulosa, de la teca y del cuerpo 

lúteo en sus distintos estadíos (Gelety y Chaudhuri, 1992). La PGE2, al igual que las 

otras PGs, es producida a partir de ácido araquidónico (AA) por la enzima 
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ciclooxigenasa (COX). Su síntesis es determinada por los niveles de AA libre y de 

COX-1 y COX-2, la primera constitutiva y la segunda inducible por factores tales como 

citoquinas inflamatorias (Ando y col., 1998). Pese a que los mecanismos de regulación 

no son completamente entendidos, se ha observado que el pico de gonadotrofinas previo 

a la ovulación induce rápidamente la síntesis de PGE2 en las células de la granulosa y la 

mantiene por varias horas (Clarck y col., 1978), lo que se relaciona con un aumento en 

los niveles de COX-2 (Duffy y Stouffer, 2001). Su síntesis es también modulada por 

factores tales como el de crecimiento epidérmico (EGF) y fibroblástico (FGFs) e IGF-1 

(McArdle y Holtorf, 1989) y esteroides sexuales (Hellberg y col., 1996).  

De este modo, PGF2α y PGE2 se encuentran involucradas en la regulación 

parácrina de varias funciones ováricas, tales como la ruptura de la pared folicular 

asociada a la ovulación (Husein y Kridli, 2003; Medan y col., 2003) y la luteólisis 

(Motta y col., 1999, 2001), cumpliendo frecuentemente funciones antagónicas. Por otro 

lado, tienen importantes funciones inmunomodulatorias y la PGE2, considerada 

frecuentemente como inmunosupresora (Wojtowicz-Praga, 1997; Kuroda y Yamashita, 

2003), regula los niveles de linfocitos T durante el ejercicio físico excesivo (Lakier, 

2003), y suprime la diferenciación de células dendríticas asociadas a tumores (Yang, 

2003).  

 

5.2. Especies Reactivas del Oxígeno y del Nitrógeno 

En las células de metabolismo aeróbico se producen EROs y ERNs como 

intermediarios o subproductos de reacciones vitales. Normalmente, estas pasarían 

rápidamente a un producto más estable, pero el desacople o disfunción de estos 

procesos o la disminución de especies capaces de neutralizarlas puede llevar a su 

producción exacerbada y acumulación. En ese caso, estas especies reaccionan con otras 

biomoléculas, modificando su estructura e induciendo frecuentemente su disfunción. A 

lo largo del tiempo, el daño oxidativo se acumula y deteriora el metabolismo celular 

disminuyendo su eficiencia y pudiendo incluso llevar a la apoptosis (Caia y col., 1998). 

Asimismo, grandes cantidades de EROs y ERNs son producidas por el sistema inmune 

durante la inflamación para mediar importantes funciones citolíticas y quimiotácticas 

(Minegishi y col., 2002; Wu y col., 2004; Izumo y col., 2009). La pérdida de la 
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homeostasis de óxido-reducción celular, definida como estrés oxidativo, ha sido 

relacionado con diversas patologías y alteraciones metabólicas como la diabetes, 

inflamación crónica y enfermedad cardiovascular (Bloomgarden y col., 2003). En el 

caso de la poliquistosis ovárica, se ha observado un aumento en el estado oxidante e 

insuficiencia en el estado antioxidante sistémico en pacientes, que correlaciona con los 

niveles de insulina circulantes y la resistencia a la insulina (Maser y col., 2002; 

González y col., 2005). 

Por otro lado, las EROs y las ERNs en sí mismas juegan un rol importante como 

segundos mensajeros en vías de señalización celular. Pueden actuar inter e 

intracelularmente como segundos mensajeros que regulan la función de tirosina 

fosfatasas (PTPs), tirosina kinasas, factores de transcripción, kinasas activadas por 

mitógenos (MAPKs) y canales iónicos, entre otros (Lee y Esselman., 2002; Ruiz-Ramos 

y col., 2009). En el caso de los linfocitos T y otros leucocitos, la proliferación y 

activación puede ser regulada por el balance oxidante-antioxidante celular (Tripathi y 

Hildeman, 2004). De igual manera, una fina regulación en la producción de EROs y 

ERNs es necesario para mantener un adecuado desarrollo folicular y luteal, permitir la 

ovulación y promover la atresia (Sugino y col., 1996; Minegishi y col., 2002, Motta y 

col., 2001; Turton y Luderer, 2006).  

Las EROs y las ERNs pueden reaccionar con ADN, proteínas y lípidos, siendo 

especialmente susceptibles los nucleótidos en todos sus componentes, los carbonos 

cuaternarios de las proteínas y cadenas laterales, y los ácidos grasos poliinsaturados.  

Los ácidos grasos poliinsaturados que componen las membranas biológicas se 

encuentran inmersas en un fluido con alto contenido de oxígeno y metales, por lo cual 

están muy expuestas al ataque oxidativo. El daño en las células se puede producir por 

una vía que depende esencialmente del deterioro de las membranas biológicas, mediante 

la unión covalente de los radicales libres a enzimas o receptores de membrana, a ácidos 

grasos poliinsaturados y la peroxidación lipídica de ácidos grasos poliinsaturados, entre 

otros. A su vez, los aldehídos derivados o el malondialdehído (MDA), subproducto de 

las reacciones de lipoperoxidación, pueden reaccionar con los grupos sulfhidrilos de 

proteínas con distintas funciones, causando cross linking intra e intermolecular. Este 

deterioro se refleja en la modificación de la reactividad, excitabilidad, estructura, 
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funcionamiento, carácter antigénico y perjuicio de los mecanismos de transporte en las 

membranas (Halliwell y Gutteridge, 1984). 

Para evitar los daños producidos por la acumulación de EROs, en la célula existen 

numerosos mecanismos protectores que actúan como antioxidantes endógenos 

reaccionando con radicales libres y otras especies reactivas para impedir la oxidación de 

moléculas estructurales.  

Los antioxidantes enzimáticos, como las Catalasas, que reaccionan con el 

peróxido de hidrógeno, las glutation peroxidasa, reductasa y transferasa, que intervienen 

en la regeneración del glutation (GSH: γ-glutamil cisteinil glycina), catalizan la 

transformación de un compuesto radicalario o inestable a uno de naturaleza estable y no 

reactivo, cortando así las reacciones en cadena.  

Las moléculas antioxidantes orgánicas, como el GSH y algunas vitaminas y 

pigmentos, reaccionan con EROs y ERNs oxidándose (Aten y col., 1992). El glutation, 

tiol tripeptídico, es la molécula pequeña de mayor abundancia en células animales. 

Existe evidencia de inconvenientes en el metabolismo de GSH que están directamente 

relacionados a la apoptosis o activación de células T (Aukrust y col., 2003; Franco y 

Cidlowski, 2006) y que la proliferación de linfocitos T es regulada por una vía sensible 

a los tioles que involucra IL-2 (Hadzic y col., 2005). Por estas razones, el GSH se ha 

propuesto como agente terapeútico en enfermedades con componentes inmunes 

(Aukrust y col., 2003). Es fundamental en el desarrollo folicular, y su depleción lleva a 

la apoptosis y atresia (Turton y Luderer, 2006). Al disminuir la concentración de GSH 

por la neutralización de EROs y ERNs, el glutatión oxidado (GSSG) es rápidamente 

reciclado a GSH en forma enzimática, mientras que se desinhibe su síntesis de novo y 

aumenta su producción. 
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Hipótesis 

 

El hiperandrogenismo no solo induce la disfuncionalidad ovárica y la formación 

de quistes foliculares sino también afecta el sistema metabólico. Estas alteraciones 

tienen como denominador común una desregulación del sistema inmune que se 

evidencia a nivel sistémico como inflamación crónica y a nivel ovárico como 

desbalances en componentes inmunoregulatorios, tales como células inmunes, 

moléculas de adhesión, prostaglandinas y especies reactivas del oxígeno, que colaboran 

en la cistogénesis y pérdida de la funcionalidad.  

 

Nuestra hipótesis de trabajo es que el hiperandrogenismo afecta el equilibrio 

endócrino, metabólico e inmune a nivel sistémico y ovárico. Estos efectos adversos 

están parcialmente mediados por la acción directa de la dehidroepiandrosterona sobre 

células inmunes. 

 

 

Objetivos Generales 

 

- Estudiar las alteraciones endócrinas, metabólicas y ováricas inducidas por  

DHEA en un modelo de SOP en ratón.  

 

- Evaluar los efectos sobre componentes del sistema inmune en el ovario y 

parámetros de inflamación crónica a nivel sistémico del hiperandrogenismo inducido 

por DHEA. 

 

- Determinar cuales de estos efectos están relacionados a la acción directa de la 

DHEA sobre células inmunes. 
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A partir de estos objetivos generales, se determinaron los siguientes objetivos 

específicos: 

1. Primera parte: estudios in vivo 

    1.1. Determinar en dos diseños experimentales de androgenización propuestos: 

1.1.1. El ciclo estral durante el tratamiento 

1.1.2. La morfología de los ovarios, frecuencia y características 

morfométricas de quistes en comparación a folículos antrales. 

1.1.3. Seleccionar a partir de los resultados obtenidos el modelo más 

adecuado para los estudios subsiguientes.  

    1.2. Evaluar los efectos inducidos por la androgenización con DHEA sobre 

parámetros metabólicos e indicadores de la inflamación crónica sistémica. 

1.2.1. Estudiar la ganancia de peso durante el tratamiento 

1.2.2. Evaluar la Resistencia a la insulina de acuerdo a los niveles de 

glucosa e insulina circulantes y el cálculo del HOMA-IR. 

1.2.2. Cuantificar los niveles séricos de estradiol 

1.2.3. Determinar los niveles plasmáticos de células NK, NK CD4+, CD4+ y 

CD4+CD25+. 

1.2.4. Determinar la producción de citoquinas TNF-α, IFN-け, IL-6, IL-10, 

MCP-1 y IL-12p70 por parte de células peritoneales. 

   1.3. Estudiar los efectos del hiperandrogenismo inducido con DHEA sobre el 

sistema inmune ovárico y factores regulatorios. 

1.3.1. Evaluar la expresión de las moléculas de adhesión VCAM-1 e ICAM-

1 en ovario y presencia de Células dendríticas, macrófagos y linfocitos CD4+.  

1.3.2. Determinar los niveles de GSH, la actividad de la catalasa y la 

peroxidación lipídica en ovarios. 

1.3.3. Cuantificar la producción de Prostaglandina E por parte del tejido 

ovárico.
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2. Segunda Parte: Estudios in Vitro 

Evaluar en cultivos leucocitarios tratados con distintas concentraciones de DHEA 

indicadores de la activación y función linfocitaria. 

    2.1. Estudiar la expresión de marcadores de activación y moléculas de adhesión 

en poblaciones celulares claves para la respuesta inmune 

2.1.1. Determinar la fracción de células T (CD3+), diferenciando en Th 

(CD4+CD3+) y T supresoras/citotóxicas (CD8+CD3+) y su expresión de IL-2Rα y 

de las moléculas de adhesión VLA-4 y LFA-1. 

2.1.2. Determinar la fracción de células de la inmunidad innata, diferenciar 

los macrófagos (F4/80+) y estudiar su expresión de VLA-4. Cuantificar la fracción 

de células dendríticas (CD11c+), monocitos y granulocitos (CD11b+ F4/80-) y su 

expresión de VLA-4 y LFA-1.  

    2.2. Evaluar la proliferación celular en presencia y ausencia de mitógenos. 

    2.3. Cuantificar las citoquinas IL-2, IFN-け e IL-4 en medio de cultivo. 

    2.4. Determinación de la viabilidad celular luego de los tratamientos. 

    2.5. Determinación de los niveles de GSH, Parámetros Relacionados a las 

EROs, ERNs y Estrés Oxidativo. 
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2. MATERIALES Y MÉTODOS 

1. Animales 

En el presente trabajo se utilizaron hembras de ratón de la cepa Balb/c de 23 a 30 

días de edad. Los animales fueron mantenidos en condiciones controladas de 

temperatura (22º C) e iluminación (14 horas luz, 10 horas oscuridad) con agua y comida 

(Purina Rat chow) ad libitum. Los estudios llevados a cabo fueron aprobados por el 

Comité Independiente de Ética en Investigación de la Facultad de Medicina de la 

Universidad de Buenos Aires. 

 

2. Estudios in vivo 

2.1. Modelo de Estudio 

Para la inducción de la sintomatología SOP se utilizó el modelo de 

hiperandrogenización con dehidroepiandrosterona (DHEA), propuesto por Lee y col. 

(1998) y modificado por Luchetti y col. (2004) para su aplicación en ratones. Este 

modelo consiste en la administración diaria de DHEA durante 20 días. La hormona, 

diluída en 0.1 ml de aceite vegetal, fue inyectada a los animales del grupo DHEA en 

forma subcutánea en una dosis de 60 mg/kg peso corporal por  día. Los animales del 

grupo control, comparables a los androgenizados en peso y edad al comienzo del 

experimento, fueron inyectados s.c. con 0.1 ml de aceite vegetal por  día por el mismo 

período de tiempo.  

Dado que el SOP está asociado con  producción excesiva de andrógenos durante 

la pubertad temprana (Apter, 1998), se comenzó con la administración de los 

tratamientos durante el período peripuberal. Se estableció como edad óptima para el 

comienzo de tratamiento aquella que fuera más efectiva en reproducir la sintomatología 

ovárica. Para ello se ensayaron los siguientes protocolos:  

Protocolo 1: el tratamiento comenzó en el día 24 + 1 de edad y se continuó hasta 

el día 44 + 1.  
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Protocolo 2: el tratamiento comenzó en el día 30 + 1 de edad y se continuó hasta 

el día 50 + 1. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Esquema de los protocolos usados para la administración de DHEA ó vehículo 

por 20 días. Los animales fueron tratados desde el día 24 (protocolo 1) ó 30 de edad (protocolo 

2). Los animales controles de cada protocolo fueron tratados con aceite en forma simultánea. El 

gráfico representa en una línea de tiempo los procedimientos llevados a cabo a partir del 

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

 

2.2. Procedimientos y Obtención de las Muestras 

Durante el tratamiento se determinó el peso de los animales cada tres días y se 

realizaron extendidos vaginales diariamente. Estos últimos fueron fijados por inmersión 

en acetona (-20º C) para ser luego teñidos con hematoxiina-eosina  y determinar el 

estadío del ciclo estral por sus características citológicas.  

En el día 20 de tratamiento los animales fueron inyectados i.p. con una solución 

de xilacina 100 mg/kg y ketamina 20 mg/kg en PBS. Una vez inducida la anestesia se 

obtuvieron muestras de sangre y células peritoneales y, luego de eutanizar los animales 

por dislocación cervical, se extrajeron los ovarios. 

