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RESUMEN 

 

 

 

Resumen 

 

El sistema vascular es regulado por numerosos factores y hormonas, 

incluyendo el esteroide ovárico progesterona (Pg). La menopausia es un proceso 

fisiológico que se caracteriza por el cese de la actividad ovárica con la 

subsecuente declinación de la producción de estrógenos y Pg. Si bien existe una 

vasta evidencia en la literatura que reporta los efectos de los estrógenos sobre el 

sistema vascular, el conocimiento actual sobre la regulación del metabolismo 

vascular por Pg es menor. En este trabajo de Tesis se investigó la acción de Pg 

sobre la regulación de eventos celulares y moleculares que participan activamente 

en la homeostasis vascular. 

Empleando tejido aórtico murino como sistema experimental, se demostró 

que concentraciones fisiológicas de Pg estimulan rápida y significativamente la 

actividad de las quinasas PKC y MAPK, como así también la producción de óxido 

nítrico (NO). El incremento en la producción del vasoactivo es dependiente de la 

participación de MAPK y del calcio intracelular. Este efecto no es mediado por 

PKC. Pg inhibe significativamente la proliferación de células endoteliales (CE). La 

preincubación de CE con el compuesto L-NAME (inhibidor de la óxido nítrico 

sintasa) y el compuesto chelerythrine (inhibidor de PKC) suprime el efecto 

antiproliferativo de la hormona. Por otro lado, la hormona ejerce un efecto 

proliferativo sobre células de músculo liso vascular (CMLV) en forma dependiente 

de la participación de MAPK, PKC y ciclooxigenasa (COX). La acción mitogénica de 

Pg sobre CMLV se anula cuando el tratamiento hormonal se realiza en presencia de 

medio de cultivo proveniente de CE tratadas previamente con la hormona. Se 

obtuvo evidencia de que Pg estimula la migración de CE y CMLV. En CE, Pg inhibe 
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la agregación plaquetaria a través de un mecanismo de acción que involucra la 

participación del NO derivado de endotelio. Se observó un incremento de la 

apoptosis de CE cuando las mismas se tratan con Pg, aunque el esteroide revierte 

el efecto apoptótico inducido por peróxido de hidrógeno (H2O2). Además, la 

hormona previene la adhesión de monocitos sobre CE inducida por el agente 

proinflamatorio LPS, sin embargo, no afecta la adhesión basal de los mismos. El 

incremento de los niveles de ARNm de las moléculas de adhesión P-selectina, E-

selectina y VCAM-1 inducidas por LPS se reducen parcialmente cuando las CE son 

pretratadas con Pg. Tratamientos conjuntos de 17-β-estradiol (E2) con Pg 

potencian la producción de NO inducida por cada hormona. En cambio, el 

tratamiento en simultáneo con ambos esteroides invierte el efecto individual de 

cada hormona sobre proliferación de CMLV. 

En conjunto, los datos reportados en este trabajo de Tesis aportan 

conocimientos sobre el rol de Pg en la homeostasis vascular. Se obtuvo evidencia 

de que progesterona regula el metabolismo vascular a través de un mecanismo de 

acción que involucra efectos genómicos y no genómicos, modulando la producción 

de óxido nítrico, la adhesión celular, la proliferación y la migración celular, la 

apoptosis, y la expresión de moléculas de adhesión celular.  
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Summary 

 
  

The vascular system is regulated by several factors and hormones, including 

the ovarian steroid progesterone (Pg). Menopause is a physiological process 

characterized by the cessation of ovarian activity and subsequent decline of 

estrogen and progesterone production. Although there is much evidence in the 

literature about the effects of estrogen on vascular system, the current knowledge 

on the regulation of vascular metabolism by Pg is scarce. In this Thesis we 

investigated the effect of Pg on the regulation of cellular and molecular events 

that are actively involved in vascular homeostasis. 

Employing murine aortic tissue as experimental system we showed that 

physiological concentrations of Pg rapidly and significantly stimulated PKC and 

MAPK activities, as well as nitric oxide (NO) production. The hormonal stimulation 

of vasoactive synthesis was dependent on MAPK and intracellular calcium 

transduction systems, but did not involve PKC participation. On cellular growth, Pg 

exhibited an antiproliferative effect in endothelial cells (EC) and mitogenic action 

on vascular smooth muscle cells (VSMC). Preincubation of EC with the compound L-

NAME (nitric oxide synthase inhibitor) or with the compound chelerythrine (PKC 

inhibitor) suppressed the antiproliferative effect of the hormone. On the other 

hand, the mitogenic action on VSMC was dependent on MAPK, PKC and 

cyclooxygenase (COX) participation. In addition, the proliferative effect on VSMC 

by Pg was suppressed in the presence of culture medium obtained from EC 

pretreated with the hormone. We also found that Pg stimulated EC and VSMC 

mobilization and migration. When platelet activation was studied, Pg inhibited 

platelet aggregation through a mechanism of action that involves the steroid 



SUMMARY 

 

 

 

stimulation of endothelium NO production. The hormone modulated EC apoptosis. 

Although an increase in EC apoptosis was detected after Pg treatment, the steroid 

reversed the hydrogen peroxide-induced apoptotic effect. In addition, the 

hormone prevented LPS-induced monocytes adhesion to EC. However, Pg did not 

affect basal level of monocytes adhesion. The addition of LPS to EC enhanced P-

selectin, E-selectin and VCAM-1 mRNA expression. This effect was partially 

suppressed when the EC were pretreated with Pg prior to LPS exposure. Finally, we 

provided evidence that combined treatment with 17-β-estradiol and Pg 

potentiated the stimulatory effect of each steroid on NO production. In contrast, 

simultaneous treatment with both steroids reversed the individual effect of each 

hormone on VSMC proliferation.  

Overall, the data reported in this thesis contribute to the knowledge of the 

role of Pg in vascular homeostasis. We obtained evidence that progesterone 

regulates the vascular metabolism through a mechanism of action that involves 

genomic and non genomic effects, modulating nitric oxide production, cell 

proliferation and migration, apoptosis, and leukocyte adhesion. 
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1. BIOSÍNTESIS, METABOLISMO Y FUNCIÓN DE PROGESTERONA 

 

La progesterona (Pg) es una hormona esteroide sintetizada por las gónadas 

(ovarios y testículos), la corteza adrenal (zona glomerular y fasciculata) y en 

mujeres por la placenta durante el embarazo (Lo y Lamb, 2004; Rhen y Cidlowski, 

2004; Strauss, 2004). Al igual que todas las hormonas esteroides, Pg deriva del 

colesterol y su estructura química básica comprende al 

ciclopentanoperhidrofenantreno, formado por tres anillos de cilohexanos (A, B y C) 

y un anillo de ciclopentano (D) (Bloch, 1965).  

El primer paso de la esteroidogénesis ocurre en la mitocondria. El transporte del 

colesterol hacia esta organela es el paso limitante de la síntesis de Pg. El 

colesterol es transportado desde la membrana externa de la mitocondria hacia la 

interna principalmente por una proteína transportadora específica (StAR). En la 

membrana interna se encuentra anclado el complejo trifuncional monooxigenasa 

del sistema P450scc que convierte el colesterol en pregnenolona a través de dos 

pasos secuenciales de hidroxilación y un clivaje de cadena lateral. Luego, 

pregnenolona es convertida a Pg por la enzima 3-β-hidroxiesteroide 

dehidrogenasa/isomerasa (3βHSD), asociada al retículo endoplasmático liso (Stocco 

y Clark, 1996; Niswender, 2002; Uribe y col., 2003; Miller, 2007). A partir de este 

punto, en los tejidos esteroidogénicos Pg puede ingresar a una multitud de vías 

metabólicas que dan lugar a una gran variedad de hormonas esteroides. Pg es 

precursor del mineralocorticoide aldosterona, del glucocorticoide cortisol y del 

esteroide sexual androstenediona, el cual puede a su vez convertirse en 

testosterona, estrona y 17-β-estradiol (E2). Una vez sintetizada, Pg es liberada a la 

circulación sanguínea y transportada a los tejidos diana unida con alta afinidad a la 



INTRODUCCIÓN 

 

7 

 

globulina de unión a corticosteroides (CBG) y con baja afinidad a albúmina. Un 

pequeño porcentaje de la hormona permanece en su forma libre, la cual es 

biológicamente activa. La Pg es metabolizada en el hígado donde es convertida a 

pregnandiol, y se excreta a través de la orina conjugada con ácido glucorónido.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
Biosíntesis de Pg. A partir del colesterol se sintetiza la pregnenolona por acción del 
complejo enzimático P450scc (dos pasos de hidroxilación y un clivaje de cadena 
lateral) y luego pregnenolona es convertida a Pg por actividad de la 
3βHSD/isomerasa.  

 
 
En mujeres, Pg es comúnmente reconocida como la “hormona del embarazo” 

debido al rol vital que ejerce en la preparación del endometrio para la 

implantación del óvulo fertilizado, gestación y desarrollo normal del feto. 

Interviene en la maduración del epitelio mamario, en la modulación de la 

pulsatilidad de las hormonas liberadoras de gonadotrofinas hipofisarias, en la 
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conducta sexual y el desarrollo de los caracteres sexuales secundarios (Carmina y 

col., 2004). 

Además, regula otros tejidos considerados no clásicos ejerciendo importantes 

efectos en un amplio rango de sistemas fisiológicos tales como el sistema 

cardiovascular, el sistema nervioso central y el inmunológico (Graham y Clarke, 

1997; Simoncini y col., 2003; Oettel y Mukhopadhyay, 2004; Singh, 2005; Szekeres-

Bartho y col., 2005; Jamnongjit y Hammes, 2006). 