Determinación de los Niveles de Glucosa e Insulina en Ayunas 

En el día 20 de tratamiento, 6 animales adicionales de cada grupo fueron privados 

de alimento por 6 horas (8 A.m.- 2 P.m.; Andrikopoulos y col., 2008). Luego de este 

Androgenización protocolo 1        sacrificio

Edad (días)          21        24             30       35               44            50

Período peripuberal sacrificio
Androgenización protocolo 2

Androgenización protocolo 1        sacrificio

Edad (días)          21        24             30       35               44            50

Período peripuberal sacrificio
Androgenización protocolo 2
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período, se tomaron muestras de sangre de la vena de la cola. La glucosa en sangre fue 

determinada en el momento en una gota de sangre mediante tiras precition extra glucose 

strips, en el monitor Accu-check Advantage II Blood Glucose Monitor (Roche 

Diagnostics). El volumen de sangre restante fue centrifugado inmediatamente y el suero 

mantenido a -70º C hasta la determinación de insulina.  

 

2.3. Procesamiento de las muestras 

Sangre: fue obtenida por punción retro-orbital y usada para obtener: 

i. suero: la sangre fue centrifugada durante 20 minutos a 900 g, 4º C. El suero fue 

guardado a – 70º C para su posterior utilización en la determinación de hormonas 

séricas por ELISA. 

ii. leucocitos plasmáticos: la sangre fue colectada en tubos heparinizados y 

mantenida a temperatura ambiente. Los eritrocitos fueron  hidrolizados por incubación 

de las muestras con Buffer de Lisis de Glóbulos Rojos (eBioscience) por 5 minutos y 

lavados por agregado de PBS (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 4.3 mM Na2HPO4.7H2O, 

1.4 mM KH2PO4, pH 7.4), centrifugación y resuspensión en Buffer FACs (0,5 % BSA 

en PBS). Las leucocitos remanentes fueron contados en hemocitómetro y se determinó 

su viabilidad por el método de exclusión de azul de tripano (>90%) (Fluka). Finalmente, 

fueron llevados a la concentración deseada y mantenidos a 0º C para su tinción 

inmediata con anticuerpos para citometría de flujo. 

Células Peritoneales: se realizaron lavados en la cavidad peritoneal por inyección 

y recolección de 5 ml de PBS en esterilidad. Las células fueron resuspendidas en medio 

de cultivo Aim V, contadas en hemocitómetro y se determinó su viabilidad por el 

método de exclusión de azul de tripano (>90%). Finalmente, las células mantenidas a 0º 

C para su uso inmediato en el ensayo de estimulación para síntesis de citoquinas.  

Ovarios: fueron procesados de acuerdo a los requerimientos de cada experimento: 

i. los ovarios fueron fijados en formaldehído 4% por 24 horas, para su posterior 

inclusión en parafina con el fin de realizar secciones histológicas y estudiar la 

morfología. 
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ii. los ovarios fueron incluidos en Tissue-Tek OCT (Quiagen), congelados en el 

momento por inmersión en hexano enfriado con hielo seco, mantenidos en N2 

líquido y guardados a –70º C hasta ser cortados para generar secciones 

histológicas en las cuales inmunolocalizar proteínas de interés . 

iii.  los ovarios fueron pesados e incubados individualmente en buffer Krebs- 

Ringer- Bicarbonato (NaCl 118 mM; KCl 4.7 mM; MgSO4 1.2 mM; KH2PO4 

1.2 mM; glucosa 11.7 mM;  NaHCO3 25 mM; CaCl2 1.2 mM; pH = 7.4) por 1 

hora en atmósfera húmeda de 5% de CO2  en 95% de O2 a 37ºC. Al finalizar el 

período de incubación el tejido fue retirado y la solución acidificada a pH 3 con 

HCl. Se extrajeron los esteroides mediante el agregado de acetato de etilo. La 

fase orgánica fue secada en una atmosfera de N2 y almacenados a –20°C hasta el 

momento de realizar el radioinmunoanálisis. 

iv. Los ovarios fueron guardados a –70ºC. Posteriormente, el tejido fue 

homogeneizado mecánicamente en buffer de homogeneización para estrés 

oxidativo: EDTA 1 mM, KCl 150 mM, く-mercaptoetanol 1 mM, Tris Base 20 

mM, Sacarosa 500 mM a 0º C. El homogenato fue centrifugado a 10.000 g, 4º C 

por 10 minutos. El sobrenadante fue fraccionado para los ensayos de 

peroxidación lipídica,  glutation, catalasa y  determinación de proteínas. 

 

2.4. Detección de Estradiol Sérico por ELISA 

Como indicador de la función ovárica se determinó la concentración de estradiol 

en suero. Para ello se utilizó el kit DRG Estradiol ELISA (DRG Instruments GMBH, 

Alemania). Todos los procedimientos fueron realizados de acuerdo a las indicaciones 

del proveedor. 

Previamente los esteroides presentes en 0.23 ml de suero fueron extraídos 

mediante el agregado de dietil éter, recolección de la fase orgánica y concentración de la 

misma a un volumen final de 20 µl por evaporación a temperatura ambiente. Las 

muestras fueron reconstituídas en 35 µl de Suero Humano Libre de Esteroides (Standard 

0), centrifugadas y usadas en el protocolo a continuación. 
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En los distintos pocillos de una placa de 96 pocillos recubiertos con el anticuerpo 

policlonal anti-estradiol se dispensaron 25 µl de cada Standard ó muestra en los 

distintos pocillos e incubaron junto con 200 µl de Enzyme Conjugate por 2 horas a 

temperatura ambiente. Luego de lavar y secar cuidadosamente se agregaron 100 μl de 

Substrate Solution a cada pocillo y se incubó la placa a temperatura ambiente durante 

15 minutos. La reacción fue detenida mediante el agregado de 50 μl/pocillo de Stop 

Solution y se midió la densidad óptica a 450 nm en un lector de microplacas. La 

sensibilidad del test es de 9.714 pg/ml y los resultados fueron expresados como pg 

estradiol / ml suero. 

 

2.5. Detección de Insulina Sérica por ELISA 

Se determinó la concentración de insulina en muestras de suero de animales 

controles y androgenizados sometidos a 6 horas de ayuno. Se utilizó el kit Ultra 

Sensitive Mouse Insulin ELISA Kit (Crystal Chem Inc., Downers Grove, IL) de acuerdo 

a las instrucciones proporcionadas por el proveedor.  

Brevemente, placas de 96 pocillos pre-fijadas con anticuerpo contra insulina 

fueron incubadas con 5 μl de muestra o estándar y 95 μl de diluyente para las muestras 

por 2 horas a 4° C. Luego de 5 lavados con wash buffer, se agregaron 100 μl de anti-

insulin enzyme conjugate a cada pocillo y se incubó la placa a temperatura ambiente 

durante 30 minutos. Se realizaron 7 lavados luego de los cuales se adicionaron 100 μl de 

enzyme substrate solution por pocillo y se incubó la placa por 40 minutos a temperatura 

ambiente y oscuridad. La reacción fue detenida mediante el agregado de 100 μl / pocillo 

de enzime reaction stop solution y se midió la densidad óptica a 450 nm. La sensibilidad 

del test es de 0.1 ng/ml y los resultados fueron expresados como ng insulina/ml suero. 

 

2.6. Inmunomarcación de Células CD4+ y NK Plasmáticas y Cuantificación 

por FACs 

0,5 x 106 leucocitos aislados de sangre (como se detalla en la sección 

correspondiente) fueron transferidos a una placa de 96 pocillos de fondo redondo y se 
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realizó la tinción con anticuerpos específicos siguiendo protocolos publicados (Karimi y 

col., 2009). Brevemente, las células fueron lavadas por adición de Buffer FACs y 

centrifugación (1000 rpm, 10 minutos, 4º C) e incubadas con Buffer de Bloqueo (2 % 

de suero normal de ratón en Buffer FACs) durante 15 minutos sobre hielo para bloquear 

la unión inespecífica de anticuerpos por receptores de Fc. Luego de lavar se realizó una 

segunda incubación por 30 minutos a 4º C en oscuridad con anticuerpos específicos 

contra los antígenos de superficie mencionados a continuación (BD Bioscience) en una 

dilución 1:200 en Buffer FACs o los controles de isotipo correspondientes. 

  

Antígeno de 

Superficie 

Fluorocromo 

CD4 

CD49b 

CD25 

FITC 

PE 

APC 

 

Las células fueron lavadas dos veces y la adquisición de datos se realizó usando 

un citómetro FACS Calibur (Becton Dickinson). La compensación del instrumento se 

realizó con muestras teñidas con un anticuerpo por vez para adaptar la medición a las 

características de las células a medir. En cada muestra se analizaron un total de 20.000 

linfocitos.  

Los resultados fueron analizados usando el programa CellQuest (Becton 

Dickinson). Se seleccionó la población de interés de acuerdo a sus características de 

granulosidad (SSC) y tamaño (FSC). La determinación de la expresión de los 

marcadores de interés fue realizada estudiando al distribución de la fluorescencia 

estándar 1 (FL1: FITC- Ac anti CD4+ de ratón) y fluorescencia estándar 2 (FL2: PE- Ac 

anti CD49b+ de ratón), fluorescencia estándar 3 (FL3: APC- Ac anti CD25).  

Tanto el cuadrante como la ventana de análisis se conservaron a lo largo de toda 

la cuantificación. El análisis se realizó mediante histogramas y el umbral se determinó 
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de acuerdo a la fluorescencia observada en los controles de isotipo. Los resultados se 

expresaron como % de la población parental, es decir, de la población a partir de la cual 

se estudió la expresión del marcador de interés. 

 

2.7. Determinación de la Producción de Citoquinas por Células Peritoneales 

Estimuladas ex vivo 

0.25 x 106 células peritoneales / ml fueron dispuestas en una placa de 96 pocillos 

de fondo redondo e incubadas en medio Aim V suplementado con 10% de SFB en 

presencia de PMA/ionomicina a 37° C en atmósfera de 5% CO2 (Pincus-Knackstedt y 

col., 2006). Luego de 24 horas los sobrenadantes fueron colectados y mantenidos a -70º 

C hasta la realización del ensayo de cytometric bead arrays (CBA), mediante el cual se 

determinó el contenido de las citoquinas MCP-I, IL-6, IL-10, IL-12p70, TNF-α e IFN-

gama. Para ello, se utilizó un CBA Imflamation Kit (BD Pharmingen) de acuerdo a las 

instrucciones del proveedor.  

Brevemente, 50 μl de cada muestra o de las soluciones estándar fueron incubados 

por 2 horas a temperatura ambiente y oscuridad junto con 50 μl de la mezcla de 

microesferas de captura y con 50 μl de mouse inflammation PE detection reagent que 

consiste en anticuerpos contra citoquinas de ratón conjugados a PE. Luego la solución 

fue lavada y resuspendida en 300 μl de buffer de lavado. La toma de datos se realizó 

con un citómetro FACSCalibur (BD Biosciences) y los resultados analizados con 

programas específicos para este ensayo provistos por la compañia (BD Biosciences). 

 

2.8. Tinción por Hematoxilina y Eosina de Secciones de Tejido Ovárico y 

Extendidos Citológicos Vaginales y criterios de análisis 

Los extendidos vaginales fueron secados a temperatura ambiente por 20 minutos y 

lavados en PBS. Se utilizó un protocolo estándar para la tinción de muestras de 

extendidos vaginales con hematoxilina y eosina y se observaron los preparados al 

microscopio electrónico para determinar la composición citológica. El ciclo estral en el 

ratón dura entre 98 y 106 horas y está dividido en 4 estadíos: proestro, estro, metaestro 
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y diestro. De acuerdo a los criterios establecidos por Champlin y col. (1973), se 

caracterizaron los diferentes estadios a partir de la constitución celular:  

Proestro: mayormente células epiteliales pequeñas y nucleadas. Escasa o nula 

presencia de leucocitos. 

Estro: presencia de “escamas” (células cornificadas de gran tamaño, con  núcleo 

degenerado). 

Metaestro: numerosos leucocitos y algunas escamas. 

Diestro: presencia de numerosos leucocitos y de pocas células epiteliales 

nucleadas.  

Los extendidos vaginales evidenciaron falta de ciclicidad ovárica, observándose 

alta frecuencia de animales en estadío estro y metaestro. Para los estudios de 

inmunohistoquímica se seleccionaron animales en el estadío metaestro. 

 

Ovarios de animales hiperandrogenizados y controles previamente incluidos en 

parafina fueron cortados con micrótomo en forma seriada para obtener secciones de 8 

μm de grosor. Las mismas fueron montadas en portaobjetos y fijadas a continuación por 

incubación a 37º C durante la noche. En el momento de uso las secciones fueron 

desparafinadas en xilol, re-hidratados por inmersión en concentraciones decrecientes de 

etanol y lavadas en PBS para ser entonces teñidas con hematoxilina y eosina de acuerdo 

a protocolos estándar. Los folículos quísticos fueron caracterizados como folículos de 

gran tamaño y forma irregular con una capa de células de la granulosa atenuada y 

compacta. Se determinó la frecuencia y características histológicas de los folículos 

quísticos en cuanto a tamaño, grosor de la capa de células de la teca y de la granulosa, y 

se los comparó con el folículo de mayor tamaño observado en ovarios de animales 

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

Secciones de Tejido Ovárico  

Se realizaron cortes en crióstato de los ovarios congelados en medio de montaje 

OCT con el fin de obtener secciones histológicas de 10 μm de profundidad. Las mismas 

fueron montadas en portaobjetos cubiertos con gelatina (Biobond; British Biocell 

International, Cardiff), fijadas por inmersión en acetona (-20º C) y mantenidas a -80º C 

hasta su uso.  

La inmunomarcación de las proteínas CD11c, MHCII, CD4, VCAM-1 e ICAM-1 

se realizó adaptando protocolos ya establecidos (Cordo-Russo y col., 2008). 

Brevemente, secciones histológicas de ovarios de los grupos experimentales junto con 

secciones de bazo usadas como control positivo fueron hidratadas en TBS (0.05 M Tris 

Base, 0.9 % NaCl, pH 7.4) e incubadas con las soluciones de bloqueo para avidina, 

biotina y proteínas (Vector). Luego fueron incubadas con el anticuerpo primario (BD 

Bioscience), específico para los antígenos detallados en el cuadro, en TBS 1% SFB. 

Previamente, los anticuerpos habían sido titulados para encontrar la concentración 

adecuada para este ensayo, que se especifica en la tabla a continuación. 