La síntesis ovárica de Pg se produce durante el periodo fértil en el cuerpo lúteo en 

respuesta al estímulo de la hormona luteinizante (LH). La síntesis se mantiene 

aumentada por 4 - 5 días, y en ausencia de fecundación el cuerpo lúteo sufre 

regresión (luteólisis) con la consecuente disminución de la síntesis de Pg. La 

principal acción biológica de Pg durante la fase luteínica del ciclo ovárico es 

estimular la actividad secretoria del endometrio, aumentar la viscosidad del moco 

cervical, disminuir las contracciones uterinas y participar en la preparación del 

útero para la implantación del óvulo fecundado. A nivel central y en forma 

conjunta con 17-β-estradiol, Pg inhibe la síntesis de las gonadotrofinas hipofisiarias 

por retroalimentación negativa sobre el eje hipotálamo-hipofisis. Los niveles 

plasmáticos de Pg son relativamente bajos durante la fase folicular preovulatoria 

del ciclo menstrual (3.5 nmol/l) y aumentan luego de la ovulación alcanzando un 

máximo en la fase lútea media (32 a 64 nmol/l). En la menopausia, la secreción 

ovárica de Pg disminuye a niveles inferiores a 1 nmol/l como consecuencia del cese 

de los ciclos ováricos, persistiendo la síntesis suprarrenal. 

En caso de fertilización, la producción de Pg luteal es sostenida por la 

gonadotrofina coriónica humana (hCG). Este evento es vital para el 

establecimiento y mantenimiento del embarazo temprano. A partir de la octava 
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semana de embarazo, la producción luteal de Pg declina y la placenta será la 

principal fuente de Pg a partir de este momento hasta finalizar el embarazo. 

En hombres adultos, Pg está involucrada en la espermiogénesis, en la reacción 

acrosómica del espermatozoide y en la biosíntesis de andrógenos que tiene lugar 

en las células de Leydig. Los niveles de Pg son similares a los de las mujeres 

durante la fase folicular del ciclo menstrual (Oettel y Mukhopadhyay, 2004). 

Progesterona juega un papel muy importante en muchas funciones corporales. Se 

han localizado receptores de Pg (PgR) en el cerebro (Luetjens y col., 2006), en 

timo (Ishibashi y col., 2003), en el sistema cardiovascular (Nakamura y col., 2005), 

en glándulas mamarias (Russo y col., 1999; Luetjens y col., 2006), en el tracto 

reproductor femenino: útero, placenta, ovarios, vagina y cérvix (Christow y col., 

2002) y masculino: testículos, próstata y vesículas seminales (Williams y col., 2001; 

Luetjens y col., 2006). También se ha demostrado la presencia del PgR en tejido 

óseo (MacNamara y col., 1995), páncreas (Friess y col., 1991), tracto 

gastrointestinal (Franz y col., 1996), vesícula biliar y uretra (Blakeman y col., 2000, 

Celayir y col., 2002).  

En la actualidad, se considera que los vasos sanguíneos constituyen un tejido diana 

para los esteroides sexuales. Se ha demostrado la existencia de receptores de Pg y 

estrógenos tanto en células endoteliales (CE) y células de musculo liso vascular 

(CMLV) (Joswig y col., 1999; Vazquez y col., 1999). 

 

1.1. Menopausia 

 

La menopausia (del griego mens que significa “mensualmente” y pausi que 

significa “cese”) es un estado fisiológico de la mujer que ocurre en promedio entre 
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los 42 y los 60 años. Se caracteriza por el cese de los ciclos menstruales y se 

correlaciona con la declinación de la función ovárica. 

En la etapa postmenopaúsica los niveles de 17-β-estradiol y Pg disminuyen 

drásticamente. El principal estrógeno en circulación es la estrona, que se genera 

por conversión periférica a partir de precursores suprarrenales (androstenediona y 

testosterona) (Morales y col., 1995; Koledova y Khalil, 2007). 

Una gran variedad de síntomas y manifestaciones clínicas caracterizan a la 

menopausia. Los sofocos representan unos de los signos vasomotores más comunes 

de este periodo. A estos se suman atrofia del aparato genitourinario, sequedad en 

la piel, adelgazamiento de la epidermis y cambios emocionales como ansiedad, 

irritabilidad e insomnio. Además de estas alteraciones, hay dos situaciones clínicas 

que comprometen la salud de la mujer menopáusica que son la pérdida de masa 

ósea y los transtornos cardiovasculares que aumentan el riesgo de padecer 

osteoporosis y enfermedades cardiovasculares (ECV) respectivamente. Las ECV más 

frecuentes de este periodo son insuficiencia coronaria, hipertensión, 

aterosclerosis, infarto agudo de miocardio e infarto cerebral (Manson y Martin, 

2001; Joffe y col., 2003; Peeyananjarassri y Baber, 2005). 

 

2. MECANISMO DE ACCIÓN DE LAS HORMONAS ESTEROIDES 

 

2.1. Efectos genómicos y no genómicos 

 

Mayoritariamente, Pg y otras hormonas esteroides median sus efectos 

biológicos regulando la expresión de genes diana luego de la unión a receptores 
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citosólicos/nucleares, los cuales actúan como factores transcripcionales inducibles 

por ligandos (Beato, 1989; Beato y col., 1996; Beato y Klug, 2000). Este representa 

el mecanismo de acción clásico de las hormonas esteroides. La naturaleza lipídica 

de las hormonas esteroides les permite difundir pasivamente al interior de la 

célula, donde se unen a su receptor específico. En el citoplasma, los receptores 

están asociados con proteínas adaptadoras formando un complejo inactivo. La 

unión de la hormona al dominio de unión del ligando induce una modificación 

conformacional del receptor, permitiendo la dimerización del receptor y la 

disociación de las proteínas adaptadoras, induciendo la translocación del complejo 

hormona-receptor al núcleo donde se une a regiones del ADN denominadas 

elementos de respuesta a los hormonas, localizadas en la región promotora de los 

genes efectores, iniciando así su transcripción (Godowski y Picard, 1989; Beato, 

1989; Pratt y Toft, 1997). 

Sin embargo, no todos los efectos de las hormonas esteroides son mediados por 

control directo de la expresión génica. También se sabe que las hormonas 

esteroides pueden actuar a través de un mecanismo de acción alternativo, 

ejerciendo efectos significativamente rápidos, ocurriendo en cuestión de segundos 

y/o minutos (Losel y col., 2003; Falkenstein y col., 2000; Norman y col., 2004). Se 

han empleado diferentes términos para distinguir a este mecanismo de acción no 

convencional, siendo el más popular la denominación de efecto no genómico o no 

transcripcional. Estos efectos rápidos se atribuyen a la activación de vías de 

señalización y sistemas de segundos mensajeros intracelulares activados 

probablemente a nivel de membrana plasmática o bien por receptores 

citoplasmáticos que se asocian a complejos de señalización. Uno de los argumentos 

más convincentes a favor de la presencia de acciones no nucleares (no genómicas) 
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propone la localización de un pool de receptores para hormonas esteroides a nivel 

de la membrana celular (Pietras y Szego, 1977; Pietras y Szego, 1980; Blackmore y 

col., 1991; Watson, 1999; Filardo y col., 2000; Harrison y col., 2000; Cordoba y 

Beconi, 2001; Zhu y col., 2003). En contraste con el mecanismo de acción 

genómico, estos efectos rápidos no son compatibles con la síntesis de ARN y 

proteínas, por lo tanto son insensibles a inhibidores de la transcripción o de la 

síntesis de proteínas, y pueden ser reproducidos por el uso de hormonas esteroides 

acopladas a moléculas impermeables a la membrana celular. Además, algunos de 

estos efectos inmediatos se observan en membranas celulares aisladas o en células 

carentes de núcleo (Revelli y col., 1998; Losel y col., 2003).  

En 1942, Hans Selye fue el primero en reportar un efecto rápido de Pg (Selye, 

1942). Desde esa fecha, hasta el presente, una gran cantidad de efectos rápidos de 

Pg se han descripto en mamíferos y anfibios involucrando la participación de una 

gran diversidad de vías de señalización y sistemas de segundos mensajeros 

intracelulares (Bielefeldt y col., 1996; Ehring y col., 1998; Maller, 2001; Bagowski y 

col., 2001; Peluso y col., 2001; Thomas y col., 2002; Zhu y col., 2003; Luconi y 

col., 2004; Kaur y col., 2007; Schumacher y col., 2007; Fu y col., 2008; Blackmore, 

2008) 

Históricamente dos modelos se han estudiado exhaustivamente para analizar las 

acciones no genómicas de Pg: la reacción acrosómica del espermatozoide humano 

(Blackmore, 1993) y la inducción de la maduración oocítica en Xenopus laevis 

(Merriam, 1971; Schorderet-Slatkine y Drury, 1973), las cuales representan unas de 

las acciones rápidas de hormonas esteroides más caracterizadas y extensivamente 

estudiadas.  
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2.2. Integración de eventos genómicos y no genómicos 

 

Muchas vías de señalización intracelular convergen entre sí y activan 

factores de transcripción nucleares, sugiriendo que la activación rápida de 

sistemas de señales intracelulares podría finalmente afectar el patrón de expresión 

génica de la célula. Esto permitió formular la hipótesis de que las hormonas 

esteroides podrían ejercer su acción a través de un mecanismo en dos pasos que 

integraría las acciones genómicas y no genómicas. Este modelo fue inicialmente 

descripto para aldosterona y propone que los efectos rápidos, no genómicos 

inducidos por las hormonas esteroides, activarían sistemas de señalización y 

segundos mensajeros intracelulares los cuales convergerían en la síntesis de 

factores transcripcionales requeridos para promover un efecto genómico (Wehling 

y col., 1997, Christ y Wehling, 1998). 

Por lo tanto, las hormonas esteroides pueden ejercer sus acciones biológicas a 

través de un mecanismo de acción clásico asociado a la regulación de la 

transcripción génica, un mecanismo rápido, no genómico, responsable de las 

respuestas celulares inmediatas, o a través de la conjunción de acciones genómicas 

y no genómicas. 

 

2.3. Receptor de progesterona 

 

El PgR es una proteína perteneciente a la superfamilia de receptores 

nucleares los cuales funcionan como factores de transcripción dependientes de 

ligando (Ellmann y col., 2009). El PgR fue descubierto en 1970 como una proteína 



INTRODUCCIÓN 

 

14 

 

con alta afinidad de unión a Pg cuyo gen se localiza en el brazo largo del 

cromosoma 11 (11q22.1) (Sherman y col., 1970). El mismo ha sido clonado, 

secuenciado y expresado funcionalmente (Loosfelt y col., 1986; Misrahi y col., 

1987; Kastner y col., 1990; Vegeto y col., 1993; Mulac-Jericevic y col., 2000; Ismail 

y col., 2003; Li y O’Malley, 2003). Al igual que todos los receptores para hormonas 

esteroides, el PgR está estructuralmente organizado en diferentes módulos: un 

dominio de unión al ADN altamente conservado en la región central, un dominio de 

unión al ligando en el extremo C-terminal y un dominio N-terminal. Existen dos 

subdominios que llevan a cabo funciones de activación (AFs): en el dominio N-

terminal se encuentra AF-1 y en la zona de unión al ligando se localiza AF-2. 

Mientras que los dominios de unión al ADN y al ligando son altamente conservados, 

la región N-terminal es significativamente variable y de crucial importancia para la 

función transcripcional de los receptores. Aquí se encuentran identificadas las 

zonas de unión de moléculas corepresoras o coactivadoras y proteínas adaptadoras 

que le confieren mayor eficacia, estabilidad y especificidad a la respuesta 

transcripcional. (Nilsson y col., 2001). 

Se han identificado dos isoformas principales del receptor: PgR-A y PgR-B. Ambas 

isoformas se transcriben del mismo gen aunque son controlados por promotores 

diferentes (Hirata y col., 2003). El PgR-B posee 165 residuos de aminoácidos 

adicionales en el extremo N-terminal (Kastner y col., 1990; Williams y Sigler, 1998; 

Hall y McDonnell, 1999; Nakamura y col., 2005; Bain y col., 2007). En general 

ambas isoformas son coexpresadas en vivo en muchos tipos celulares (De Vivo y 

col., 2002), aunque sus niveles relativos de expresión pueden variar en función del 

tipo celular, de la etapa del ciclo sexual femenino y en ciertas condiciones 

patológicas (Winneker y col., 2008). También se ha propuesto la existencia de una 
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tercera variante del receptor clásico de Pg: el PgR–C, originalmente descripto 

como una proteína de 60 kDa truncada en el extremo N-terminal (Wei y col., 1990; 

Condon y col., 2006). Se ha reportado PgR-C no sería un factor de transcripción 

funcional, sino que actuaría inhibiendo la transactivación de PgR-B (Wei y col., 

1997). 

Investigaciones llevadas a cabo en los últimos años han revelado la posible 

existencia de otros receptores capaces de responder a Pg a los que se les atribuye 

las acciones no genómicas. Una de esas entidades proteicas son los denominados 

“receptores de Pg de membrana” (mPR) y la otra proteína es denominada 

“componente de membrana 1 del receptor de Pg” PGMRC1. Los receptores mPR 

pertenecen a una gran familia de proteínas denominada familia de receptores de 

progestinas y adiponectina Q (PAQRs). Estos receptores poseen una estructura de 7 

dominios transmembrana acoplados a proteínas G. Se han identificado tres tipos 

principales de receptores mPRs (α, β, γ δ) los cuales fueron clonados de ovarios de 

peces y posteriormente identificados en una variedad de especies (Zhu y col., 

2003). Estudios recientes han propuesto que mPRα cumple importantes funciones 

fisiológicas en una gran variedad de tejidos reproductivos (Patiño y Thomas, 1990; 

Thomas y col., 2002; Zhu y col., 2003). La proteína de membrana PGRMC1 fue 

aislada por primera vez en hígado de cerdo. PGMRC1 tiene una afinidad de unión 

moderadamente alta hacia Pg aunque también puede unir otras moléculas 

(Falkenstein y col., 1996; Meyer y col., 1996; Meyer y col., 1998; Cahil, 2007). 

  



INTRODUCCIÓN 

 

16 

 

2.4. Vías de señalización intracelular 

 

Las vías de señalización intracelular y los sistemas de segundos mensajeros 

intracelulares representan las principales rutas de comunicación entre la 

membrana plasmática y los sitios diana regulatorios presentes en varios 

compartimentos intracelulares. La activación secuencial de proteínas quinasas 

representa un mecanismo común de transducción de la señal en muchos procesos 

bioquímico/celulares. Hasta la fecha se han descripto una gran diversidad de vías 

de señalización, incluyendo entre las más estudiadas la vía de las MAPKs, PLC/PKC, 

PI3K/Akt, AC/AMPc/PKA, GC/GMPc/PKG y los sistemas mensajeros del calcio y el 

NO. Entre los sistemas de señalización intracelular, las MAPKs, la PKC, el calcio y 

el óxido nítrico (NO) ejercen una participación activa en la bioquímica de la pared 

vascular. 

 

2.4.1. Proteínas quinasas activadas por mitógeno (MAPKs) 

 

Las MAPKs representan una familia de proteínas quinasas que pueden ser 

activadas por una amplia variedad de estímulos, y median la transducción de la 

señal desde la superficie celular al núcleo. En combinación con otras vías 

mensajeras pueden alterar el estado de fosforilación de numerosas proteínas 

incluyendo factores de transcripción, proteínas del citoesqueleto y enzimas. Las 

MAPKs regulan la expresión génica, el metabolismo, la división celular, la 

diferenciación celular y la supervivencia celular (Minden y col., 1994; Lenormand y 

col., 1998; Schaeffer y Weber, 1999). La activación de la cascada de señales de 
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MAPKs por hormonas esteroides ha sido caracterizada en diversos tejidos (Pearson 

y col., 2001). Las MAPKs operan en módulos compuestos por tres proteínas 

quinasas que fosforilan y activan a otras MAPKs secuencialmente: las MAPKKK (MAP 

quinasa quinasa quinasa) activa a MAPKK (MAP quinasa quinasa) y esta última 

activa a una MAPK (MAP quinasa) efectora multifuncional. La activación de estas 

quinasas tiene lugar mediante fosforilación dual en residuos de aminoácidos 

conservados. Se han descripto cuatro módulos principales de cascadas MAPK en 

mamíferos: las quinasas reguladas por señales extracelulares 1 y 2 (ERK 1/2), el 

grupo de proteínas p38 MAPKs, las quinasas activadas por estrés o quinasa c-Jun N-

terminal (c-JNK/SAPK) y las quinasas reguladas por señales extracelulares 5 (ERK 5) 

o BMK (Big Mitogen-activated protein Kinase) (Chang y Karin, 2001; Pearson y col., 

2001; Davidge y col., 1999; Cowan y Storey, 2003).  

Las ERK quinasas 1 y 2 representan unas de las MAPK más estudiadas y participan 

en la regulación de la diferenciación, el crecimiento y la migración celular. Esta 

cascada es activada por una amplia variedad de receptores incluyendo receptores 

acoplados a proteínas G (GPCRs), receptores tirosina quinasa (RTK), integrinas y 

canales iónicos, y son responsables de la fosforilación de multiples sustratos 

dependiendo del estímulo inicial. Un esquema general de activación involucra la 

activación de RTK por factores crecimiento. La unión del ligando induce la 

autofosforilación del receptor en residuos de tirosina que promueve el 

reclutamiento del complejo GRB2-SOS a membrana a través de dominios SH2. La 

proteína SOS induce la activación de la proteína Ras a través del intercambio de 

GDP por GTP, Ras activa a Raf y luego Raf fosforila y activa a MKK1 y 2, las cuales 

fosforilan y activan a ERK 1 y 2. Un efector importante de ERK es el factor de 
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transcripción NF-κB, involucrado en las respuestas inflamatorias y control del 

crecimiento celular (Osmond y col., 2005; Chuderland y Seger, 2005). 

 

2.4.2. Sistema de fosfolipasa C (PLC)/proteína quinasa C (PKC) 

 

La vía se señalización intracelular dependiente de PLC juega un rol clave en 

la bioquímica celular de muchas hormonas, factores de crecimiento, 

neurotransmisores y otros estímulos extracelulares. PLC es una enzima ubicada en 

la membrana plasmática la cual luego de su activación cataliza la hidrólisis del 

fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2) (Hisatsune y col., 2005). Se han descripto seis 

clases diferentes de PLC (PLC-β (1-4), PLC-γ (1 y 2), PLC-δ (1, 3 y 4), PLC-ε, PLC-ζ 

y PLC-η (1 y 2)) las cuales difieren en su mecanismos de regulación. PLC puede 

activarse a través de GPCRs o receptores con actividad tirosina quinasa (Horowitz y 

col., 2005). Una vez activada, la PLC hidroliza PIP2 generando diacilglicerol (DAG) 

e inositol-1,4,5-trifosfato (IP3). El DAG es el activador fisiológico de PKC, mientras 

que el IP3 difunde a través del citoplasma y estimula la liberación de calcio del 

retículo endoplásmico (Hisatsune y col., 2005). 

La PKC es una proteína serina/treonina quinasa descubierta por Yasutomi Nishizuka 

en 1977, cuando identificó en cerebelo bovino y de rata una quinasa cuya actividad 

era independiente de nucleótidos cíclicos aunque dependiente de lípido y calcio 

(Inoue y col., 1977; Takai y col., 1977). Se han descripto en la literatura tres 

subfamilias de PKC en mamíferos, las cuales se diferencian en base a la diferente 

estructura de las isoformas y en sus distintos requerimientos de activadores. Las 

isoformas convencionales (βI, βII, γ) requieren de calcio y DAG para su actividad, 

las isoformas denominadas “novel” (ε, δ, η), requieren DAG, aunque no calcio, y 
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finalmente las isoformas atípicas (η, λ/ι) no requieren de calcio ni DAG. La 

estructura de la PKC consiste de un dominio catalítico cuya actividad es 

alostéricamente controlada por un dominio regulatorio (Newton, 2003). 