 

Antígeno Murino Origen Ac 1º Dilución Ac 1º Origen Ac 2º 

   MHCII Rata 1:100 Cabra 

   CD4 Rata 1:100 Cabra 

   VCAM-1 Rata 1:100 Cabra 

   ICAM-1 hamster biotinilado 1:200 - 

   CD11c Hamster 1:200 Ratón 

 

Las secciones fueron incubadas durante la noche a 4º C en cámara húmeda y 

luego lavadas. Dado que el anticuerpo primario usado contra ICAM-1 es biotinilado se 
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realizaron a continuación con los pasos de amplificación y revelado detallados más 

adelante. Las restantes secciones fueron incubadas con el anticuerpo secundario 

biotinilado en una dilución 1:200 en TBS 4% MNS (suero normal de ratón) 2% suero de 

la especie en que se generó el 2º anticuerpo (MHCII, CD4 y VCAM-1: suero normal de 

cabra; CD11c: SFB) por 30 minutos.  

La señal fue amplificada por la formación del complejo biotina-avidina 

desencadenada por el agregado del reactivo ABC-AP (VECTASTAIN®, Vector). Este 

complejo fue detectado con Neo-Fucsina, sustrato revelador de AP. Se realizó una 

contratinción con hematoxilina de Mayer 0,1% y las secciones fueron cubiertas con 

medio de montaje adecuado y cubreobjetos.  

El análisis se realizó por observación de las muestras en microscopio electrónico 

(Zeiss Axioscope) y la fotodocumentación fue realizada usando un sistema de análisis 

de imágenes digitales Zeiss KS400. 

 

2.10.  Producción de prostaglandina E (PGE) por Ovarios 

La producción de PGE, prostanoide de conocidos efectos sobre el sistema inmune, 

fue determinada por radioinmunoensayo en el extracto del medio de incubación de 

ovarios (sección 2.3.) como indicador de la producción de PGE por el tejido ovárico. 

La técnica se basa en aquella descripta por Cordo-Russo. Brevemente, los 

reactivos y las muestras fueron reconstituidos en el buffer de RIA Prostaglandinas 

(K2HPO4*3H2O 7.30 mM, K2HPO4 2.70 mM, NaCl 154 mM, albúmina bovina 7.14 

mM, azida sódica 15.38 mM,  PH 7,4). Las muestras y los estándares (100 μl) fueron 

incubados por 30 minutos con 500 μl del anticuerpo anti- PGE (Sigma Chemical Co, 

USA) a 4º C. Luego se agregaron 100 μl de PGE radioactiva ([5,6,8,9,11,12,14,15 (n)-
3H ]- PGE, 160Ci/ml; Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, USA) y se incubó por 1 hora 

a 4º C. Una vez transcurrida la hora, se agregaron 200 μl de carbón activado-dextrán 

(Carbón 1% / Dextrán 0,1%) en suspensión en buffer radioinmunoensayo (RIA) 

Prostaglandinas, se dejó en reposo por 10 minutos a 0º C y centrifugó a 2.000 g por 15 

minutos a 4º C (Sorvall RC-5B). El sobrenadante de centrifugación fue colectado en 



     
Materiales y Métodos 

 -49 - 

viales conteniendo líquido de centelleo y su radioactividad determinada en un contador 

de centelleo. Los resultados (pg PGE por tubo) se calculan a partir de una curva patrón 

de Prostaglandina (15-4.000 pg). La sensibilidad de la técnica en de 5 pg y los 

resultados fueron expresados en ng PGE / mg proteína. 

 

2.11. Determinación de la Concentración de glutatión total (GSH) en Ovario 

El GSH, metabolito antioxidante, fue determinado en los homogenatos de ovario 

(2.3). El método empleado (Tietze, 1969) se basa en la reacción de reducción del ácido 

5,5,-ditiobis-2 nitro benzoico (DTNB), llevada a cabo por el Glutation reducido (GSH), 

en medio reductor. Al reducirse, el DTNB forma compuestos coloreados, que es posible 

cuantificar espectrofotométricamente a 412 nm. La reacción es la siguiente: 

2 GSH + DTNB                      > GSSG  + 2 TNB 

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

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

Luego, 100 µl de muestra de homogenatos de ovarios de animales controles o 

hiperandrogenizados fueron combinados con 900 µl de buffer de homogeneización para 

estrés oxidativo, 50 µl de NADPH, 20 µl del reactivo de Ellman (DTNB) y, en último 

lugar, 20 µl de la enzima Glutation Reductasa. Se registró la absorbancia cada minuto 

durante los primeros 6 minutos, período en el cual la cinética de reacción fue lineal. Se 

determinó la pendiente de reacción que fue comparada con la de una reacción 

equivalente llevada a cabo con una concentración de GSH conocida. De esta manera, se 

estableció la concentración del metabolito, expresado como µmoles de GSH/ g tejido. 

 

2.12. Determinación de la Peroxidación Lipídica en Ovarios 

El aumento de las especies oxidantes y nitrosativas de la célula o disminución las 

especies antioxidantes puede llevar a desequilibrios en la homeostasis de óxido 

reducción celular. Esto desencadena reacciones de peroxidación de componentes 

celulares, entre ellos lípidos. En este proceso se generan subproductos, tales como el 
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malondialdehído (MDA), capaces de reaccionar con el ácido tiobarbitúrico (TBA) para 

dar un producto de color que puede ser cuantificado a 535 nm en espectrofotómetro. 

Estas propiedades son el fundamento de la técnica de cuantificación de sustancias 

reactantes con el ácido tiobarbitúrico (TBARS) (Buege y Aust, 1979).   

Brevemente, se incubaron 0.35 ml de los homogenatos de ovarios (2.3) con 0.65 

ml TBA 0,67 % (TCA 15% p/v, TBA 0.375 % p/v, HCl 0.25 N) por 20 minutos a 100º 

C. La reacción se detuvo por inmersión en hielo, leyéndose la absorbancia a 535 nm 

dentro de los siguientes 5 minutos. Se realizó una curva patrón con concentraciones 

conocidas de MDA y los resultados se expresaron como nmoles MDA / g tejido. 

 

2.13. Determinación de Catalasa en Ovarios 

La catalasa es una enzima antioxidante capaz de catalizar la descomposición de 

peróxido de hidrogeno en agua y oxígeno, por medio de la siguiente reacción:            

                     2 H2O2         
catalasa         2 H2O + O2 

La técnica tiene su fundamento en que el agua oxigenada absorbe luz a 240 nm, 

por lo cual su desaparición puede ser determinada por espectrofotometría a esa longitud 

de onda.   

Se diluyeron 0.1 ml de muestra en 3 ml de buffer fosfato 50 mM pH = 7,2 y se 

adicionaron 0.1 ml de peróxido de hidrogeno 3 M y se midió 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 

cálculos descriptos y fundamentados por Chance (1954):  

k´ x dilución  /  k x mg de proteína  =  [catalasa]  =  nmoles / mg de proteína 

Brevemente, a partir de la gráfica del log [H2O2] en función del tiempo se calculó 

la pendiente del gráfico (k´). k es una constante, cuyo valor en el presente modelo es 4.6 

x 10-7 M-1 s-1. 
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3. Estudios in vitro  

3.1. Cultivos Celulares e Incubaciones 

Se prepararon suspensiones de leucocitos de ganglio linfático de acuerdo a 

protocolos establecidos (Klecha y col., 2006). Para ello, se aislaron los ganglios 

retroperitoneales, axilares e intestinales de animales de entre 23 y 27 días de edad y se 

disgregaron mecánicamente por presión sobre una malla metálica con poro de 1 mm de 

diámetro. Para completar la disociación entre las células, se hizo circular la suspensión a 

través de  una jeringa con aguja 23 G. Se realizaron 3 lavados mediante centrifugación 

(1000 rpm, 10 minutos, 4º C) y resuspensión en medio completo RPMI-1640 (Sigma), 

luego de los cuales se cuantificó su número en un hemocitómetro y su viabilidad según 

el método de exclusión del Azul de Tripano (Fluka). Las células fueron resuspendidas 

en medio completo RPMI-1640 suplementado con 10 % de suero fetal bovino (SFB) 

inactivado por calor, 2 % de L-glutamina y 1 % de penicilina/ estreptomicina (Sigma) 

para alcanzar una concentración de 1 x 106 células/ml. 

Se preparó una solución madre de DHEA (0,4 M en Etanol, Sigma) a partir de la 

cual se realizaron diluciones en el medio de cultivo para alcanzar las concentraciones 

usadas: 0,1, 1 y 10 µM. Los cultivos controles fueron incubados con vehículo. Luego de 

una serie de experimentos se seleccionó a la concentración de DHEA 1 µM para su uso 

en los experimentos posteriores. 

Se realizaron incubaciones de 4, 21 y 48 horas de duración en una estufa de 

cultivo a 37º C en atmósfera humidificada de 95 % O2 : 5 % CO2.  

Finalizada la incubación se procesaron las muestras de acuerdo a los 

requerimientos de los distintos experimentos a realizar. En el momento se continuó con 

los protocolos de citometría de flujo para marcadores celulares de superficie y de 

apoptosis, de proliferación celular y de cuantificación de la actividad de la NOS, 

mientras que las muestras a utilizar en las determinaciones de citoquinas, glutatión y 

TBARS fueron recolectadas y conservadas a –70º C hasta su utilización.  
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3.2. Inmunomarcación y Detección por Citometría de Flujo 

Luego de la incubación, 0,5 x 106 células de cada muestra fueron transferidas a 

una placa de 96 pocillos de fondo redondo y se realizó la tinción de acuerdo al 

protocolo descripto en el punto (2.6.). Se realizaron 2 paneles distintos de anticuerpos 

(BD Bioscience) que se detallan en la tabla a continuación. La combinación de 

anticuerpos en la solución madre 1 fue elegida para estudiar células linfoideas, mientras 

que la de la solución madre 2, para el sistema inmune innato. Se realizó un control 

negativo en el que las células fueron incubadas con vehículo  

  

Solución 

Madre 

Antígeno de 

Superficie 

Fluorocromo 

 

 

1 

CD8 

VLA-4 

CD3 

LFA-1 

CD4 

CD25 

FITC 

PE 

PerCP-Cy5 

PE-Cy7 

APC 

APC-Cy7 

 

 

2 

F4/80 

VLA-4 

CD11b 

LFA-1 

CD11c 

FITC 

PE 

PerCP-Cy5 

PE-Cy7 

APC-Cy7 

 

Las células fueron lavadas dos veces y analizadas inmediatamente usando FACs 

Canto (Becton Dickinson). La compensación del citómetro de flujo se realizó 

previamente usando muestras  de células y de microesferas unidas a un único anticuerpo 

por vez. Se cuantificaron 100.000 eventos por muestra y los resultados fueron 
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analizados con el programa FlowJo 7.5 (TreeStar, Ashland, OR). El análisis fue llevado 

a cabo de manera convencional (2.6) seleccionando la población de interés de acuerdo a 

su granulosidad y tamaño y luego estudiando la distribución de las 6 fluorescencias 

determinadas. 

 Tanto el cuadrante como la ventana de análisis se conservaron a lo largo de toda 

la cuantificación. El análisis se realizó mediante gráficos de puntos (dot-plots) y el 

umbral se determinó de acuerdo a la fluorescencia observada en los controles negativos. 

Los resultados se expresaron como % de la población parental. 

 

3.3. Ensayo de Proliferación 

Para estudiar los efectos de la androgenización con DHEA sobre la proliferación 

celular se determinó la incorporación de timidina tritiada por parte de suspensiones 

celulares en ausencia y presencia de mitógenos (Klecha y col., 2006). Esta técnica tiene 

su fundamento en que la timidina es incorporada por células en división donde es usada 

para la síntesis de ADN, por lo cual la radiactividad intracelular es proporcional a los 

niveles de proliferación celular. Como mitógeno se utilizó Concanavalina A (ConA), 

lectina que, por su capacidad de unir glicoproteínas de superficie, interactúa con el TCR, 

activando así la proliferación de linfocitos T (Mukherjee y col., 2005) 

En una concentración de 3x105 las células fueron incubadas con diferentes 

concentraciones de DHEA en una placa de 96 pocillos (Nunc Multi-dish; San Diego, 

CA, USA) en las condiciones previamente especificadas. A las 4 horas de incubación se 

agregó vehículo (control) ó ConA (1 ug/ml, estimuladas) al medio de cultivo y 24 horas 

más tarde 1 µCi/pocillo de [3H]timidina ([3H]-TdT, NEN, AE 20 Ci/ mmol) a la 

totalidad de las muestras. A partir de entonces se continuó el cultivo por 72 horas, luego 

de las cuales se colectaron las muestras con un Harvester 96 (Tomtec, Orange, CT, 

USA). La radiactividad producto de la incorporación de timidina fue determinada por 

un contador de centelleo (Wallac, Ramsay, MN, USA), se asignó el valor de 1 unidad 

arbitraria (UA) a la radiactividad incorporada en promedio por el grupo control en 
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ausencia de ConA (control basal, cpm) y se expresaron los restantes valores como UA 

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

 

3.4. Determinación de Viabilidad, Apoptosis y Necrosis 

Para determinar el porcentaje de células viables, en apoptosis temprana y en 

apoptosis tardía ó necrosis se utilizó un kit comercial de Anexina V- Yoduro de 

Propidio (Calbiochem, Gibbstown, NJ, USA). La técnica se basa en que la fosfatidil-

serina, normalmente localizada en la cara citosólica 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 se utiliza anexina V conjugada con FITC para 

permitir su cuantificación por citometría de flujo. Por otro lado, para identificar células 

en apoptosis tardía o necrosis se utiliza el ioduro de propidio, agente intercalante del 

ADN que es impermeable a la membrana plasmática de células viables pero permeable 

a la de células necróticas o en apoptosis tardía y fluoresce al ser excitado a una longitud 

de onda de 480 nm. 

Los procedimientos fueron llevados a cabo de acuerdo al protocolo suministrado 

por el proveedor. Brevemente, luego de finalizar las incubaciones por 4 o 21 horas, 106 

células fueron lavadas (centrifugación 100 g por 5 minutos a temperatura ambiente), 

resuspendidas en Binding Reagent e incubadas con anexina V-FITC por 5 minutos a 

temperatura ambiente y oscuridad. Luego de lavar nuevamente, se resuspendió el pellet 

en Binding Buffer y se le adicionó 10 µl de YP por tubo. Las muestras fueron 

mantenidas en hielo y analizadas inmediatamente con FACScan (BD Biosciences). Se 

cuantificaron 50.000 eventos por muestra, los resultados fueron analizados con el 

programa WinMDI 2.8 y el número de células viables (anexina V- IP-), en apoptosis 

temprana (anexina V+ YP-) y en apoptosis tardía o necrosis (anexina V+ IP+) fue 

expresado como porcentaje del total. 