La PKC se localiza en la fracción soluble de las células en su forma inactiva. La 

unión de DAG y calcio a PKC induce su activación alostérica. La unión del calcio 

aumenta su afinidad de unión al DAG, mientras que este último incrementa la 

afinidad de la enzima por lípidos de la membrana. Subsecuentemente, la PKC se 

transloca hacia la membrana celular donde se une a moléculas de anclaje y 

fosforila a proteínas efectoras. (Mochly-Rosen, 1995). Para contribuir a la total 

estabilidad de la PKC y su completa activación es necesario la fosforilación en 

determinados residuos de aminoácidos (serina, treonina y tirosina) del dominio C-

terminal (Le Good y col., 1998; Dutil y col., 1998; Newton, 2003). La activación de 

PKC promueve la fosforilación de varios sustratos proteicos involucrados en la 

regulación de una diversidad de eventos celulares y moleculares tales como 

migración, proliferación y diferenciación celular, contracción, plasticidad 

neuronal, inmunidad, apoptosis y metabolismo. El rol crucial que cumple esta 

familia de proteínas tanto en la supervivencia celular como en la apoptosis sugiere 

que algunas isoformas específicas podrían funcionar como sensores moleculares 

promoviendo la supervivencia o la muerte de la célula en función de su entorno 

(Dempsey y col., 2000; Mueed y col., 2005; Xuan y col., 2005). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



INTRODUCCIÓN 

 

20 

 

 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Sistema clásico de señalización de la vía PLC/PKC.  
GPCR: receptor acoplado a proteína G. RTK: receptor con actividad tirosina quinasa; 
RE: retículo endoplásmico; DAG: diacilglicerol; IP3: inositol-1,4,5-trifosfato; PIP2: 
fosfatidilinositol-4,5-bifosfato;  

 

2.4.3. El calcio como segundo mensajero intracelular 

 

El calcio iónico intracelular constituye un importante segundo mensajero 

responsable de la activación de numerosas proteínas y enzimas dependientes de 

calcio (calmodulina, troponina, calbindinas, proteínas quinasas y fosfatasas). La 

concentración de calcio citosólico en situación de reposo es muy baja (10-7M) 

respecto al calcio en el medio extracelular (10-3M). Ante una señal bioquímica, se 

producen aumentos transientes del calcio citosólico, muy rápidos (segundos a 
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minutos) y luego los niveles retornan a su valores basales. El ingreso y salida de 

calcio de la célula esta estrictamente controlado. El aumento de calcio 

intracelular se produce por influjo del catión desde el medio extracelular a través 

de canales de calcio ubicados en la membrana plasmática o por liberación de 

calcio de los depósitos intracelulares (retículo endoplásmico, mitocondria). La 

disminución de la concentración de calcio citosólico se produce en forma 

dependiente de energía, a través de la activación de las bombas de calcio ubicadas 

en la membrana plasmática (que transportan calcio hacia el medio extracelular) o 

la bomba de calcio del retículo endoplasmico (que capta el catión hacia el interior 

del retículo). De esta manera, la concentración de calcio intracelular que aumentó 

en respuesta a una señal dada, retorna rápidamente a sus niveles basales (Berridge 

y col., 2003).  

 

3. FUNCIÓN VASCULAR 

 

3.1. Estructura de la arteria 

 

En la estructura de un vaso sanguíneo se reconocen tres capas o túnicas 

dispuestas en forma concéntrica: 

(A) una túnica íntima, que es la capa más interna, formada por CE, una lámina 

basal, tejido conjuntivo subendotelial y la lámina elástica interna, la cual separa 

esta túnica de la media. El endotelio recubre todo el árbol vascular formando una 

capa única de CE y se encuentra en contacto directo con los elementos de la 

sangre. 
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(B) la túnica media, la cual está formada por láminas concéntricas de CMLV, fibras 

elásticas y de colágeno y la lámina elástica externa. Esta última separa la túnica 

media de la adventicia. Representa la capa más gruesa en las arterias y tiene 

menor espesor en las venas. 

(C) la túnica adventicia, el recubrimiento más externo del vaso está formado por 

tejido conjuntivo laxo compuesto principalmente por fibroblastos y colágeno, 

nervios y capilares. Esta capa une el vaso al tejido que lo rodea. 

El endotelio es un componente metabólico clave de la pared vascular que regula 

una gran variedad de eventos fisiológicos y respuestas biológicas. Algunos autores 

lo consideran un verdadero órgano de secreción endócrino. Las CE se caracterizan 

por poseer una gran capacidad sintética y en general tienen funciones 

especializadas que dependen de la lozalización del vaso sanguíneo. El endotelio 

presenta una gran heterogeneidad, ya sea, tanto en aspectos funcionales como 

morfológicos, proteínas marcadoras y respuesta a factores de crecimiento. Al igual 

que la mayoría de las células de los mamíferos, la capacidad de las CE para 

dividirse es limitada y finalmente entran en un estado de arresto del crecimiento, 

denominado senescencia (Foreman y Tang, 2003; Rivard y col., 1999).  

Las principales propiedades y funciones fisiológicas de las CE son (Bachetti y 

Morbidelli, 2000): 

· regulan el transporte de moléculas entre el lumen y el espacio subendotelial. 

· juegan un papel vital en el control de la hemostasia a través de la síntesis de 

factores de la coagulación, de la fibrinólisis y de compuestos vasoactivos que 

regulan la agregación plaquetaria (AP) tales como NO, prostaciclinas, 

prostaglandinas (PG) y tromboxanos (Tx). 
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· funcionan como un órgano inmunocompetente, presentando antígenos a 

linfocitos T. 

· regulan el tono vascular a través de la síntesis de sustancias con propiedades 

vasoactivas (NO, PG, endotelina, angiotensina). 

· secretan factores de crecimiento que participan en la neovascularización y en 

el control del crecimiento de las CMLV. Tienen la capacidad de proliferar y 

portar nuevas células para sustituir CE dañadas o exfoliadas y para proporcionar 

nuevos vasos sanguíneos (angiogénesis). 

· regulan la perfusión y permeabilidad en la microcirculación.  

· poseen actividad fagocítica selectiva.  

· sintetizan fibronectina, laminina, colágeno, elastina y otros componentes del 

subendotelio. 

 
 

Representación esquemática de la estructura de las grandes arterias. Se 
diferencian tres capas principales: la túnica íntima, la túnica media y la túnica 
adventicia. 

 

TÚNICA ÍNTIMA

Células endoteliales (CE)

Lamina basal del endotelio

Lámina elástica interna

TÚNICA MEDIA

CMLV (Células de músculo liso)

Lámina elástica externa

TÚNICA ADVENTICIA

Fibroblastos y colágeno
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La superficie de las CE está cubierta de numerosas caveolas, las cuales son 

pequeñas invaginaciones de membrana ricas en colesterol y glicoesfingolipidos que 

proveen sitios de ensamble para componentes de sistemas de señalización 

intracelular (Kim y col., 1999; Su y col., 2003; McDonald y col., 1997).  

Cabe destacar la presencia de los cuerpos de Weibel-Palade, organelas 

características de las CE que producen y almacenan la molécula de adhesión P-

selectina y la glucoproteína conocida como Factor de von Willebrand (FvW) que 

participan activamente en la hemostasia y en la inflamación. Además contienen 

otros compuestos tales como IL-8, endotelina 1, angiopoyetina 2, eotaxina 3, 

osteoprotegerina y tetraspanina. 

El otro tipo celular de crucial importancia del sistema vascular son las CMLV. Son 

células uninucleadas que poseen propiedades de distensibilidad, fuerza, 

autosoporte, rigidez, elasticidad y constricción concéntrica de los vasos. Sintetizan 

y secretan elastina, colágeno, mucopolisacáridos y otros componentes que forman 

parte de la matriz extracelular. Las CMLV existen en un vaso sanguíneo normal en 

un estado quiescente diferenciado con bajo grado de proliferación y recambio y 

son las responsables de mantener el tono vascular. 

 

3.2. Compuestos vasoactivos 

 

El endotelio es el principal regulador de la fisiología vascular a través del 

control de la producción de compuestos vasoactivos tales como NO, prostaciclina 

(PGI2) y endotelina los cuales contribuyen a mantener el tono vascular y las 

propiedades no trombogénicas de la superficie endotelial (Inagami y col., 1995). 

Acetilcolina es un agonista natural del endotelio, que induce vasorelajación como 
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consecuencia de la estimulación de la óxido nítrico sintasa (NOS) y subsecuente 

producción de NO (Knowles y Moncada, 1994). 

El NO es un radical libre que se sintetiza por acción catalítica de la NOS mediante 

la conversión del aminoácido L-arginina en L-citrulina (Palmer y col., 1988). La 

NOS cataliza la oxidación del grupo guanidino de L-arginina en presencia de 

oxígeno molecular y varios cofactores (NADPH, FMN, FAD y THB4), resultando en la 

producción estequiométrica de NO y L-citrulina (Palmer y col., 1988; Alderton y 

col., 2001; Fleming y Busse, 2003). El sustrato de la NOS, L-arginina es 

transportado a través de la membrana celular, vía un sistema de transporte 

específico para aminoácidos catiónicos (familia de transportadores CAT) (Caivano, 

1998; Mori y Gotoh, 2000). 

Se han identificado dos isoformas de NOS, la constitutiva (NOSc) y la inducible 

(NOSi) (Knowles y Moncada, 1994). La NOSc se expresa en CE (NOSe) y neuronales 

(NOSn), requiere de calcio y calmodulina (CaM) para su activación, es susceptible 

de fosforilación y sintetiza pequeñas cantidades de NO en respuesta a estímulos 

específicos (Nathan, 1992; Liu y col., 1997; Michel y Feron, 1997), mientras que la 

NOSi, se expresa en diversos tipos celulares incluyendo las CMLV y genera grandes 

cantidades de NO bajo la acción de citoquinas o endotoxinas (Kanno y col., 1994). 

Su activación es independiente de calcio y se propone que sería regulada por 

procesos de fosforilación y desfosforilación (Kone, 2000). 

La NOSe es susceptible de regulación por estrógenos especialmente el 17-β-

estradiol. El mecanismo de activación de la NOSe por 17-β-estradiol ha sido 

exhaustivamente estudiado. Se propone que: en condiciones basales la NOSe 

colocaliza con proteínas del citoesqueleto en la “caveolas” donde se encuentra 

asociada con ácidos mirístico y palmítico y a la proteína caveolina-1 formando un 
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complejo inactivo. La unión de 17-β-estradiol al receptor de estrógenos acoplado a 

proteínas G e induce la activación de PLC con generación de IP3 y DAG. El IP3 

promueve la salida de Ca2+ de los depósitos intracelulares. El calcio se une a CaM. 

El complejo Ca2+/CaM desplaza competitivamente a la proteína caveolina-1 unida a 

la NOSe, promoviendo la asociación de la NOSe con proteínas de shock térmico 

(Hsp90) en el citoplasma. 17-β-estradiol también induce la activación de la vías de 

señalización de PI3K/Akt y MAPK (entre otras) las cuales fosforilan al complejo 

enzimático NOSe/Hsp90. El complejo fosforilado se transloca a la membrana 

plasmática donde sufre miristoilación y palmitoilación y actúa sobre el sustrato L-

arginina para producir L-citrulina y NO (Kone, 2000; Serock y col., 2008). 

Además, se han reportado reacciones reversibles de s-nitrosilación y reacciones de 

desfosforilación por parte de las proteínas fosfatasas. La desfosforilación de la NOS 

podría atenuar la actividad de la enzima, llevándola a una actividad basal luego de 

su activación por fosforilación (McCabe y col., 2000; Fleming y col., 2001, Michell y 

col., 2001; Dudzinski y col., 2007; Mount y col., 2007). 
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Activación de la NOSe mediada por E2.  
GC: guanilato ciclasa, NO: óxido nítrico, E2: 17-β-estradiol, ER: receptor de 
estrógenos, G: proteína G, RE: retículo endoplásmico, CaM: calmodulina. Cofactores 
de la NOSe: BH4, FAD, NADPH, FMN, Fe. Adaptado de Serock y col., 2008. 

 

El NO producido por las CE se libera a la luz arterial donde inhibe la agregación 

plaquetaria y la adhesión de leucocitos al endotelio, o bien difunde hacia la túnica 

media donde, en CMLV estimula el sistema GC/GMPc/PKG e induce vasorelajación. 
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El NO representa un verdadero segundo mensajero intracelular del sistema 

vascular. Es un regulador clave de la homeostasis vascular y juega un rol 

fundamental previniendo la disfunción vascular. Esto se debe a que el NO posee 

una potente acción vasodilatadora, inhibe la adhesión de monocitos, inhibe la 

migración de CMLV, inhibe la agregación plaquetaria, previene la oxidación de 

lipoproteínas de baja densidad (LDL), promueve la síntesis de prostaciclinas e 

inhibe la síntesis de integrinas en leucocitos. Por lo tanto, la integridad funcional 

del endotelio depende fundamentalmente de su capacidad de generar NO (Ignaro y 

col., 1989; Tsao y col., 1995). 

Las PG y los Tx son mediadores químicos que intervienen activamente en 

procesos inflamatorios y en el mantenimiento del balance entre la vasoconstricción 

y la vasorelajación. Se sintetizan a partir del ácido araquidónico por la acción 

catalítica de la ciclooxigenasa (COX) constitutiva (COX-1) o inducible (COX-2). 

Dichas enzimas se expresan en numerosos tipos celulares, entre ellos las CE y las 

CMLV. Los eicosanoides PGD2, PGE2, PGI2 son potentes vasodilatadores y 

antitrombóticos que disminuyen la tensión arterial y la resistencia periférica. El 

principal eicosanoide producido por el endotelio vascular es PGI2. El tromboxano A2 

(TxA2) es un potente vasoconstrictor y estimulante de la agregación plaquetaria 

(Gryglewski y col., 1988; Yanagisawa y col., 1988). 

 

3.3. Moléculas de adhesión celular 

 

Las moléculas de adhesión celular (CAMs) son glicoproteínas de la superficie 

celular que regulan la adhesión célula-célula y entre células y componentes de la 

matriz extracelular. En el sistema vascular desempeñan un rol fundamental 
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regulando la respuesta inflamatoria a nivel de la superficie endotelial. En 

condiciones de inflamación o de injuria vascular, se estimula la adhesión de 

leucocitos sobre la superficie endotelial a través de interacciones entre las CAMs 

endoteliales y las leucocitarias. 

A nivel vascular, se han identificado diversas familias de moléculas de adhesión 

que participan en el tráfico de leucocitos. Estas moléculas pueden dividirse en tres 

grupos generales: las selectinas, las integrinas y algunos miembros de la 

superfamilia de las inmunoglobulinas. 

La selectinas pertenecen a una familia de glicoproteínas transmembrana 

dependientes de calcio con dominios extracelulares tipo lectina. Las selectinas 

participan en los primeros estadios del reclutamiento de leucocitos sobre la 

superficie del endotelio, creando interacciones débiles entre ambos tipos 

celulares. También participan amplificando el proceso de reclutamiento para 

favorecer las interacciones entre plaquetas y leucocitos (Chen y Geng, 2006). Se 

han identificado tres selectinas en mamíferos. Se nombran de acuerdo a su 

principal sitio de expresión: L-selectina en leucocitos, E-selectina en CE y P-

selectina en plaquetas.  

E-selectina es específicamente sintetizada por CE. Generalmente ausente en CE 

quiescentes, se induce de forma transcripcional por citoquinas y agentes 

inflamatorios tales como TNFα, IL-1, NF-κB y lipopolisacáridos bacterianos (LPS), 

para favorecer la adhesión de monocitos, neutrófilos y otros leucocitos (Collins y 

col., 1995). El factor de transcripción NF-κB es crucial en la activación de E-

selectina (Kneuer y col., 2006). Una vez expresada en superficie, la E-selectina es 

internalizada y dirigida hacia los lisosomas para su posterior degradación.  
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P-selectina se expresa constitutivamente en CE y en plaquetas. Se encuentra 

almacenada en los gránulos alfa de las plaquetas y en los cuerpos de Weibel-Palade 

de CE y se expresa en superficie luego de la activación celular por IL-4, IL-13 y LPS 

(Yao y col., 1996; Woltmann y col., 2000; Pan y col., 1998). Favorece la 

interacción del endotelio con monocitos, neutrófilos, plaquetas y células tumorales 

(McEver y col., 1989; Furie y col., 2001; Geng, 2003; McEver, 2002). Una vez 

expresada sobre la superficie celular, P-selectina es rápidamente internalizada por 

endocitosis (Hattori y col., 1989).  

Las integrinas son glicoproteínas transmembrana heterodiméricas donde cada 

unidad consta de subunidades α y β (β1, β2 o β3). La expresión de integrinas β2, se 

limita a los leucocitos de la sangre. Usualmente las integrinas poseen múltiples 

ligandos, algunas proteínas de la matriz extracelular como las lamininas, colágeno 

y fibronectina interactúan con las integrinas (Luo y col., 2007).  

Las CAMs pertenecientes a la superfamilia de las inmunoglobulinas, proteínas 

estructuralmente semejantes a las inmunoglobulinas, actúan como ligandos del 

endotelio para integrinas expresadas sobre leucocitos y plaquetas. Entre ellas es 

importante el papel que desempeña la molécula de adhesión VCAM-1. 

VCAM-1 es una glicoproteína transmembrana que se induce transcripcionalmente 

en CE y otros tipos tipos celulares (macrófagos, mioblastos y células dendríticas) 

en respuesta a estímulos proinflamatorios (TNFα, IL-1 y LPS). Favorece la adhesión 

firme entre el endotelio activado, los leucocitos y determinados componentes de 

la matriz extracelular (Blankenberg y col., 2003; Preiss y col., 2007; Matheny y 

col., 2000). 
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3.4. Muerte celular: apoptosis y necrosis 

 

Los dos tipos de muerte celular más estudiados son la apoptosis y la 

necrosis. La apoptosis o también denominada muerte celular programada 

representa un proceso fisiológico de vital importancia para el desarrollo normal de 

los organismos vivos y el recambio normal de los tejidos durante la etapa adulta. 

En cambio, la necrosis es un evento de carácter patológico que se origina por una 

disfunción celular aguda en respuesta a condiciones de estrés severas o una injuria 

tisular importante. 

La apoptosis o muerte celular programada es un proceso fisiológico dependiente de 

energía que se caracteriza por un desmantelamiento ordenado de la célula a través 

de caminos bioquímicos bien definidos que ocurre en respuesta a determinados 

estímulos (Granville y col., 1998). Representa un mecanismo de regulación para el 

control de las poblaciones celulares y remoción de células potencialmente 

perjudiciales (Raff, 1992). En el programa apoptótico se desencadenan una serie 

de eventos que llevan a la muerte de la célula: condensación y fragmentación de 

la cromatina nuclear, reducción del volumen citoplasmático (sin alteración de las 

organelas), formación de cuerpos apoptóticos que incluye material nuclear y 

citoplasmático y finalmente el reconocimiento y fagocitosis de los cuerpos 

apoptóticos por macrófagos circundantes lo cual ocurre sin originar una respuesta 

inflamatoria. 

Se han descripto 2 vías que activan el programa apoptótico, la vía intrínseca (se 

activa a partir de señales que derivan del interior de la célula, por ejemplo estrés 

oxidativo) y la extrínseca (por activación de receptores de muerte en la membrana 

plasmática) (Ashkenazi, 2002; Kaufmann y Earnshaw, 2000). En ambas vías las 
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verdaderas ejecutoras de la apoptosis son las caspasas, una serie de cisteína-

aspartato proteasas las cuales actúan sobre una gran cantidad de sustratos 

celulares, entre ellos las endonucleasas que son las responsables directas de la 

fragmentación del ADN que tiene lugar en el programa apoptótico.  

La regulación de la apoptosis es frecuentemente alterada en estados de 

enfermedad. En situaciones de daño vascular, la alteración del balance 

supervivencia/apoptosis de las CE provoca denudación del endotelio 

comprometiendo la regulación de la proliferación, la migración y la apoptosis de 

las CMLV (Bochatan-Piallat y col., 1995).  

A diferencia de la apoptosis, la necrosis es una forma de muerte celular 

independiente de energía que no se puede regular bioquímicamente. Se 

caracteriza por una rápida depleción de ATP, pérdida de la integridad de la 

membrana plasmática, incremento del volumen de la célula, formación de 

pequeños agregados de cromatina nuclear, estallido de las organelas 

citoplasmáticas y desintegración celular, lo cual origina una respuesta 

inflamatoria. Los restos celulares son finalmente degradados por las células 

fagocíticas que acuden al sitio de la injuria (Golstein y Kroemer, 2007).  

 

4. DISFUNCIÓN VASCULAR 

 

Una de las principales consecuencias de la disfunción vascular es la 

aterosclerosis. La aterosclerosis y las ECV asociadas son las principales causas de 

mortalidad en países desarrollados.  