Como controles positivos de apoptosis y necrosis se incubaron células con 

dexametasona y con peróxido de hidrógeno respectivamente por 1 hora, mientras que 

como control negativo se usaron células sin incubar con anexina V e IP.  
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3.5. Determinación de las Interleuquinas 2 y 4 y el Interferón-gama en Medio 

de Cultivo 

Se incubaron leucocitos por 21 horas en las condiciones explicitadas con 

excepción del suero fetal bovino (SFB), que no fue usado en este ensayo para evitar su 

interferencia en la cuantificación de citoquinas y los medios de cultivo condicionados 

fueron conservados a -70º C hasta el ensayo para determinar la concentración de 

citoquinas. La misma se realizó usando el kit de ELISA Ready-Set Go (eBioscience, 

USA) para Th2/Th1 de ratón de acuerdo a las indicaciones del proveedor. Brevemente, 

placas pre-fijadas con anticuerpo contra conejo desarrollado en cabra fueron incubadas 

toda la noche con 100 μl de muestra o standard a 4° C. Luego, se agregaron 100 

μl/pocillo de diluyente e incubados a temperatura ambiente durante 2 horas. Después de 

aspirar y lavar 5 veces con diluyente, fue agregado el anticuerpo biotinilado contra la 

citoquina correspondiente de ratón e incubado por 1 hora a temperatura ambiente. 

Después de lavar 2 veces, las placas fueron incubadas con 100 μl/pocillo de 

avidina-peroxidasa diluida 1:250 durante 30 min. La reacción fue detenida mediante el 

agregado de 100 μl/pocillo de Stop Reaction y se midió la densidad óptica a 450 nm. La 

sensibilidad del test es de 0,78 pg/ml para cada citoquina. Los resultados fueron 

expresados como pg citoquina/ml suero. 

 

3.6.  Medición del Contenido de Glutation Total 

Con el fin de determinar el contenido de GSH en lisados de leucocitos, se adaptó 

el método descripto anteriormente (2.11.). Las muestras de células controles o 

incubadas con DHEA por 4 horas fueron lisadas mediante la técnica de congelado- 

descongelado. Luego se agregó TCA 5 % hasta alcanzar una concentración de TCA 

0,5 % y se centrífugo a 2500 rpm 10 minutos a 4° C. El pellet fue descartado mientras 

que 0.1 ml del sobrenadante fueron llevados a 1 ml con buffer fosfato 50 mM y usados 

en el momento para medir la concentración de glutation total. De igual manera que en el 

protocolo original se agregó a esta solución 50 µl de NADPH, 20 µl del reactivo de 
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Ellman (DTNB) y 20 µl de Glutation Reductasa, se observó la cinética por 6 minutos y 

se analizaron los resultados en relación a una curva patrón. Los resultados se expresaron 

como mmoles de GSH/ g de proteína. 

 

3.7. Actividad de la NOS 

Se determinó la actividad de la enzima óxido nítrico sintasa, que cataliza la 

reacción: 

                  

Arginina + O2        
NOS          Citrulina +  NO 

 

El NO se cuantificó como la síntesis de citrulina marcada (L-14C Citrulina), 

obtenida a partir de arginina marcada radiactivamente (L- 14C Arginina) (Knowles y col., 

1990), dado que ambos son sintetizados en cantidades equimolares. 

Brevemente, luego de 3 horas de incubación con DHEA ó vehículo, 107 células 

fueron resuspendidas en Krebs-Ringer buffer fosfato con glucosa (11 mM) como 

substrato externo y manteniendo la misma concentración de la hormona. Se incubaron a 

37° C con 10 µmol/l de L- 14C Arginina (0,3 µCi) por 1 hora. Luego las muestras fueron 

sonicadas en buffer conteniendo EGTA 10 mM, citrulina 0,1 mM, ditiotreitol  0,1 mM y 

HEPES 20 mM, pH 7,5 y centrifugadas por 10 minutos a 1.000 g. Los sobrenadantes 

fueron pasaron a través de una columna DOWEX AG50WX-8 (forma Na+). Se eluyó la 

L-14C Citrulina con 3 ml de agua destilada, y, por último, se contó la radiactividad en un 

contador く de centelleo líquido.  

 

3.8.  Análisis de Peroxidación Lipídica en Células Leucocitarias 

Se usó la técnica de TBARS, descripta previamente para su aplicación en tejido 

(2.3), para calcular el índice de peroxidación lipídica en leucocitos. En forma previa, se 

puso a punto el número de células necesario para obtener resultados compatibles con la 

sensibilidad de la técnica realizando el ensayo con 0.1, 1, 10 y 20 x 106 células. Se 
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seleccionaron 20 x 106 células por muestra, lo cual se hizo necesario agrupar cultivos de 

distintos animales. Se produjo la lisis de las células por el agregado de TCA 5%, para 

luego ser centrifugadas 10 minutos a 5.000 rpm, 4° C. 350 µl del sobrenadante fueron 

reservados para continuar ensayo de acuerdo al protocolo original mediante la adición 

de TBA 0,67 % e incubación a 100º C por 20 minutos. Los resultados fueron 

expresados como µmol MDA/107 células. 

 

4.1. Medición de la Concentración de proteínas 

La cuantificación de proteínas en los homogenatos de ovario y en los lisados 

celulares se realizó por el Método de Bradford. 

 

4.2. Análisis Estadístico 

El análisis estadístico fue realizado con el programa estadístico SPSS 17.0 (IBM, 

Chicago, IL). Las diferencias entre grupos los grupos experimentales y el control fueron 

evaluadas mediante la prueba no paramétrica de Mann Whitney U. El nivel de 

significancia fue establecido en p < 0.05. 
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3. RESULTADOS 

 

1. Estudios in vivo 

1.1. Establecimiento del Modelo para el Estudio de la Disfunción Ovárica 

En esta sección se estudiaron dos modelos de androgenización con DHEA que, 

como se explicó en materiales y métodos, difirieron en la edad de comienzo del 

tratamiento. En el protocolo 1 se comenzó el tratamiento a los 24 días de edad mientras 

en el protocolo 2 a los 30 días. A partir de la evaluación de la ciclicidad ovárica y de las 

características de la histología ovárica en ambos modelos se determinó la edad más 

adecuada para comenzar el tratamiento con DHEA. 

 

1.1.1. Evaluación del Ciclo Estral Durante el Tratamiento 

La oligo- anovulación es una de las principales afecciones reproductivas 

observadas en SOP, constituyendo además un síntoma clave en su diagnóstico.  En este 

modelo, las características citológicas de extendidos vaginales permitieron diferenciar 

los estadíos del ciclo estral y, mediante su seguimiento, obtener información sobre la 

ciclicidad ovárica.  

Debido a la juventud de los animales durante la etapa estudiada, el ciclo estral no 

se observó aún completamente establecido: los animales controles presentaron los 

distintos estadíos del ciclo, mostrando en algunos casos ciclos completos (figura 1.B). 

Por el contrario, los animales androgenizados presentaron en forma variable los estadíos 

de estro y metaestro (figura 1. A y C) con ausencia total de ciclos estrales completos a 

lo largo del tratamiento.  
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Figura 1: El tratamiento con DHEA indujo arresto del ciclo estral en las fases de 
estro y metaestro. El estadío del ciclo reproductivo se determinó por observación de las 
características citológicas del extendido vaginal. (A) Fotomicrografías representativas de los 
mismos para cada tratamiento muestran el aspecto al microscopio de los estadíos estro (izq.), 
con abundancia de escamas, y metaestro (der.) con presencia de linfocitos, escamas y algunas 
células redondas. Esquemas mostrando ejemplos representativos de la ciclidad en animales de 
los grupos control (B) y androgenizados (C). P= proestro; E= estro; M= metaestro y D= diestro. 
n = 15 por grupo.  
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Figura 2. El tratamiento con DHEA indujo la formación de quistes de origen 
folicular , visibles macro y microscópicamente. Las fotos de cortes histológicos de ovarios 
teñidos con H y E muestran el detalle de la pared de un folículo terciario del grupo control (A) y 
de un quiste folicular del grupo androgenizado (B). Los quistes se caracterizaron por presentar 
el aspecto de folículos de gran tamaño con la capa de células de la granulosa (cg) compacta y 
adelgazada y así como reducida capa de células de la Teca (ct) e infiltración celular (flecha) en 
el antro (an). Amplificación 200 X. 
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1.1.2. Morfología de los Ovarios 

El tratamiento con DHEA indujo la formación de quistes visibles en forma macro 

y microscópica. La morfología se estudió en forma detallada por observación al 

microscopio óptico de secciones histológicas de tejido ovárico teñidos con H&E. Se 

determinaron la profundidad de las capas de células de la granulosa y de la teca y el 

diámetro mayor de los quistes.  

 

Características de los ovarios quísticos: La androgenización indujo la formación 

de quistes de origen folicular, dado que mantuvieron los mismos componentes 

estructurales que los folículos ováricos aunque alterados (figuras 2 y 3). Los quistes 

desarrollaron tamaños mayores que los folículos antrales pertenecientes a ovarios 

controles, debido fundamentalmente al incremento en las dimensiones del antro (figura 

4.B, tabla 1). En su contorno presentaron la capa de células de la granulosa de 

profundidad dispar y  reducida comparada al control, con frecuencia presentando 

células desprendiéndose hacia el interior del antro (figura 3, tabla 1). Ambas 

características de las células de la granulosa son observadas en folículos atrésicos 

(Cheng y col., 2002; Hu y col., 2004). El grosor de la capa de células de la teca también 

se encontró disminuido en los folículos quísticos (tabla 1).  

Como se puede observar en la figura 3, los quistes presentaron forma irregular en 

comparación a la simetría esférica u oval característica de los folículos viables. 

Ocuparon gran proporción del ovario, extendiéndose desde la corteza hasta la médula. 

Asimismo, los ovarios quísticos presentaron una médula poco compacta, de tejido laxo 

y quebradizo al realizar los cortes histológicos. Los vasos sanguíneos observados en 

este área de gran irrigación presentaron una luz amplia (figura 3).  

Por otro lado, la distribución de los folículos se mantuvo cortical. Tanto en 

ovarios controles como en quísticos se observaron folículos en los distintos estadíos de 

desarrollo (figura 3. A y B), de acuerdo a su clasificación según criterios publicados 

(Cheng y col., 2002; Hu y col., 2004): folículos primarios, oocito rodeado de una única 

capa de células de la granulosa; folículos preantrales, oocito rodeado por 2 o más capas 

de células de la granulosa, carentes de antro; y antrales, presentan un antro entre las 

distintas capas de células de la granulosa que rodean al oocito.  
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Figura 3. La androgenización con DHEA produce mayor incidencia de quistes 
cuando los animales son tratados desde edades más tempranas. Las microfotografías 
muestran cortes histológicos de ovarios de animales controles (izquierda) y androgenizados 
(derecha), tratados con vehículo o DHEA por 20 días comenzando a los 23 días de edad (A): 
Protocolo 1, o a los 30 días de edad (B): Protocolo 2. En todos los casos, el análisis del tejido 
reveló la presencia de folículos en todos los estadíos de desarrollo, folículos atréticos y cuerpos 
lúteos. En ovarios de animales tratados con DHEA se observó la formación de quistes (QF) de 
características similares entre protocolos. Aumento 25 X.  
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Comparación de los protocolos de androgenización: La DHEA indujo una mayor 

incidencia de quistes cuando fue administrada desde una edad más temprana (figura 4. 

A, tabla 1). Esto se reflejó en que la totalidad de los animales tratados de acuerdo al 

protocolo 1 desarrollaron quistes mientras sólo el 71 % (5/7) de los tratados según el 

protocolo 2 lo hicieron. Mas aún, los animales que comenzaron el tratamiento más 

jóvenes presentaron mayor número de quistes por ovario (2.67 vs. 1.43 quistes/ovario 

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

Los quistes inducidos por ambos protocolos de androgenización fueron de 

similares características: tamaño incrementado y disminuido grosor de las capas de 

células de la teca y de la granulosa al compararlos con folículos antrales controles. Sin 

embargo, la morfología quística fue más severa en animales más jóvenes (protocolo 1) 

mostrando mayor tamaño de los quistes (figura 4.B) y disminución en las capas de la 

granulosa y teca (tabla 1), lo cual indicaría que serían más sensibles a la 

androgenización.  

De acuerdo a la frecuencia y características de los quistes observados en los 

distintos grupos, se seleccionó para realizar los restantes experimentos in vivo en esta 

tesis el protocolo 1, tratamientos con DHEA por 20 días a partir del día 24 de edad. 
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Figura 4. La androgenización con DHEA produce mayor incidencia de quistes 
cuando los animales son tratados a edades más jóvenes. Gráficos de barras mostrando las 
diferencias más salientes entre los protocolos: (A) número de quistes por ovario y (B) el tamaño 
promedio de los quistes o del mayor folículo en los controles. Tabla 1. Resumen de los 
resultados del análisis morfométrico de las secciones histológicas. Las barras y valores 
representan la media + ESM. n = 7. * p< 0.05;  ** p < 0.01. Mann Whitney U Test. 
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1.2. Efectos Sistémicos Inducidos por la Androgenización con DHEA: 

Inflamación Crónica 

La inflamación crónica consiste en un estado de activación crónica del sistema 

inmune que se manifiesta en un aumento de los niveles séricos de citoquinas 

inflamatorias y alteraciones en la función y frecuencia de los leucocitos de sangre 

periférica (Sathyapalan y col., 2010). 

Existe evidencia controvertida acerca de la conexión entre la inflamación crónica 

y la disfunción neuroendócrina en SOP, siendo la primera atribuida frecuentemente a las 

alteraciones metabólicas asociadas a este síndrome: resistencia a la insulina, 

metabolismo lipídico y distribución de la grasa corporal.  

En esta sección se estudiaron en el modelo de androgenización con DHEA 

parámetros metabólicos, endócrinos e inmunes claves para reproducir el estado de 

inflamación crónica presente en SOP. 

 

1.2.1. Parámetros Metabólicos: Ganancia de Peso, Niveles de Glucosa e 

Insulina  

La poliquistosis ovárica se ha visto asociada a un amplio rango de alteraciones 

metabólicas (Hanh y col., 2005). Las observadas más frecuentemente son la obesidad, 

resistencia a la insulina y dislipidemia, con aproximadamente un 30% de incidencia de 

síndrome metabólico (Perfumo, 2003). Por estos motivos se estudió la ganancia de peso 

durante el tratamiento de androgenización y el metabolismo de la glucosa e insulina 

luego de 20 días de administración de DHEA.  

Dado que el período estudiado corresponde a la maduración desde la etapa 

peripuberal a la etapa adulta, va acompañado de un crecimiento en el tamaño corporal 

que se reflejó en ganancia de peso para ambos grupos. Sin embargo, el incremento de 

peso fue significativamente mayor en animales androgenizados que en animales 

controles (figura 5.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 un monitor, y de insulina en suero, por ELISA. 

Ambos compuestos se encontraron significativamente incrementados en animales 

androgenizados con respecto a los controles (figura 5. B y C), indicando una alteración 

de la glucemia en ayunas. A partir de los valores de glucosa e insulina obtenidos se 

determinaron los parámetros del modelo de homeostasis HOMA-IR. El aumento 

significativo de los valores de HOMA-IR en animales androgenizados con respecto a 

los controles (tabla 2) indicó una mayor resistencia a la insulina inducida por el 

tratamiento con DHEA.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.A: El tratamiento con DHEA incrementó la ganancia de peso y los niveles 
circulantes de insulina y glucosa en ayunas. (A) El gráfico de líneas muestra la ganancia en 
peso a lo largo del tratamiento. Los puntos representan la media + ESM. n = 7. * p< 0.05, ** p < 
0.005, control vs. DHEA; ## p < 0.005 peso 25 días vs. 43 días de edad. Mann Whitney U Test.    
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Figura 5.B-C: El tratamiento con DHEA incrementó la ganancia de peso y los niveles 
circulantes de insulina y glucosa en ayunas. Los gráficos de barras muestran la concentración 
insulina en suero (B-izq) y glucosa en sangre (C-der) de animales controles y androgenizados. 
Las barras representan la media + ESM. n = 7. * p< 0.05, ** p < 0.005, control vs. DHEA; ## p 
< 0.005 peso 25 días vs. 43 días de edad. Mann Whitney U Test.    

 

 Control DHEA 

Edad (días) 44.00 + 0.03 44.00 + 0.02 

Peso (g) 17.61 + 0.32 18.74 + 0.45* 

Glucosa en ayunas (mmol/l) 4.13 + 0.26 7.32 + 0.83** 

Insulina en ayunas (pm/l) 22.5 + 5.3 52.8 + 15.1* 

HOMA-IR 0.21 + 0.05 0.96 + 0.33** 

 

Tabla 2: Resumen de los efectos de la DHEA sobre los parámetros 
metabólicos estudiados. Los valores representan la media + ESM. n = 7, 2 réplicas. * p 
< 0.05, ** p < 0.005. Mann Whitney U Test. 
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1.2.2. Parámetros Endócrinos: Niveles Séricos de Estradiol 

El SOP es un desorden endócrino caracterizado por altos niveles de andrógenos. 

El modelo de androgenización con DHEA reproduce el hiperandrogenismo (Henmi y 

col. 2001; Muniyappa y col., 2008) y presenta además altos niveles de estrógenos. Los 

mismos correlacionan en forma más adecuada con la incidencia de quistes y, por poseer 

además acciones inmunoreguladoras (Deshpande y col., 2000), resultan de gran 

relevancia en el presente estudio. 

Los niveles séricos de estradiol sérico, determinados por ELISA, fueron 

significativamente mayores en los animales androgenizados comparados a los controles 

(figura 6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Los niveles de estradiol sérico fueron incrementados por el tratamiento 
con DHEA. Gráfico de barras mostrando la concentración de estradiol en suero de animales 
controles y androgenizados. Las barras representan la media + ESM. n = 7. * p< 0.05. Mann 
Whitney U Test.    

 

N
iv

e
le

s 
S

ér
ic

o
s 

de
 E

st
ra

d
io

l (
pg

/m
l) 

10

20

Niveles de Estradiol como indicador de la formación de quistes ováricos

*

N
iv

e
le

s 
S

ér
ic

o
s 

de
 E

st
ra

d
io

l (
pg

/m
l) 

10

20

Niveles de Estradiol como indicador de la formación de quistes ováricos

*



     
Resultados 

 -69 - 

1.2.3. Niveles Plasmáticos de Células Inmunes 

Entre los indicadores de inflamación crónica encontrados en SOP se observaron 

niveles elevados de leucocitos plasmáticos (Orio y col., 2005; Benson y col., 2007). 

Para estudiar el efecto de la hiperandrogenización sobre las poblaciones leucocitarias, se 

determinó por citometría de flujo la frecuencia de células NK (CD49b+) y su 

subpoblación, NKT CD4+ como componentes del sistema inmune innato, así como la 

fracción de células CD4+, primer eslabón en la respuesta inmune adaptativa, en las 

cuales se observó además la expresión de CD25 como marcador de activación.  

Los animales hiperandrogenizados presentaron niveles moderadamente mayores 

pero no significativos de células NK (CD49b+) en plasma (figura 7.A) conjuntamente 

con un incremento significativo de la subpoblación de NK CD4+ (NKT), en relación a 

las frecuencias observadas en animales controles (figura 7.B). 

Asimismo, los animales tratados con DHEA mostraron un aumento en la fracción 

de células CD4+ (figura 8) las cuales expresaron CD25 en mayor proporción (figura 9), 

indicando un mayor número de células Thelper activadas.  

Ambos resultados indicarían una activación a nivel sistémico de la respuesta 

inmune innata y adaptativa. Para complementar estos resultados se estudió la 

producción de citoquinas por parte de célula peritoneales.  
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Figura 7: Los animales hiperandrogenizados mostraron niveles incrementados de 
células NK y NKT. Los gráficos de barras muestran los niveles de células (A) CD49b+ (NK) y 
(B) CD49b+CD4+ (NKT) plasmáticos de animales controles y androgenizados. (C) Histogramas 
de frecuencia representativos de los resultados obtenidos en la cuantificación del marcador de 
NK: CD49b por citometría de flujo para los controles 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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Figura 8: Los animales hiperandrogénicos mostraron niveles elevados de células 
CD4+ plasmáticas. El gráfico de barras (A) muestra los niveles de células CD4+ plasmáticos en 
animales controles y androgenizados. (B) Histogramas de frecuencia representativos de los 
resultados obtenidos en la citometría 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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Figura 9: La androgenización indujo la expresión de CD25 en células CD4+ 
plasmáticas. El gráfico de barras (A) muestra la expresión de CD25 en células CD4+ 
plasmáticos de animales controles y androgenizados. (B) Histogramas de frecuencia 
representativos de los resultados obtenidos en la citometría 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. Producción ex vivo de Citoquinas por Parte de Células Peritoneales 

La cavidad peritoneal comprende un microambiente específico, con gran cantidad 

de macrófagos y de sus productos de secreción. El fluido peritoneal se origina como un 

exudado del ovario y mantiene un amplio área de intercambio con el plasma a través del 

peritoneo que es permeable a moléculas pequeñas (Koninckx y col., 1998). Por estos 

motivos, las citoquinas producidas por células peritoneales integrarían en un único 

ambiente la respuesta inmune alterada por la disfunción ovárica a nivel local y por la 

inflamación crónica sistémica. 

Las células peritoneales fueron estimuladas ex vivo con PMA por 24 horas y la 

concentración de citoquinas inflamatorias en el medio de cultivo determinadas por la 

técnica de CBA. Se estudió un amplio rango de citoquinas de origen, principalmente, 

innato. Entre las mismas, el TNF-α e IFN-け son clasificadas como citoquinas de tipo 1 y 

las citoquinas IL-6 e IL-10 de tipo 2, mientras que MCP-1 y IL-12p70 son secretadas 

por macrófagos y células dendríticas. 

En el grupo androgenizado se observó una mayor secreción de la totalidad de las 

citoquinas estudiadas comparado al grupo control. El incremento en la síntesis de todos 

los tipos de citoquinas indica una activación generalizada de la respuesta inmune, que se 

corresponde con las características de la inflamación crónica sistémica e induciría un 

ambiente pro-inflamatorio para los ovarios. 
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Figura 10: La androgenización con DHEA estimuló la secreción de citoquinas por 
parte de células peritoneales. (A-F) Los gráficos de barras muestran la concentración de la 
citoquina indicada en el medio de cultivo de células provenientes de animales controles y 
androgenizados estimuladas con PMA/ionomicina. Las barras representan la media + ESM. n = 
6. * p < 0.05. Mann Whitney U Test. (G) Gráficos de puntos representativos de las resultados de 
CBA para animales control y androgenizados con DHEA. De arriba hacia abajo, las nubes 
corresponden a las citoquinas: IL-6, IL-10, MCP-1, IFN-γ, TNF-α y IL-12p70.  
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1.3. Efectos Locales de la Hiperandrogenización con DHEA:  

Regulación Inmune de la Función Ovárica 

El sistema inmune cumple una importante función regulatoria a nivel del ovario, 

encontrándose implicado en procesos tales como maduración folicular, atresia y 

ovulación (Brannstrom y Norman 1993; Brannstrom y col.. 1994; Bukulmez y Arici 

2000). Asimismo, numerosa evidencia ha mostrado la presencia de un ambiente inmune 

alterado en los ovarios de mujeres poliquísticas (Gallinelli y col., 2003). 

En la presente sección se analizaron la expresión de moléculas de adhesión y los 

tipos celulares presentes y su localización en ovario. Además se estudió la producción 

de EROs y PGE como mediadores de la respuesta inmune. 

 

1.3.1. Expresión de Moléculas de Adhesión y Presencia de Células Inmunes 

en el Ovario  

Dado el rol regulatorio del sistema inmune sobre el ovario se estudió la expresión 

de VCAM-1 e ICAM-1 como moléculas de adhesión implicadas en la quimiotaxis y 

extravasación leucocitaria y en los mecanismos de señalización intracelulares. 

Asimismo, se determinaron la presencia y la localización de células dendríticas, 

macrófagos y células CD4+ en ovario, como componentes claves en la sincronización de 

la respuesta inmune local. 
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Expresión Fisiológica de la Molécula de Adhesión Vascular (VCAM)-1 

  

 

Figura 11: Localización de VCAM-1 en ovarios controles. La foto (A) muestra una 
sección de tejido ovárico representativa del grupo control teñida inmunohistoquímicamente para 
VCAM-1 (rosa). Las amplificaciones muestran detalles de (B) folículos en distintas etapas de 
desarrollo, (C) un folículo antral y (D) la vasculatura medular. La tinción se observó en el 
endotelio de vasos sanguíneos y en células de la granulosa de folículos pequeños. Amplificación 
25 X en (A) y 200 X en (B), (C) y (D), contratinción hematoxilina. n = 6; réplicas = 2. 
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Expresión de VCAM-1 en Ovarios Poliquísticos 

 

Figura 12: Localización de VCAM-1 en ovarios de animales androgenizados. La foto 
(A) muestra una sección de tejido ovárico representativa del grupo DHEA teñida 
inmunohistoquímicamente para VCAM-1 (rosa). Las amplificaciones muestran detalles de (B) 
folículos en distintas etapas de desarrollo, (C) un folículo quístico y (D) la vasculatura medular. 
La tinción se observó en la capa de células de la Teca de todos los folículos en desarrollo, en la 
capa de las células granulosa de los quistes y en el endotelio de vasos sanguíneos. 
Amplificación 25 X en (A) y 200 X en (B), (C) y (D), contratinción hematoxilina. n = 6; 
réplicas = 2. 
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Expresión de VCAM-1 en ovarios: En los ovarios de animales controles, no se 

observó expresión de la Molécula de Adhesión Celular Vascular (VCAM)-1 en las 

capas de células de la teca y de la granulosa en ninguno de los estadíos del desarrollo 

folicular observados (figura 11. A-C), con excepción de células de la granulosa de un 

limitado número de folículos pre-antrales de pequeño tamaño (menores a 300 µm). 

En los animales androgenizados, el análisis del tejido reveló la expresión de 

VCAM-1 en las células de la teca de todos los folículos y quistes ováricos. 

Conjuntamente, se observó una intensa expresión en la capa de las células de la 

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

En el caso de existir cuerpos lúteos en el tejido, la expresión de VCAM-1 

observada en las células luteales fue baja. Tanto en ovarios de animales androgenizados 

como controles el endotelio de la vasculatura medular mostró una intensa expresión de 

VCAM-1 (figuras 11. y 12. D). 

La alta expresión de VCAM-1 tanto en folículos normales como quísticos de 

animales androgenizados sugiere un rol protagónico para esta molécula en la 

patogénesis de SOP.  

 

Expresión de ICAM-1 en ovarios: los tejidos de animales controles y 

androgenizados revelaron una moderada expresión de ICAM-1 en la capa de las células 

de la teca de folículos en los distintos estadíos de desarrollo (figuras 13 y 14. A y B).  

En el reducido grupo de folículos antrales pequeños que expresaron VCAM-1 en 

células de la granulosa, se observó también expresión de ICAM-1 (figura 13. A-C). En 

los cuerpos lúteos, se observó tinción para ICAM-1 en células luteales y de mayor 

intensidad que para VCAM-1. Por último, la expresión de ICAM-1 en el endotelio 

vascular medular de ambos grupos fue alta (figura 13 y 14. D). 

Finalmente, se observó una alta expresión de ICAM-1 en células de la capa de la 

granulosa del quiste y en células infiltrantes a la misma (figura 14. A y C). 
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Expresión Fisiológica de Molécula de Adhesión Intracelular (ICAM)-1 

 

 

Figura 13: Localización de ICAM-1 en ovarios de animales controles. La foto (A) 
muestra una sección de tejido ovárico representativo del grupo control, teñido 
inmunohistoquímicamente para ICAM-1 (rosa). Las amplificaciones muestran detalles de (B) 
folículos en distintas etapas de desarrollo, (C) un folículo antral y (D) la vasculatura medular. 
La tinción se observó en bajos niveles en la capa de células de la Teca, en el estroma ovárico y 
células de la granulosa que expresaran VCAM-1, y, en con mayor intensidad en el endotelio de 
vasos sanguíneos. Amplificación 25 X en (A) y 200 X en (B), (C) y (D), contratinción 
hematoxilina. n = 6; réplicas = 2. 
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Expresión de ICAM-1 en Ovarios Poliquísticos 

 

 

Figura 14: Localización de ICAM-1 en ovarios de animales tratados con DHEA. La 
foto (A) muestra una sección de tejido ovárico representativa del grupo androgenizado donde 
ICAM-1 (rosa) fue detectado por inmunohistoquímica. Las amplificaciones muestran detalles de 
(B) folículos en distintas etapas de desarrollo, (C) un quiste folicular y (D) la vasculatura 
medular. La expresión de ICAM-1 se observó principalmente en la capa de células de la Teca, 
en el estroma ovárico y en mayor intensidad en células de la granulosa de los quistes y en el 
endotelio de vasos sanguíneos. Amplificación 25 X en (A) y 200 X en (B), (C) y (D), 
contratinción hematoxilina. n = 6; réplicas = 2. 
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Presencia y localización de células dendríticas en ovarios: las células dendríticas 

fueron caracterizadas por la expresión del receptor CD11c. Se observó un número muy 

reducido de células CD11c+ tanto en ovarios controles como en aquellos provenientes 

de animales androgenizados. En ambos casos, las células dendríticas se encontraron en 

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

 

Presencia y localización de células MHCII+ en ovarios: Las células que 

expresan MHCII son las conocidas como células presentadoras de antígenos, 

tradicionalmente células dendríticas, células B y macrófagos. En la sección anterior se 

observó que el número de células dendríticas en ovario es muy bajo y de distribución 

extra-folicular (intersticial). Por otro lado la presencia de linfocitos B en ovarios 

murinos ha sido reportada como escasa mientras que la de macrófagos 

considerablemente cuantiosa (Bukulmez y Arici, 2000). Por estos motivos, se utilizó el 

receptor MHCII como marcador de macrófagos en ovario.  