La aterosclerosis constituye un proceso inflamatorio crónico que se caracteriza por 

la formación de placas ateromatosas (ateromas), engrosamiento de la pared 
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arterial y estrechamiento de la luz vascular. Es el resultado de un proceso 

complejo y multifactorial que se produce a nivel de la intima arterial como 

consecuencia de una disfunción endotelial. Las placas contienen un núcleo rico en 

lípidos separado del lúmen vascular por una capa fibrosa compuesta de CMLV y 

fibras de colágeno intersticiales (Davies, 1996; Ross, 1999; Lusis, 2000; Libby y 

col., 2002). 

Se han propuesto numerosos factores de riesgo de aterosclerosis: dislipidemia y 

elevada concentración en plasma de colesterol LDL, homocisteinemia, estrés 

oxidativo y presencia de especies reactivas del oxígeno, tabaquismo, hipertensión, 

diabetes mellitus, alteraciones genéticas, infecciones por microorganismos tales 

como herpesvirus o Chlamydia pneumoniae y combinación de estos u otros 

factores. 

Esta enfermedad afecta principalmente a regiones discretas de arterias musculares 

y elásticas de mediano y gran calibre. La localización de las placas ateromatosas se 

correlaciona positivamente con regiones que se caracterizan por tener un patrón 

de flujo sanguíneo complejo, principalmente en las bifurcaciones y curvaturas 

arteriales (Gimbrone y col., 2000; Matharu y col., 2006).  

 

4.1. Proceso de formación de la placa ateromatosa 

 

La enfermedad vascular se inicia con una injuria endotelial que conduce a 

una disfunción y posterior estimulación endotelial. Exisen dos hipótesis acerca del 

origen de dicha injuria, la “hipótesis lipídica” que le atribuye a la hiperlipidemia 

un rol determinante en el inicio de la enfermedad, y la “hipótesis inflamatoria” 

que considera a la aterosclerosis como un proceso inflamatorio crónico en el cual 
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el estrés oxidativo representa un estímulo temprano para la formación de la placa 

(Ross, 1999). La fase temprana de generación de la lesión ateromatosa se 

caracteriza por una reducción de la síntesis de moléculas vasoactivas (NO y 

prostaciclinas) y aumento de la expresión de CAMs por el endotelio activado, lo 

cual origina el reclutamiento de leucocitos sobre la pared vascular y su 

internalización en la túnica íntima del vaso afectado (Li y col., 1994; Ross, 1999). 

Las plaquetas juegan un papel importante en el inicio y desarrollo de la 

aterosclerosis. La repuesta inicial al daño vascular es la adhesión de plaquetas al 

endotelio activado por la injuria. Se forman puentes entre las integrinas 

plaquetarias y las proteínas endoteliales como P-selectina, fibronectina, colágeno, 

FvW. El progreso de la lesión conduce a una mayor adhesión y agregación 

plaquetaria. A su vez las plaquetas activadas liberan citoquinas que promueven el 

reclutamiento de monocitos y su activación a macrófagos (Steinhubl y Moliterno, 

2005; Giovanni y Patrono, 2007). El reclutamiento de leucocitos sobre la pared 

vascular comprende múltiples etapas (Galkina y Ley, 2007): inicialmente ocurre 

una interacción primaria débil y “rodamiento” de los leucocitos sobre el endotelio 

activado, donde intervienen entre otras las CAMs P- y E-selectina (Hidalgo y col., 

2007; Zarbock y col., 2007), luego tiene lugar una adhesión celular más firme, y 

finalmente se produce la migración de los leucocitos hacia el espacio subendotelial 

de la túnica íntima (Springer, 1994; Ley y col., 2007) (Esquema 1A). 

El contenido de lípidos presentes en plasma juega un rol importante en la 

patogénesis de la aterosclerosis, en especial las LDL (Brown y col., 2006). El 

endotelio disfuncional incrementa la captación de colesterol LDL, las cuales 

pueden ser modificadas por oxidación, glicosilación, asociación con proteoglicanos, 

etc., y representan una de las mayores causas de injurias al endotelio (Khoo y col., 
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1992; Navab y col., 1996; Steinberg, 1997). Los leucocitos que así migraron se 

activan y expresan citoquinas proinflamatorias y receptores adecuados para la 

captación de lípidos modificados y transforman su fenotipo para convertirse en 

macrófagos cargados de lípidos o “células espumosas” cuyo depósito en la íntima 

arterial genera el núcleo necrótico del ateroma. Las citoquinas liberadas por los 

macrófagos inducen la migración de CMLV desde la túnica media hacia la íntima 

donde se estimula su proliferación. La liberación de citoquinas proinflamatorias 

desde las lesiones más tempranas crea un efecto de retroalimentación positiva, 

reclutando más leucocitos desde la circulación y tejidos adyacentes y estimulando 

una mayor migración y proliferación de CMLV hacia la túnica íntima (Ross, 1999) 

(Esquema 1B). 

Cuando la lesión progresa, se desarrolla una capa fibrosa formada por CMLV y 

matriz que recubre el núcleo necrótico de la placa constituído por leucocitos, 

lípidos, matriz y detritus celular. Esta capa fibrosa separa el lumen de la lesión, la 

cual se expande debido al continuo ingreso y acumulación de macrófagos. El 

núcleo necrótico resulta de la actividad proteolítica de los macrófagos, 

acumulación de lípidos y necrosis/apoptosis de las células presentes (Ross, 1999) 

(Esquema 1C). 

El continuo influjo de macrófagos y su activación genera una inestabilidad de la 

placa. Los macrófagos activados liberan enzimas hidrolíticas que degradan la 

matriz originando hemorragias de la microvasculatura desarrollada en la lesión. 

Esto desencadena la formación de trombos que puede resultar en la oclusión del 

vaso (Ross, 1999) (Esquema 1D). 
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Esquema 1. Proceso de formación de la placa ateromatosa. Adaptado de Ross, 
1999. 

 

Injurias químicas o mecánicas causan desdiferenciación de las CMLV, disminución 

de las propiedades contráctiles e inducción de un fenotipo proliferativo y 

frecuentemente móvil. (Ross, 1993; Pauly y col., 1994). Se ha propuesto que en la 

placa ateromatosa el tejido vascular es más susceptible a la apoptosis. La muerte 

celular en aterosclerosis fue sugerida por primera vez en 1858 por R. Virchow, 

padre de la patología celular. Él sugería que las placas estaban formadas por 

células que se replicaban y luego morían. La inducción de apoptosis depende del 

A. Disfunción endotelial                                           B. Acumulación de lípidos en la íntima 
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estadio de la placa, su localización y el tipo celular involucrado (Isner y col., 1995; 

Hegyi y col., 1996). 

Por consiguiente, los procesos de apoptosis, adhesión celular, diferenciación, 

proliferación y migración celular, juegan un rol clave en la enfermedad vascular. 

 

5. TERAPIA HORMONAL DE REEMPLAZO 

 

Durante su periodo fértil, las mujeres presentan un bajo riesgo de padecer 

ECV. De acuerdo a estudios epidemiológicos, la incidencia de ECV en mujeres 

premenopásusicas es menor respecto a los hombres de la misma edad o en mujeres 

postmenopásusicas. Dicho riesgo aumenta siginificativamente luego de la 

menopausia. Las ECV, en especial las cardíacas isquémicas como consecuencia de 

aterosclerosis coronaria, representan una de las principales causas de muerte 

entre las mujeres postmenopáusicas (Orshal y Khalil, 2004; Mendelsohn y Karas, 

2005). La mayor incidencia de ECV se ha atribuido a la disminución de estrógenos 

en circulación, como consecuencia del cese de la actividad ovárica (Schwenke, 

1998). La evidencia presentada en la literatura sostiene que los estrógenos ejercen 

un efecto cardioprotector sobre la fisiología vascular debido a su acción sobre el 

metabolismo lipoproteico, sobre los sistemas fibrinolítico y de la coagulación, 

sobre la producción de sustancias vasoactivas que regulan el tono vascular, sobre 

el crecimiento, la migración y la apoptosis de células vasculares, y a sus 

propiedades antioxidantes. El efecto vascular del 17-β-estradiol ha sido 

extensivamente caracterizado. A través de su acción directa sobre las células 

vasculares, el 17-β-estradiol regula el tono vascular y contribuye a mantener las 

propiedades antiaterogénicas y antitrombóticas del lecho vascular. Numerosos 
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estudios in vitro han aportado evidencias de que el 17-β-estradiol: (a) estimula la 

producción de NO en CE y aumenta los niveles de GMPc promoviendo a relajación 

de CMLV, (b) disminuye la síntesis de proteínas vasoconstrictoras, (c) modula la 

producción de PG, (d) inhibe la proliferación de CMLV, (e) modula la interacción 

célula-célula inhibiendo la expresión de moléculas de adhesión proaterogénicas, y 

(f) inhibe la apoptosis de CE y promueve la reendotelización. Estos efectos los 

ejerce a través de acciones rápidas que comprenden la activación de los sistemas 

de segundos mensajeros intracelulares PKG, PI3K/AkT y MAPK y consecuente 

activación de las enzimas NOS y COX y efectos genómicos de regulación de la 

expresión de proteínas vasculares como endotelina-1, COX-1, E-selectina, VCAM-1, 

NOSe (Mendelshon y Karas, 1999; Serock y col., 2008). Se ha informado que la 

estrona, estrógeno producido por el ovario con actividad biológica relevante, 

también regula la función vascular. Datos reportados por nuestro laboratorio 

demostraron que en tejido aórtico murino estrona regula la función vascular en 

forma directa y específica (Selles y col., 2005) a través de un mecanismo de acción 

que comprende efectos genómicos y no genómicos que involucran la participación 

de sistemas de señalización intracelular y del receptor de 17-β-estradiol 

(Massheimer y col., 2006; Rauschemberger y col., 2008). 