El análisis de las secciones de ovarios reveló una alta frecuencia de células 

MHCII+ en ovarios controles y androgenizados. En ambos grupos se los observó 

localizados principalmente en la capa de células de la teca de los folículos en distintos 

estadíos de desarrollo, infiltrando hacia la granulosa solo en los folículos pequeños 

antes mencionados que expresaran ICAM-1 (figura 16. y 17. A y B) y, en el caso de 

encontrarse cuerpos lúteos, entre las células luteales.  

Asimismo, en ovarios de animales androgenizados se observó una cuantiosa 

infiltración de células MHCII+ en las capas de la teca y de la granulosa y en el antro de 

los quistes (figura 17.B). 

Por último, tanto en ovarios de animales tratados con vehículo como con DHEA, 

se observó distribución de células MHCII+ en la porción intersticial y en la periferia de 

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

 

 

Figura 15: Las células dendríticas ováricas no modificaron su número y localización 
por efecto de la androgenización. Las fotos muestran secciones de ovarios representativas para 
los animales tratados con (A) vehículo ó (C) DHEA, en las cuales se detectó la presencia de 
células dendríticas (CD11c+, rosa) por la técnica de inmunohistoquímica. Las ampliaciones (B y 
D) muestran células  dendríticas (punta de flecha) agrupadas o individuales ubicadas en el tejido 
conectivo. La tinción se observó en muy baja frecuencia Amplificación 25 X (A) y (C), 100 X 
(B) y (D). Contratinción hematoxilina. n = 6; réplicas = 2. 
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Localización Fisiológica de Células MHCII+  en Ovarios 

 

 

Figura 16: Localización de células MHCII+ en ovarios. La foto (A) muestra una 
sección de tejido ovárico representativo del grupo control, en los que se realizó la 
inmunomarcación de MHCII (rosa). Las amplificaciones muestran detalles de (B) folículos en 
distintas etapas de desarrollo, (C) un folículo antral y (D) la vasculatura medular. Se observó 
alto número de células MHCII+ en el ovario. Las mismas se localizaron 
en la capa de células de la Teca de folículos en distintos estadíos, infiltrando en la granulosa de 
algunos folículos pre-antrales, en el estroma ovárico y endotelio de vasos sanguíneos. 
Amplificación 25 X en (A) y 200 X en (B), (C) y (D), contratinción hematoxilina. n = 6; 
réplicas = 2. 
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Localización de Células MHCII+ en Ovarios Poliquísticos 

 

 

Figura 17: Localización de células MHCII+ en ovarios quísticos. La foto (A) muestra 
una sección de tejido ovárico representativo del grupo de animales androgenizados, en los que 
se realizó la inmunomarcación de MHCII (rosa). Las amplificaciones muestran detalles de (B) 
folículos en distintas etapas de desarrollo, (C) un quiste folicular y (D) la vasculatura medular. 
Se observó una alta infiltración de células MHCII+ en la granulosa y antro de los quistes y, al 
igual que en controles, localizadas en la capa de células de la Teca de folículos en distintos 
estadíos, en el estroma ovárico y endotelio de vasos sanguíneos. Amplificación 25 X en (A) y 
200 X en (B), (C) y (D), contratinción hematoxilina. n = 6; réplicas = 2. 
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Presencia y localización de células CD4+ en ovarios: Tanto en ovarios de 

animales controles como androgenizados, los linfocitos CD4+ se encontraron en menor 

número que los macrófagos. Se localizaron principalmente en el intersticio en la 

periferia de los vasos sanguíneos, en el caso de que hubiera cuerpo lúteo entre las 

células luteales y, en menor medida, infiltrando las capas de células de la teca. Al igual 

que las células MHCII+, en los casos excepcionales en que se expresara VCAM-1 e 

ICAM-1 en células de la granulosa de folículos pequeños se encontraron también 

células CD4+ infiltrando hacia las capas de células de la granulosa.  

Por su parte, en los quistes, se observó una cuantiosa infiltración de estos 

linfocitos tanto hacia el antro como entre las células de la granulosa (figura 19.C).  
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Localización Fisiológica de Células CD4+ en Ovarios 

 

 

Figura 18: Localización de células CD4+ en ovarios. La foto (A) muestra una sección 
de tejido ovárico representativo del grupo control, en los que se realizó la inmunomarcación de 
CD4 (rosa). Las amplificaciones muestran detalles de (B) folículos in distintas etapas de 
desarrollo, (C) un folículo antral y (D) la vasculatura medular. Las células CD4+ ováricas se 
localizaron en la capa de células de la teca de folículos en distintos estadíos, infiltrando en la 
granulosa de bajo número folículos pre-antrales y del cuerpo lúteo, en el estroma ovárico y 
periféricos a vasos sanguíneos. Amplificación 25 X en (A) y 200 X en (B), (C) y (D), 
contratinción hematoxilina. n = 6; réplicas = 2. 
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Localización de Células CD4+ Ovarios Poliquísticos 

 

 

Figura 19: Localización de células CD4+ en ovarios de animales 
hiperandrogénicos. La foto (A) muestra una sección de tejido ovárico representativo 
del grupo androgenizado, en los que se realizó la inmunomarcación de CD4 (rosa). Las 
amplificaciones muestran detalles de (B) folículos en distintas etapas de desarrollo, (C) 
un folículo quístico y (D) la vasculatura medular. Las células CD4+ ováricas se 
encontraron infiltrando las capas de células de la teca y granulosa y el antro de los 
quistes, en la capa de células de la teca de folículos en distintos estadíos, en el estroma 
ovárico y periféricos a vasos sanguíneos. Amplificación 25 X en (A) y 200 X en (B), 
(C) y (D), contratinción hematoxilina. n = 6; réplicas = 2. 



     
Resultados 

 -88 - 

1.3.2. Homeostasis de Óxido- Reducción en el Tejido Ovárico 

La producción de EROs en el tejido ovárico se ha encontrada involucrada en la 

modulación de procesos tanto fisiológicos, como patológicos o inmunes (Bonello y col., 

1996; Minegishi y col., 2002). Se estudiaron los efectos de la hiperandrogenización 

sobre la homeostasis de óxido reducción en el ovario determinando por métodos 

colorimétricos al contenido de glutatión y la actividad de la catalasa como mecanismos 

antioxidantes y cuantificando la formación de peróxidos lipídicos como indicador del 

daño oxidativo tisular. 

Tanto los niveles de glutatión como la actividad de la catalasa, se encontraron 

disminuidos en los tejidos de animales tratados con DHEA (figura 20.A y B) marcando 

una menor capacidad de neutralizar EROs. Asimismo, los productos de peroxidación 

lipídica en los ovarios se vieron incrementados por el tratamiento de androgenización. 

Estos resultados muestran una disminución de las defensas antioxidantes tisulares que 

junto con el aumento observado en la oxidación de componentes lipídicos, evidenciaría 

una alteración de la homeostasis de óxido-reducción hacia un estado de estrés oxidativo.  
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Figura 20: La hiperandrogenización aumentó el estrés oxidativo ovárico. Los 
gráficos muestran los niveles de GSH intracelular (A), de actividad de la Catalasa (B) y del 
Índice de Peroxidación Lipídica (C) en ovarios de animales controles y androgenizados. Las 
barras representan la media + ESM. n = 7. ** p < 0.005 y *** p < 0.0005. Mann Whitney U 
Test. 
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1.3.3. Producción de Prostaglandina E2 por parte del Ovario 

Las prostaglandinas, además poseer efectos inmunoregulatorios (Harris y col., 

2002) están involucradas en diversas funciones ováricas (Husein y Kridli, 2003; Medan 

y col., 2003)). Por estos motivos se determinó la producción ovárica de PGE2, mediante 

la técnica de radioinmunoensayo. Los tejidos de animales androgenizados produjeron 

niveles de PGE significativamente menores comparados a los tejidos del grupo control 

(figura 21).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21: La androgenización con DHEA suprimió la producción de PGE2 por 
parte de los ovarios. Los gráficos muestran los niveles de PGE liberados al medio de cultivo 
por ovarios de animales controles y androgenizados. Las barras representan la media + ESM. n 
= 5. ** p< 0.005. Mann Whitney U Test. 
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2. Estudios in Vitro 

Efectos Directos de la DHEA sobre Células Inmunes 

En esta sección se estudiaron mediante cultivos de leucocitos los efectos directos 

de la DHEA sobre diversos parámetros de diferenciación y funcionalidad de las células 

inmunes para poder diferenciarlos de los efectos ocasionados por las alteraciones 

endócrinas y metabólicas in vivo. 

 

2.1. Expresión de Marcadores de Activación y Moléculas de Adhesión en 

Poblaciones Celulares Claves para la Respuesta Inmune 

La activación y diferenciación linfocitaria involucran cambios en la expresión de 

proteínas de membrana, que pueden ser cuantificados por citometría de flujo para ser 

usados como marcadores de estos procesos. Dado que la administración de DHEA in 

vivo afectó la infiltración linfocitaria en ovarios y aumentó la fracción de células T 

helper circulantes (figura 8, 9, 16-19), se estudió la capacidad de inducir en forma 

directa la expresión de moléculas de adhesión y marcadores de activación sobre 

distintas poblaciones celulares en cultivos tratados por 21 horas en un primer grupo y, 

dado que la complejidad del proceso de activación puede requerir tiempos mayores, en 

un segundo grupo se prolongaron las incubaciones a 48 horas. La expresión de 

receptores de interés luego de los distintos períodos de incubación con la hormona 

fueron estudiados por citometría de flujo y se observaron los cambios producto del 

tiempo de cultivo (independientes del tratamiento) comparando la expresión de 

marcadores celulares a las 21 y 48 horas.  
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Tabla 3: Resumen de la expresión de moléculas de adhesión y marcadores de 
superficie en subpoblaciones de células T CD4+ luego de 21 (A) y 48 (B) horas de incubación 
con medio de cultivo control o con concentraciones crecientes de DHEA. Valores expresados 
como porcentaje del cuadrante parental. n = 6 por grupo. * p< 0.05, ** p< 0.01 Mann Whitney 
U Test. 

Caracterización de células CD4+

85,60 ± 1,2287,18 ± 0,9188,60 ± 0,6288,60 ± 0,71LFA-1+ (% CD4+)

9,64 ± 0,359,43 ± 0,429,36 ± 0,269,49 ± 0,46CD25+ (% CD4+)

7,93 ± 0,328,15 ± 0,298,25 ± 0,538,92 ± 0,45CD25+ LFA-1+ (% VLA-4+)

4,67 ± 0,17*4,84 ± 0,19*5,10 ± 0,25*4,45 ± 0,10VLA-4+ (% CD4+)

8,26 ± 0,348,37 ± 0,378,40 ± 0,198,49 ± 0,38CD25+ LFA-1+ (% VLA-4-)

95,33 ± 0,17*95,16 ± 0,19*94,90 ± 0,25*96,55 ± 0,10VLA-4 - (% CD4+)

69,82 ± 0,1869,86 ± 0,1869,74 ± 0,1369,72 ± 0,19CD4+ (% células T)

74,08 ± 0,9673,32 ± 1,1874,20 ± 1,1374,15 ± 1,02CD3+ (% linfocitos)

1010,10

Concentración de DHEA (μM)A. 21 horas

Marcadores Celulares

85,60 ± 1,2287,18 ± 0,9188,60 ± 0,6288,60 ± 0,71LFA-1+ (% CD4+)

9,64 ± 0,359,43 ± 0,429,36 ± 0,269,49 ± 0,46CD25+ (% CD4+)

7,93 ± 0,328,15 ± 0,298,25 ± 0,538,92 ± 0,45CD25+ LFA-1+ (% VLA-4+)

4,67 ± 0,17*4,84 ± 0,19*5,10 ± 0,25*4,45 ± 0,10VLA-4+ (% CD4+)

8,26 ± 0,348,37 ± 0,378,40 ± 0,198,49 ± 0,38CD25+ LFA-1+ (% VLA-4-)

95,33 ± 0,17*95,16 ± 0,19*94,90 ± 0,25*96,55 ± 0,10VLA-4 - (% CD4+)

69,82 ± 0,1869,86 ± 0,1869,74 ± 0,1369,72 ± 0,19CD4+ (% células T)

74,08 ± 0,9673,32 ± 1,1874,20 ± 1,1374,15 ± 1,02CD3+ (% linfocitos)

1010,10

Concentración de DHEA (μM)A. 21 horas

Marcadores Celulares

57,98 ± 2,4260,87 ± 1,9061,20 ± 1,90*58,01 ± 1,19LFA-1+ (% CD4+)

12,91 ± 1,11**11,94 ± 0,37**11,15 ± 0,72*9,30 ± 0,40CD25+ (% CD4+)

25,12 ± 1,11*24,60 ± 1,08*22,42 ± 1,4819,9 ± 1,4CD25+ LFA-1+ (% VLA-4+)

1,91 ± 0,07*1,87 ± 0,09*1,88 ± 0,08*1,59 ± 0,10VLA-4+ (% CD4+)

10,00 ± 0,89*9,52 ± 0,50*9,02 ± 0,617,54 ± 0,33CD25+ LFA-1+ (% VLA-4-)

98,09 ± 0,07*98,14 ± 0,09*98,13 ± 0,08*98,41 ± 0,10VLA-4 - (% CD4+)

70,83 ± 0,2870,66 ± 0,2270,53 ± 0,2870,74 ± 0,24CD4+ (% células T)

76,08 ± 0,5875,86 ± 0,6175,88 ± 0,5075,76 ± 0,54CD3+ (% linfocitos)

1010,10

Concentración de DHEA (μM)B. 48 horas

Marcadores Celulares

57,98 ± 2,4260,87 ± 1,9061,20 ± 1,90*58,01 ± 1,19LFA-1+ (% CD4+)

12,91 ± 1,11**11,94 ± 0,37**11,15 ± 0,72*9,30 ± 0,40CD25+ (% CD4+)

25,12 ± 1,11*24,60 ± 1,08*22,42 ± 1,4819,9 ± 1,4CD25+ LFA-1+ (% VLA-4+)

1,91 ± 0,07*1,87 ± 0,09*1,88 ± 0,08*1,59 ± 0,10VLA-4+ (% CD4+)

10,00 ± 0,89*9,52 ± 0,50*9,02 ± 0,617,54 ± 0,33CD25+ LFA-1+ (% VLA-4-)

98,09 ± 0,07*98,14 ± 0,09*98,13 ± 0,08*98,41 ± 0,10VLA-4 - (% CD4+)

70,83 ± 0,2870,66 ± 0,2270,53 ± 0,2870,74 ± 0,24CD4+ (% células T)

76,08 ± 0,5875,86 ± 0,6175,88 ± 0,5075,76 ± 0,54CD3+ (% linfocitos)

1010,10

Concentración de DHEA (μM)B. 48 horas

Marcadores Celulares
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Células T 

La fracción de células T (CD3+), Th (CD4+CD3+) y T supresoras/citotóxicas 

(CD8+CD3+) no fueron afectadas por los tratamientos con DHEA por 21 ni por 48 horas 

de incubación, sin embargo. Al comparar los cultivos a ambos tiempos, se observó una 

tendencia al aumento de la fracción de células T. Si bien esta tendencia no alcanzó 

niveles significativos, sin embargo se reflejó en un incremento moderado pero 

significativo de la fracción de células T CD4+ a las 48 horas (Tabla 3.a y b), mientras 

que la frecuencia de células CD8+ se mantuvo constante (Tabla 4.a y b).    