El cese de la función ovárica no solo afecta a los niveles circulantes de 17-β-

estradiol, sino también a los de Pg, segunda hormona con actividad biológica 

relevante que produce el ovario. La terapia hormonal de reemplazo (THR) en base 

a estrógenos, o combinada (estrógenos más progestágenos) surge como alternativa 

para aliviar los signos y síntomas asociados a la menopausia. Se propone que la 

THR contribuiría a reducir los síntomas vasomotores, revitalizar los epitelios 

estratificados, reducir la pérdida de masa ósea, prevenir la osteoporosis, mejorar 
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el perfil lipídico y reducir el riesgo de ECV. No obstante, hasta el presente, los 

resultados obtenidos de ensayos clínicos aleatorizados son contradictorios, y su 

utilidad clínica para reducir el riesgo cardiovascular es motivo de debate aún 

(Rossouw y col., 2002; Dubey y col., 2004; Ouyang y col., 2006). Algunos ensayos 

clínicos demostraron beneficios fundamentados en una reducción de los niveles 

plasmáticos de colesterol total, LDL colesterol y lipoproteína A, aumento de HDL 

colesterol, inhibición de la oxidación de las LDL, de fibrinógeno y del inhibidor del 

activador del plasminogeno-1 (PAI-1). Por el contrario otros ensayos reportaron 

efectos no deseables como incremento de los niveles plasmáticos de triglicéridos y 

de la proteína C reactiva (Stamfer y col., 1991; Walsh y col., 1991; Barton y col., 

1998). 

Históricamente, las progestinas fueron incluidas en los protocolos de THR para 

contrarrestar la displasia endometrial causada por 17-β-estradiol (The Writing 

Group for the PEPI Trial, 1996). Se ha reportado que la administración de 

progestinas sintéticas al protocolo de administración de estrógenos, como por 

ejemplo acetato de medroxiprogesterona (MPA), mejoraría la eficacia de la THR 

(Manson y col., 2003). Otros estudios, no obstante, han mostrado que la 

coadministración de una progestina bloquea el efecto ateroprotector del estrógeno 

sobre el perfil lipídico (Sitruk-Ware, 2000). 

El estudio de prevención cardiovascular secundaria denominado HERS (the Heart 

and estrogen/progestin replacement study) demostró que la THR no fue capaz de 

reducir la incidencia de eventos coronarios, y a su vez incrementó el riesgo de 

eventos tromboembólicos en mujeres postmenopáusicas con enfermedad coronaria 

establecida, tratadas (vía oral) con estrógenos equinos conjugados (CEE) y la 

progestina sintética MPA durante un periodo de tiempo de cuatro años (Grady y 
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col., 2002; Hulley y col., 1998). En cambio, datos provenientes de otro estudio 

realizado en mujeres postmenopáusicas sanas demostró que la administración oral 

de 17-β-estradiol y progestágenos, corrigió los niveles circulantes de factores de la 

coagulación y mejoró la función vascular (Van Baal y col., 1999). 

El estudio clínico denominado The women’s health initiative (WHI) evaluó 

prevención cardiovascular primaria en mujeres postmenopáusicas de entre 50 y 79 

años de edad que no presentaban historial de enfermedad arterio-coronaria. Los 

autores de este trabajo demostraron que la adición de MPA a CEE resultó en un 

sustancial incremento del riesgo de infarto de miocardio. La administración de esta 

terapia combinada se suspendió prematuramente debido a este aparente 

incremento en la incidencia de eventos cardiovasculares y otros efectos adversos 

(Rossouw y col., 2002). 

Un interrogante interesante que se plantea es porqué los efectos beneficiosos de 

los estrógenos a nivel vascular observados en el gran cúmulo de información 

proveniente de los estudios experimentales in vitro no se manifiestan cuando se 

emplean protocolos de sustitución hormonal in vivo. Esto dio origen a la corriente 

de pensamiento que plantea la hipótesis de que se debería estudiar no solo al 17-

β-estradiol sino además a los otros sustitutos que se administran en la THR, como 

por ejemplo Pg, otras progestinas sintéticas y a los metabolitos derivados de ellos. 

El conocimiento actual sobre la acción bioquímica de Pg y otras progestinas a nivel 

de la fisiología vascular es bastante escaso en contraste con la gran cantidad de 

evidencia reportada sobre los efectos de los estrógenos en el sistema 

cardiovascular (Mendelsohn y Karas, 1999; Orshal y Khalil, 2004). Se han descripto 

potenciales efectos vasculares de Pg, proponiendo a esta hormona como un 

esteroide sexual activo a nivel cardiovascular. En arterias coronarias de conejo y 
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en aorta de rata, se reportó que Pg induce vasorelajación en forma independiente 

de endotelio, a través de un mecanismo de inhibición del influjo de calcio (Jiang y 

col., 1992; Glusa y col., 1997). Pg regula el crecimiento de células vasculares 

(Simoncini y col., 2003) e inhibe la expresión de moleculas de adhesión 

intercelular inducida por TNFα y LPS (Otsuki y col., 2001; Simoncini y col., 2004). 

Sin embargo, muchos de estos estudios han sido realizados empleando 

progestágenos sintéticos (MPA) y no Pg nativa. Se ha propuesto la existencia de 

importantes diferencias en los mecanismos moleculares de acción y en los 

potenciales efectos riesgo/beneficio de Pg y MPA (L’hermite y col., 2008). La 

evidencia aportada hasta el presente es insuficiente, y desentrañar su mecanismo 

sigue siendo un desafío para comprender el verdadero rol de la Pg natural y su 

potencial utilidad clínica. Así mismo, se desconoce si desde el punto de vista de la 

regulación del metabolismo vascular Pg y 17-β-estradiol son equivalentes o si Pg 

antagonizaría las acciones del 17-β-estradiol, como lo hace en otros tejidos 

efectores. 

 



OBJETIVOS 

 

42 

 

 

 

 

 

 

 

 

OBJETIVOS 



OBJETIVOS 

 

43 

 

OBJETIVO GENERAL 

 

Teniendo en cuenta la controversia existente entre el riesgo/beneficio de la 

aplicación de la THR para la prevención de ECV en mujeres postmenopáusicas, y 

considerando la escasa información disponible acerca del mecanismo a través del 

cual, Pg media sus efectos en el sistema vascular, se propuso como objetivo 

general de este trabajo de Tesis, investigar las acciones celulares y moleculares a 

través de las cuales Pg regula la función vascular. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Empleando como sistema experimental anillos de aorta aislados de ratas 

Wistar hembras fértiles o CE y CMLV en cultivo, se plantearon los siguientes 

objetivos específicos: 

 

Desde un punto de vista molecular, investigar el mecanismo de acción de Pg, 

estudiando: 

 

· los efectos no genómicos sobre sistemas de señalización intracelular y la 

síntesis de NO  

· las acciones genómicas sobre la regulación del crecimiento celular 

· la posible existencia de una interacción entre las acciones genómicas y no 

genómicas 

· el efecto del tratamiento conjunto de 17-β-estradiol y Pg sobre la 

producción de NO y la proliferación celular 
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Desde un punto de vista celular, investigar la acción de Pg sobre algunos de los 

procesos celulares involucrados en la disfunción vascular, tales como: 

 

· proliferación celular, migración celular y apoptosis 

· adhesión de monocitos 

· agregación plaquetaria 
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1. SISTEMAS EXPERIMENTALES 

 

1.1. SISTEMA EXPERIMENTAL I: anillos de aorta de rata 

 

1.1.1. Animales utilizados 

 

Se utilizaron ratas Wistar hembras sexualmente maduras, de cuatro a seis 

meses de edad, las cuales ya habían tenido al menos tres estros consecutivos. Los 

animales fueron alimentados con una dieta estándar para roedores, con provisión 

de agua ad libitum y mantenidos en ciclos de doce horas de luz y doce horas de 

oscuridad. La actividad de los estros se evaluó mediante citología exfoliativa y 

aquellos animales elegidos para los ensayos experimentales presentaban estros de 

la misma duración. Todos los trabajos con animales se llevaron a cabo en el 

Bioterio del Departamento de Biología, Bioquímica y Farmacia de la Universidad 

Nacional del Sur, los cuales fueron avalados por la comisión asesora del Bioterio. 

 

1.1.2. Obtención de anillos de aorta de rata 

 

Los animales fueron sacrificados por dislocación cervical, la aorta torácica 

fue removida inmediatamente y colocada en solución fisiológica refrigerada a 4 ºC 

(Andersen y col., 1999). Se procedió a limpiar la aorta del tejido conectivo y 

adiposo adyacente y se cortó en pequeños anillos, de 15 a 20 mm 

aproximadamente. Se tomó especial cuidado se tomó para evitar el daño de la 

superficie endotelial. 
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1.1.3. Tratamientos in vitro de los anillos de aorta de rata 

 

Los anillos de aorta de rata (AAR) se utilizaron dentro de las dos horas 

posteriores a su aislamiento, periodo en el cual mantiene su viabilidad, la cual fue 

comprobada por su capacidad de responder al agonista natural del tejido vascular 

“acetilcolina”. Los AAR fueron colocados en 1.5 ml del medio de incubación (Medio 

D), cuya composición se detalla al pie de este párrafo. Se preincubaron durante 10 

minutos en baño termostático (Vicking, modelo Dubnoff) a 37 ºC, con agitación 

continua (Andersen y col., 1999). Seguidamente, se inició el tratamiento con el 

agregado de la hormona por los intervalos de tiempo correspondientes a cada 

ensayo experimental. Paralelamente se procesó siempre un grupo control, el que 

recibió solamente el vehículo en el cual se solubilizó la hormona (isopropanol), en 

concentración menor a 0.1%. En los ensayos en los cuales se emplearon inhibidores 

y antagonistas, estos se agregaron al medio de incubación 30 minutos antes de 

comenzar el tratamiento con Pg. Las soluciones hormonales empleadas en todos los 

ensayos fueron siempre preparadas en el día del experimento minutos antes de 

comenzar el tratamiento. 