Expresión de Moléculas de Adhesión e IL-2Rα en Células Th: Al analizar la 

expresión en membrana de moléculas de adhesión se observó que DHEA indujo un 

incremento de VLA-4 en células CD4+, que fue significativo en los cultivos tratados con 

DHEA 0,1 µM a las 21 horas y con 1 µM a las 48 horas (figura 22). Se encontró mayor 

número de células expresando VLA-4 y en mayor intensidad en las estimulaciones de 

21 horas que en las de 48 horas, lo cual indica que DHEA no solo induce la expresión 

en membrana de la misma sino que estimula que permanezca en el tiempo. Es 

importante destacar que VLA-4 no sólo es la molécula de adhesión leucocitaria sino 

también es frecuentemente usado como marcador de diferenciación a células CD4+ 

efectoras (Fainboim y Geffner, 2005). 

Las células VLA-4+CD4+ se caracterizaron por expresar LFA-1 en más de un 

90 % y bajos niveles de la cadena α del receptor de IL-2 (IL-2R = CD25, figura 23. A y 

B). A las 48 horas de incubación, la DHEA indujo un aumento significativo de la 

expresión en membrana de dicho receptor (figura 25. C y D). 

Expresión de Moléculas de Adhesión y IL-2Rα en Células T supresoras/ 

citotóxicas: las células T CD8+ tratadas con DHEA mostraron una tendencia al 

incremento en la expresión de CD25 a las 21 horas, que resultó en un aumento 

significativo del mismo a las 48 horas (tabla 4, Fig 24). Las células CD8+CD25+ 

mostraron mayor expresión de LFA-1 que aquellas CD25-. Los niveles de VLA-4 

fueron bajos en ambos casos y, al igual que su expresión en las células CD4+, 

disminuyeron a las 48 h en relación a la observada a las 21 h. En estas células la 

expresión de moléculas de adhesión no fue modulada por DHEA. 
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Figura 22: El tratamiento con DHEA incrementó la expresión de VLA-4 en células 
T CD4+. Expresión de VLA-4 en membrana de células TCD4+ determinada por citometría de 
flujo luego de 21 (A) y 48 horas (C) de incubación. Gráficos de puntos representativos de las 
citometrías de flujo de los distintos grupos para 21 (B) y 48 horas (D) mostrando la intensidad 
de fluorescencia para CD4 (ordenadas) y VLA-4 (absisas) y el cuadrante determinado. Valores 
expresados como porcentaje del cuadrante parental. Las barras representan la media + ESM. n = 
6. 2 réplicas. * p< 0.05. Mann Whitney U Test.  
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Figura 23: El tratamiento con DHEA incrementó la expresión conjunta de CD25 y 
LFA en células T CD4+VLA-4 +. Expresión de CD25 y LFA-1 en membrana de células T 
CD4+VLA-4+ determinada por citometría de flujo luego de 21 (A) y 48 horas (C) de incubación. 
Gráficos de puntos representativos de las citometrías de flujo de los distintos grupos para 21 (B) 
y 48 horas (D) mostrando la intensidad de fluorescencia para LFA-1 (ordenadas) y CD25 
(absisas) y los cuadrantes usados. Valores expresados como porcentaje del cuadrante parental. 
Las barras representan la media + ESM. n = 6. 2 réplicas. * p< 0.05, ** p < 0.001. Mann 
Whitney U Test. 
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Tabla 4: Resumen de la expresión de moléculas de adhesión y marcadores de 
superficie en subpoblaciones de células T CD8+ luego de 21 (A) y 48 (B) horas de incubación 
con medio de cultivo control o con concentraciones crecientes de DHEA. Valores expresados 
como porcentaje del cuadrante parental. n = 6 por grupo. 2 réplicas. * p< 0.05 Mann Whitney U 
Test. 

 

 

Caracterización de células CD8+

92,27 ± 0,4793,74 ± 0,3393,95 ± 0,3994,02 ± 0,38LFA-1+ (% CD8+)

2,54 ± 0,082,75 ± 0,112,47 ± 0,092,51 ± 0,08VLA-4+ (% CD8+)

2,51 ± 0,202,66 ± 0,202,50 ± 0,122,54 ± 0,16VLA-4+ LFA-1+ (% CD25+)

92,53 ± 0,4093,63 ± 0,5594,07 ± 0,3093,95 ± 0,30VLA-4 - LFA-1+ (% CD25+)

13,97 ± 0,7114,64 ± 0,4114,19 ± 0,4013,59 ± 0,44CD25+ (% CD8+)

2,97 ± 0,123,33 ± 0,143,25 ± 0,293,07 ± 0,09VLA-4+ LFA-1+ (% CD25-)

88,90 ± 0,5589,89 ± 0,3690,24 ± 0,3490,56 ± 0,34VLA-4 - LFA-1+ (% CD25-)

86,03 ± 0,7185,36 ± 0,4185,81 ± 0,4086,41 ± 0,44CD25- (% CD8+)

26,51 ± 0,8926,78 ± 0,8927,07 ± 1,0527,12 ± 0,66CD8+ (% células T)

74,1 ± 1,073,3 ± 1,274,2 ± 1,174,1 ± 1,0CD3+ (% linfocitos)

1010,10

Concentración de DHEA (μM)A. 21 horas

Marcadores Celulares

92,27 ± 0,4793,74 ± 0,3393,95 ± 0,3994,02 ± 0,38LFA-1+ (% CD8+)

2,54 ± 0,082,75 ± 0,112,47 ± 0,092,51 ± 0,08VLA-4+ (% CD8+)

2,51 ± 0,202,66 ± 0,202,50 ± 0,122,54 ± 0,16VLA-4+ LFA-1+ (% CD25+)

92,53 ± 0,4093,63 ± 0,5594,07 ± 0,3093,95 ± 0,30VLA-4 - LFA-1+ (% CD25+)

13,97 ± 0,7114,64 ± 0,4114,19 ± 0,4013,59 ± 0,44CD25+ (% CD8+)

2,97 ± 0,123,33 ± 0,143,25 ± 0,293,07 ± 0,09VLA-4+ LFA-1+ (% CD25-)

88,90 ± 0,5589,89 ± 0,3690,24 ± 0,3490,56 ± 0,34VLA-4 - LFA-1+ (% CD25-)

86,03 ± 0,7185,36 ± 0,4185,81 ± 0,4086,41 ± 0,44CD25- (% CD8+)

26,51 ± 0,8926,78 ± 0,8927,07 ± 1,0527,12 ± 0,66CD8+ (% células T)

74,1 ± 1,073,3 ± 1,274,2 ± 1,174,1 ± 1,0CD3+ (% linfocitos)

1010,10

Concentración de DHEA (μM)A. 21 horas

Marcadores Celulares

87,96 ± 0,8888,68 ± 0,5988,63 ± 0,6787,40 ± 0,44LFA-1+ (% CD8+)

1,23 ± 0,091,14 ± 0,151,16 ± 0,121,01 ± 0,11VLA-4+ (% CD8+)

1,04 ± 0,061,03 ± 0,150,94 ± 0,080,81 ± 0,12VLA-4+ LFA-1+ (% CD25+)

93,42 ± 0,9893,93 ± 0,5294,25 ± 0,4694,17 ± 0,27VLA-4 - LFA-1+ (% CD25+)

32,17 ± 2,95*29,27 ± 0,55*27,28 ± 0,93*23,48 ± 0,71CD25+ (% CD8+)

1,04 ± 0,080,92 ± 0,130,97 ± 0,130,83 ± 0,11VLA-4+ LFA-1+ (% CD25-)

83,64 ± 0,7785,10 ± 0,5185,17 ± 0,6484,17 ± 0,42VLA-4 - LFA-1+ (% CD25-)

67,83 ± 2,95*70,73 ± 0,55*72,72 ± 0,93*76,52 ± 0,71CD25- (% CD8+)

26,75 ± 0,4627,15 ± 0,2627,45 ± 0,3427,20 ± 0,28CD8+ (% células T)

76,08 ± 0,5875,86 ± 0,6175,88 ± 0,5075,76 ± 0,54CD3+ (% linfocitos)

1010,10

Concentración de DHEA (μM)B. 48 horas

Marcadores Celulares

87,96 ± 0,8888,68 ± 0,5988,63 ± 0,6787,40 ± 0,44LFA-1+ (% CD8+)

1,23 ± 0,091,14 ± 0,151,16 ± 0,121,01 ± 0,11VLA-4+ (% CD8+)

1,04 ± 0,061,03 ± 0,150,94 ± 0,080,81 ± 0,12VLA-4+ LFA-1+ (% CD25+)

93,42 ± 0,9893,93 ± 0,5294,25 ± 0,4694,17 ± 0,27VLA-4 - LFA-1+ (% CD25+)

32,17 ± 2,95*29,27 ± 0,55*27,28 ± 0,93*23,48 ± 0,71CD25+ (% CD8+)

1,04 ± 0,080,92 ± 0,130,97 ± 0,130,83 ± 0,11VLA-4+ LFA-1+ (% CD25-)

83,64 ± 0,7785,10 ± 0,5185,17 ± 0,6484,17 ± 0,42VLA-4 - LFA-1+ (% CD25-)

67,83 ± 2,95*70,73 ± 0,55*72,72 ± 0,93*76,52 ± 0,71CD25- (% CD8+)

26,75 ± 0,4627,15 ± 0,2627,45 ± 0,3427,20 ± 0,28CD8+ (% células T)

76,08 ± 0,5875,86 ± 0,6175,88 ± 0,5075,76 ± 0,54CD3+ (% linfocitos)

1010,10

Concentración de DHEA (μM)B. 48 horas

Marcadores Celulares
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Figura 24: El tratamiento con DHEA por 48 horas incrementó la expresión de CD25 
en células T CD8+. Expresión de CD25 en membrana de células T CD8+ determinada por 
citometría de flujo luego de 21 (A) y 48 horas (C) de incubación. Gráficos de puntos 
representativos de las citometrías de flujo de los distintos grupos para 21 (B) y 48 horas (D) 
mostrando la intensidad de fluorescencia para CD8 (ordenadas) y CD25 (absisas) y los 
cuadrantes usados. Valores expresados como porcentaje del cuadrante parental. Las barras 
representan la media + ESM. n = 6. 2 réplicas. * p< 0.05, ** p < 0.005. Mann Whitney U Test.  
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Células de la Inmunidad Innata   

La fracción de macrófagos fue determinada por la expresión de células F4/80+. No 

se observaron efectos del tratamiento con DHEA en el número de macrófagos ni su 

expresión de moléculas de adhesión en los tiempos analizados (tabla 5). La fracción de 

macrófagos incrementó significativamente a las 48 horas de cultivo en relación a los 

niveles cuantificados a las 21 horas, mientras que su expresión en superficie de VLA-4, 

principal molécula de adhesión que dirige su migración, se encontró disminuída al 

comparar ambos puntos temporales (tabla 5, figura 25. C).  

Los monocitos y granulocitos, caracterizados 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 concentraciones de DHEA (10 µM) disminuyeron la 

frecuencia de estos fagocitos comparado al grupo control, sin modificar los niveles de 

expresión en membrana de las moléculas de adhesión estudiadas (tabla 5). Por otro lado, 

la fracción de células CD11b+ F4/80- aumentaron luego de 48 horas de incubación 

comparado a incubaciones de 21 horas, mientras que su expresión de VLA-4 y LFA-1 

se vió disminuída en el mismo período de tiempo (tabla 5, figura 25. A).  

La fracción de células dendríticas, diferenciadas por la expresión en superficie de 

CD11c, no presentó diferencias entre tratamientos luego de 21 horas de incubación, 

mientras que luego de 48 horas el tratamiento con DHEA 10 µM indujo una 

disminución de esta fracción celular comparado al control correspondiente. En estos 

tiempos, la DHEA no afectó la expresión de moléculas de adhesión. Al comparar los 

diferentes tiempos, se observó una disminución de células dendríticas luego de 48 horas 

de cultivo comparado a los cultivos de 21 horas, mientras que la expresión de moléculas 

de adhesión fue incrementada (tabla 5, figura 25. B).  
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Tabla 5: Resumen de la expresión de moléculas de adhesión y marcadores de 
superficie en subpoblaciones de células de la inmunidad innata luego de 21 (A) y 48 (B) 
horas de incubación con medio de cultivo control o con concentraciones crecientes de DHEA. 
Valores expresados como porcentaje del cuadrante parental. n = 6 por grupo. 2 réplicas. * p< 
0.05 Mann Whitney U Test. 

 

 

 

 

 

 

Células de la Inmunidad Innata

3,02 ± 0,292,381 ± 0,232,46 ± 0,242,80 ± 0,30LFA-1+ (% Células Dendríticas)

89,69 ± 0,7889,00 ± 0,9991,10 ± 0,8190,70 ± 0,95VLA-4+ (% Células Dendríticas)

1,57 ± 0,101,28 ± 0,111,72 ± 0,151,55 ± 0,12CD11c+ CD11b- (% F4/80-)

21,74 ± 1,5321,47 ± 2,0422,88 ± 1,3722,44 ± 1,83LFA-1+ (% Fagocitos)

73,55 ± 1,2574,59 ± 1,2477,34 ± 1,0475,40 ± 0,59VLA-4+ (% Fagocitos)

0,57 ± 0,060,58 ± 0,050,63 ± 0,040,61 ± 0,06CD11b+ CD11C- (% F4/80-)

57,21 ± 2,3757,77 ± 1,7260,93 ± 1,8361,74 ± 1,50VLA-4+ (% Macrófagos)

0,55 ± 0,060,55 ± 0,050,62 ± 0,060,60 ± 0,07F4/80+ (% leucocitos)

1010,10

Concentración de DHEA (μM)A. 21 horas

Marcadores Celulares

3,02 ± 0,292,381 ± 0,232,46 ± 0,242,80 ± 0,30LFA-1+ (% Células Dendríticas)

89,69 ± 0,7889,00 ± 0,9991,10 ± 0,8190,70 ± 0,95VLA-4+ (% Células Dendríticas)

1,57 ± 0,101,28 ± 0,111,72 ± 0,151,55 ± 0,12CD11c+ CD11b- (% F4/80-)

21,74 ± 1,5321,47 ± 2,0422,88 ± 1,3722,44 ± 1,83LFA-1+ (% Fagocitos)

73,55 ± 1,2574,59 ± 1,2477,34 ± 1,0475,40 ± 0,59VLA-4+ (% Fagocitos)

0,57 ± 0,060,58 ± 0,050,63 ± 0,040,61 ± 0,06CD11b+ CD11C- (% F4/80-)

57,21 ± 2,3757,77 ± 1,7260,93 ± 1,8361,74 ± 1,50VLA-4+ (% Macrófagos)

0,55 ± 0,060,55 ± 0,050,62 ± 0,060,60 ± 0,07F4/80+ (% leucocitos)

1010,10

Concentración de DHEA (μM)A. 21 horas

Marcadores Celulares

5,91 ± 0,325,27 ± 0,754,80 ± 0,635,22 ± 0,72LFA-1+ (% Células Dendríticas)

92,42 ± 0,4692,11 ± 0,2392,34 ± 0,5692,56 ± 0,54VLA-4+ (% Células Dendríticas)

0,74 ± 0,12*0,94 ± 0,101,01 ± 0,081,16 ± 0,13CD11c+ CD11b- (% F4/80-)

17,95 ± 2,1118,36 ± 2,1117,89 ± 1,7219,08 ± 2,01LFA-1+ (% Fagocitos)

70,85 ± 1,4871,40 ± 1,1173,10 ± 1,0973,73 ± 1,42VLA-4+ (% Fagocitos)

1,33 ± 0,07*1,42 ± 0,101,50 ± 0,101,56 ± 0,06CD11b+ CD11C- (% F4/80-)

27,03 ± 1,5831,40 ± 2,1630,30 ± 2,8332,19 ± 2,44VLA-4+ (% Macrófagos)

0,89 ± 0,160,76 ± 0,070,80 ± 0,070,84 ± 0,04F4/80+ (% leucocitos)

1010,10

Concentración de DHEA (μM)B. 48 horas

Marcadores Celulares

5,91 ± 0,325,27 ± 0,754,80 ± 0,635,22 ± 0,72LFA-1+ (% Células Dendríticas)

92,42 ± 0,4692,11 ± 0,2392,34 ± 0,5692,56 ± 0,54VLA-4+ (% Células Dendríticas)

0,74 ± 0,12*0,94 ± 0,101,01 ± 0,081,16 ± 0,13CD11c+ CD11b- (% F4/80-)

17,95 ± 2,1118,36 ± 2,1117,89 ± 1,7219,08 ± 2,01LFA-1+ (% Fagocitos)

70,85 ± 1,4871,40 ± 1,1173,10 ± 1,0973,73 ± 1,42VLA-4+ (% Fagocitos)

1,33 ± 0,07*1,42 ± 0,101,50 ± 0,101,56 ± 0,06CD11b+ CD11C- (% F4/80-)

27,03 ± 1,5831,40 ± 2,1630,30 ± 2,8332,19 ± 2,44VLA-4+ (% Macrófagos)

0,89 ± 0,160,76 ± 0,070,80 ± 0,070,84 ± 0,04F4/80+ (% leucocitos)

1010,10

Concentración de DHEA (μM)B. 48 horas

Marcadores Celulares
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Figura 25: El tratamiento con DHEA por 48 horas disminuyó la fracción de Mo, 
granulocitos y células dendríticas. Gráficos de puntos e histogramas representativos de los 
resultados obtenidos por citometría de flujo de cultivos control o androgenizados por 48 horas. 
(A) En la ordenada se muestra la intensidad fluorescencia para CD11b y en la absisa para 
CD11c. Intensidad de fluorescencia de LFA-1 (ordenadas) y VLA-4 (absisas) para granulocitos 
y monocitos-Mo- (B.1), células dendríticas (B.2) y macrófagos (C.2). Histograma de frecuencia 
para células incubadas con anticuerpo F4/80 (línea negra), que identifica macrófagos, y control 
negativo (línea gris)  (C.1). n = 6. 2 réplicas.  
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2.2. Ensayo de Proliferación Celular 

La proliferación clonal es uno de los primeros procesos de la respuesta inmune 

adaptativa, inducida por la presentación antigénica y la activación de clones específicos 

(Mukherjee y col., 2005). Dado que la DHEA indujo la expresión de IL2Rα, marcador 

de activación que posee un rol clave en la proliferación inducida por IL2, resultó de 

interés estudiar los efectos del andrógeno en este evento. Para ello se realizó el ensayo 

de incorporación de [3H]-timidina en dos condiciones distintas: 

- en ausencia de mitógenos, para evaluar si la DHEA afecta per se la proliferación 

basal; 

- en presencia de ConA, mitógeno que activa en forma inespecífica la proliferación de 

linfocitos T simulando una presentación antigénica por interacción con el TCR, para 

estudiar si la DHEA interfiere en el proceso de activación antigénica. 

Los efectos del DHEA sobre la proliferación basal dependieron de la 

concentración de la hormona en el medio de incubación: a bajos niveles (0,1 µM) no 

produjo efectos sobre la proliferación mientras que DHEA 1 µM la incrementó y 10 µM 

la suprimió significativamente (figura 7. A).  

En el caso de los cultivos estimulados con ConA, todas las concentraciones de la 

hormona resultaron supresoras de la proliferación, en mayor grado en el caso de DHEA 

10 µM (figura 7. B). 

El estudio del efecto de DHEA en la proliferación de células T fue reportado 

previamente en forma controvertida. A partir de estos resultados surgió la necesidad de 

estudiar los mecanismos que podrían estar involucrados en la modulación de la 

proliferación y de la activación. Entre ellos, nos propusimos estudiar la modulación de 

la síntesis de citoquinas, la inducción de apoptosis y el estrés oxidativo. 
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Figura 26: El tratamiento con DHEA afectó en forma dual la proliferación basal (A) 
e inhibió la estimulada mitogénicamente (B). Los gráficos muestran la radioactividad 
intracelular resultado de la incorporación de [3H]-timidina a la célula (UA respecto al control 
basal) para cultivos celulares no estimulados (A) y estimulados (B) con ConA 1 uM. Las barras 
representan la media + ESM. n = 3. 2 réplicas. * p< 0.05, ** p < 0.005. Mann Whitney U Test.  
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2.3. Cuantificación de Citoquinas en Medio de Cultivo 

Las citoquinas son mediadores autócrinos y parácrinos que inducen y determinan 

la respuesta inmune (Abbas y col., 2008). En el caso de las células T, la secreción de IL-

2 y expresión en membrana de sus receptores de alta afinidad estimulan la proliferación 

clonal. Por otro lado, el entorno de citoquinas determinará si la respuesta adaptativa será 

de tipo Th1, cuando durante la diferenciación está presente IFN-け en el medio, o Th2, 

en presencia de IL-4. Ensayos in vivo mostraron que la androgenización con DHEA 

aumenta la síntesis de citoquinas proinflamatorias (Th1) y la activación de linfocitos T 

CD4+ plasmáticos. Se demostró además que la DHEA puede modular la proliferación 

linfocitaria y estimular la expresión en superficie del IL-2Rα in vitro. Por estos motivos 

se estudió si la DHEA es capaz de regular en forma directa la secreción de citoquinas 

detectando, mediante un kit comercial de ELISA, IL-2, IFN-け e IL-4 en medios de 

cultivo luego de 21 horas de incubación.  

La incubación con DHEA no alteró en forma significativa la secreción de las 

citoquinas estudiadas (Fig 27). Solo en el caso de IL-4 se observó un leve y no 

significativo incremento de la concentración.  
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Figura 27: El tratamiento con DHEA no indujo en forma significativa la secreción 
de citoquinas. Los gráficos muestran la concentración en medio de cultivo condicionado de las 
citoquinas IL-2 (A) IFN-け y IL-4 luego de 21 horas de cultivo. Las barras representan la media 
+ ESM. n = 7. Mann Whitney U Test. No se observaron diferencias significativas entre 
tratamientos (p > 0.05) 
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2.4. Determinación de la Viabilidad Celular 

Como se explicó previamente, la activación linfocitaria involucra cambios en los 

patrones de expresión y activación proteica que involucran un aumento del IL-2R de 

alta afinidad y de la IL-2 que llevan a la proliferación clonal, y un estímulo a la síntesis 

de proteínas antiapoptóticas como Bcl-XL (Fainboim y Geffner, 2005). Asimismo, 

numerosos reportes han aportado evidencias de efectos pro apoptóticos como anti 

apoptóticos de la DHEA. Para estudiar las acciones de esta hormona sobre la sobrevida 

celular, se realizó un ensayo de anexina V- YP luego de 4 y 21 horas de incubación. 

A las 4 horas no se observaron diferencias significativas entre cultivos controles y 

androgenizados en la inducción de apoptosis temprana o tardía, encontrándose la misma 

proporción de células viables (figura 28. A y B).   

Dado que la inducción de apoptosis es un proceso que puede requerir más tiempo, 

como ser para la acumulación de EROs o la apoptosis por anergia linfocitaria, se repitió 

el ensayo luego de 21 horas de incubación. Sin embargo, nuevamente no se observaron 

diferencias entre cultivos androgenizados y controles en cuanto a la fracción de células 

viables y en diferentes estadíos de la apoptosis (figura 28. C y D). 
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Figura 28: El tratamiento con DHEA no afectó la viabilidad celular. Los gráficos 
muestran el porcentaje de células viables (anexina V- YP-) con respecto al 100 % de células 
viables en el grupo control para incubaciones por 4 (A) y 21 (C) horas. Gráficos de puntos 
representativos de las citometrías de flujo de los distintos grupos para 21 (B) y 48 horas (D) 
mostrando la intensidad de fluorescencia para yoduro de propidio (ordenadas) y anexina V 
(absisas) y los cuadrantes usados para identificar células viables (anexina V- YP-), en apoptosis 
temprana (anexina V+ YP-) y en apoptosis tardía o necrosis (anexina V+ YP+). Las barras 
representan la media + ESM. n = 4. Mann Whitney U Test. No se observaron diferencias entre 
los grupos.  

 

C
é

lu
la

s 
V

ia
bl

e
s 

(%
 d

e
l c

o
nt

ro
l)

DHEA            - +

C
é

lu
la

s 
V

ia
bl

e
s 

(%
 d

e
l c

o
nt

ro
l) 

50

100

DHEA           - +

50

100

Efecto de la DHEA sobre la Viabilidad Celular

A. 4 horas B

C. 21 horas

Control

DHEA 1mM

Anexina V - FITC

Y
od

ur
o 

de
 P

ro
pi

di
o

Control

Anexina V - FITC

Y
od

ur
o 

de
 P

ro
pi

di
o

DHEA 1mM

D

C
é

lu
la

s 
V

ia
bl

e
s 

(%
 d

e
l c

o
nt

ro
l)

DHEA            - +

C
é

lu
la

s 
V

ia
bl

e
s 

(%
 d

e
l c

o
nt

ro
l) 

50

100

DHEA           - +

50

100

Efecto de la DHEA sobre la Viabilidad Celular

A. 4 horas B

C. 21 horas

Control

DHEA 1mM

Anexina V - FITC

Y
od

ur
o 

de
 P

ro
pi

di
o

Control

Anexina V - FITC

Y
od

ur
o 

de
 P

ro
pi

di
o

DHEA 1mM

D



     
Resultados 

 -107 - 

2.5. Determinación de Parámetros Relacionados a las EROs, ERNs y Estrés 

Oxidativo 

Las especies reactivas del oxígeno se han visto implicadas en la regulación de 

procesos fisiológicos en células inmunes. Entre ellos, se encuentran implicadas en los 

procesos de migración, como factores quimioatractantes e inductores de la adhesión 

celular, en la fagocitosis y la citotoxicidad. Se observó que la administración de DHEA 

in vivo induce en el ovario un aumento del estrés oxidativo y una redistribución de 

células inmunes mientras que in vitro estimula la expresión de moléculas de adhesión. 

Asimismo, las EROs y ERNs pueden actuar como intermediarios en las vías de 

señalización implicadas en desencadenar la activación o la apoptosis en células 

linfoideas (Tripathi y col., 2004).  

En consecuencia, se estudió el rol de la DHEA en la homeostasis de óxido-

reducción en leucocitos, determinando en forma espectrofotométrica el contenido de 

glutatión (GSH) intracelular, la actividad de la NOS por conversión de *Arginina a 

*Citrulina y la peroxidación lipídica por la técnica de TBARS en cultivos 

androgenizados, en células incubadas por 4 horas. 

Se observó que la incubación con DHEA indujo un aumento en la actividad de la 

NOS y consecuentemente de la producción de NO (figura 29. B). Esto se correspondió 

con una disminución en el contenido de GSH (figura 29. A), dado que el mismo es 

capaz de reaccionar con las ERNs al igual que con las EROs y neutralizarlas. Pese a los 

efectos observados del andrógeno sobre la homeostasis de óxido reducción celular, 

estos no modificaron los niveles de peroxidación lipídica (figura 29. C). Esto indicaría 

que la DHEA modula la producción de especies oxidantes en niveles que no resultan 

tóxicos para la célula y que podrían tener un rol en vías de señalización intracelular.  
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Figura 29: El tratamiento con DHEA alteró la homeostasis de óxido reducción 
celular. Los gráficos muestran los niveles de GSH intracelular (A), de actividad de la NOS (B) 
y del Índice de Peroxidación Lipídica (C) luego de 4 horas de incubación. Las barras 
representan la media + ESM. n = 5. * p< 0.05. Mann Whitney U Test. 
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