 

Composición del Medio D: 

 
 Concentración final (mM) 
NaCl 145 
KCl 5 
MgSO4 1.2 
CaCl2 1 
Glucosa 10 
Buffer Hepes, pH 7.35 10 
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1.2. SISTEMA EXPERIMENTAL II: cultivos de células endoteliales y células de 

músculo liso vascular 

 

Las CE y CMLV se obtuvieron por cultivo primario utilizando la técnica de 

explantes, a partir de anillos de aorta de ratas Wistar hembras (de tres a cinco 

semanas de edad) (Yeh y col., 2002; McGuire y Orkin, 1987). En las instalaciones 

del Bioterio se aisló la aorta toráxica en condiciones de asepsia, para lo cual el 

quirófano y el instrumental empleado se esterilizaron por irradiación con luz UV. El 

resto del procedimiento y todos los ensayos experimentales en los que se usaron 

CE y CMLV, se realizaron en un gabinete se seguridad biológica (Telstar Bio-II-A) 

disponible en el Laboratorio de Cultivo Celular. Luego de eliminar cuidadosamente 

el tejido conectivo y adiposo adyacente, la aorta se cortó en pequeños anillos de 2 

mm de longitud (Esquema 2). Los anillos así obtenidos se cultivaron en placas de 

10 cm de diámetro (NUNC) conteniendo 10 ml de medio de cultivo DMEM (libre de 

rojo de fenol y suplementado con 3.7 mg/L de bicarbonato de sodio (NaHCO3), 2 

mM de L-glutamina y antimicrobianos: 100 U/ml de penicilina (60 μg/ml), 10 μg/ml 

de streptomicina y 2.5 μg/ml de amfotericina B), con el agregado de 20% de suero 

fetal bovino (SFB). Se empleó un incubador metabólico (Revco Habitat, Asheville, 

USA) con control automático de temperatura y CO2 (37 ºC, 5% de CO2). Durante los 

primeros cinco días de cultivo, se liberan las CE. Finalizado este periodo, los 

anillos fueron transferidos a una nueva placa con medio DMEM fresco suplementado 

con 10% de SFB y antimicrobianos y se incuban durante cinco días. En esta nueva 

placa se obtuvo un cultivo mixto de CE y CMLV. Los anillos se retiran y se 

transfieren nuevamente a otra placa y se incuban durante otros cinco días. Se 

repite este paso una vez más y de esta manera se obtiene un cultivo puro de CMLV 
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a los 20 días de iniciado el procedimiento. A los cultivos de CE y CMVL se les 

efectuó un recambio del medio DMEM con una frecuencia de 3 días. La pureza de 

los cultivos de ambos tipos celulares se estableció de la siguiente manera: (a) por 

la morfología característica que adoptan las células en cultivo al observarlas en un 

microscopio invertido de contraste de fase (Nikon Eclipse TS100). En el caso de las 

CE se observó la morfología característica de “cobblestone” en cultivos 

confluentes, mientras que en el caso de las CMLV se observó la apariencia de 

“valles y colinas”, (b) a través de inmunohistoquímica: se estudió la presencia de 

FvW en CE y su ausencia en CMLV y de la presencia de alfa actina en CMLV y su 

ausencia en CE (sistema Dako Cytomation En Vision), y (C) por la capacidad de las 

CE de sintetizar NO (Bachetti y Morbidelli, 2000). Todos los ensayos experimentales 

se realizaron empleando cultivos de CE o CMLV de pasajes 2 a 7. 

 

 

A. Cultivo primario de CE. 
B. Cultivo primario de CMLV  
(Tinción:hematoxilina-eosina) 

 

A                                                                  B 
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Esquema 2. Obtención de cultivos primarios de CE y CMLV a partir de aorta de 
rata por la técnica de explante. 

 

1.2.1. Tratamientos in vitro de los cultivos de células endoteliales y células de 

músculo liso vascular 

 

DMEM 20% SFB
5 días a 37ºC, 
5% CO25% CO2

Transferir anillos de aorta

Transferir anillos de aorta 
(repetir este paso)

Descartar anillos

DMEM 10% SFB
5 días a 37ºC, 
5% de CO2

DMEM 10% SFB
5 días a 37ºC, 
5% de CO2

CE

Cultivo mixto 
de CE + CMLV

Ratas Wistar
(3-5 semanas)

Remover 
asépticamente la 
aorta torácica

Obtener pequeños 
anillos de la aorta

Remover el tejido 
conectivo y 
adiposo adyacente
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dí  37ºC,
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de cultivo
dio CMLV

Repicar y 
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5% de CO2
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Los cultivos de CE y CMLV se mantuvieron en DMEM suplementado con 10% 

de SFB hasta llegar a la confluencia necesaria para realizar los ensayos 

experimentales. En los casos que se requería sincronizar las células, las mismas se 

privaron de suero durante 24 horas y luego se reemplazó el medio de cultivo por 

DMEM fresco conteniendo 1% de SFB, medio en el cual se realizaron los 

tratamientos hormonales correspondientes. Se inició el tratamiento con el 

agregado de la hormona por los intervalos de tiempo correspondientes a cada 

ensayo experimental. Paralelamente se procesó siempre un grupo control, el que 

recibió solamente el vehículo (isopropanol), en una concentración inferior a 0.1%. 

En los ensayos en los cuales se emplearon inhibidores y antagonistas, estos se 

agregaron al medio una hora antes de comenzar el tratamiento hormonal. Las 

soluciones hormonales empleadas en todos los ensayos fueron siempre preparadas 

en el día del experimento, minutos antes de comenzar el tratamiento. 

 

2. ENSAYOS REALIZADOS 

 

2.1. Medición de actividades enzimáticas de PKC y MAPK 

 

Las actividades enzimáticas de PKC y MAPK se cuantificaron empleando 

homogenados obtenidos a partir de aorta de rata (HAR) y ensayos de fosforilación. 

 

2.1.1. Obtención de homogenados a partir de aorta de rata sin tratamiento 

hormonal previo 
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Se aisló la aorta torácica de la rata según lo descripto en la sección 1.1.2. 

Para ello se seccionó en anillos de 5 mm de longitud y se homogeneizó 

mecánicamente (OMNI International GLH) en 1.5 ml del buffer de homogeneización 

a 0 ºC (baño de hielo) durante tres periodos consecutivos de 20 segundos cada uno 

y con intervalos de descanso de 40 segundos. Se tomaron alícuotas de 20 μl para 

cuantificar el contenido proteico empleando el método de Lowry (Lowry y col., 

1951). Los HAR se alicuotaron en volúmenes apropiados y se mantuvieron a –80 ºC 

hasta su posterior utilización en los ensayos enzimáticos de PKC y MAPK 

(Rauschemberger y col., 2008). Las muestras fueron descongeladas una sola vez. 

 

Composición del buffer de homogeneización para medir actividad de PKC: 

 
 Concentración final 
Buffer Tris–HCl, pH 7.4 20 mM 
Sacarosa 0.33 M 
EGTA 1 mM 
Fluoruro de sodio (NaF) 20 mM 
Ditiotreitol (DTT) 1 mM 
Aprotinina  20 μg/ml 

 

Composición del buffer de homogeneización para medir actividad de MAPK: 

 
 Concentración final 
Buffer Tris–HCl, pH 7.4 20 mM 
EGTA 1 mM 
Sacarosa 0.27 M 
NaF 50 mM 
EDTA 1 mM 
DTT 1 mM 
Pepstatina 2 μg/ml 
Aprotinina 2 μg/ml 
Ortovanadato de sodio 1 mM 
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2.1.2. Obtención de homogenados a partir de aorta de rata con tratamiento 

hormonal previo 

 

En forma alternativa, los homogenados fueron obtenidos a partir de AAR 

previo tratamiento con Pg. Para llevar a cabo este experimento, los AAR se 

incubaron con Pg durante el tiempo correspondiente del ensayo experimental. El 

tratamiento se detuvo por congelación del tejido aórtico en nitrógeno líquido. Los 

HAR fueron obtenidos como se describió anteriormente y se mantuvieron a −80 ºC 

hasta su ulterior uso. 

 

2.1.3. Medición de la actividad enzimática de PKC 

 

La actividad de la PKC fue determinada en HAR utilizando un ensayo de 

fosforilación de sustrato específico y posterior separación mediante cromatografía 

de intercambio iónico (Massheimer y de Boland, 1992). Para la realización del 

ensayo se empleó un volumen final de reacción de 100 μl. El buffer de reacción 

contenía: 50 μg de proteínas del HAR obtenidos según se describió en la sección 

2.1.1. y 2.1.2., 20 mM de Tris–HCl (pH 7.4), 10 mM de MgCl2, 1 mM de EGTA, 20 

mM de NaF, 1 mM de DTT, 20 μg/ml de aprotinina y 5 μg de histona tipo III-S 

(sustrato exógeno de PKC) con o sin el agregado de: 1 mM de CaCl2, 10 μg de 

fosfatidilserina (PS) y 0.75 μg de DAG. Se realizó una preincubación de cinco 

minutos a 30 ºC. Cuando se usaron los HAR según se describió en 2.1.1., se inició el 

tratamiento mediante el agregado de diferentes concentraciones de Pg o del 

vehículo (isopropanol) por breves intervalos de tiempo (3 - 15 minutos) a 30 ºC. 



METODOLOGÍA 

 

54 

 

Cuando se usaron HAR según se describió en 2.1.2., se obvió el tratamiento 

hormonal. Una vez finalizado el tiempo del tratamiento hormonal, se inició 

inmediatamente el ensayo de fosforilación por agregado de 10 μl de ATP/[γ32P]-

ATP (100 μM/0.2 μCi) durante cinco minutos a 30 ºC. La reacción se detuvo 

transfiriendo dos alícuotas (25 μl cada una) de la mezcla de reacción a discos de 

fosfocelulosa (Whatmann P-81). Los discos conteniendo el sustrato fosforilado 

fueron luego lavados tres veces con 5 ml de una solución de 30% de ácido acético y 

1% de ácido fosfórico y una vez más con etanol 96%. Se secaron a temperatura 

ambiente. Se colocaron en viales conteniendo un cocktail de centelleo líquido 

(Opti phase “hisafe” 3) y se contó la radioactividad en un contador Wallac 1414 

(PerkinElmer Winspectral, Wellesley, USA). La actividad enzimática fue calculada 

como la diferencia entre la fosforilación observada en presencia y ausencia de 

Calcio, PS y DAG y se expresó en pmoles de P/minuto/mg de proteína. 

 

2.1.4. Medición de la actividad enzimática de MAPK 

 

La actividad de la MAPK fue determinada utilizando un ensayo de 

fosforilación y posterior separación mediante cromatografía de intercambio iónico 

(Buitrago y col., 2003). Los HAR fueron sometidos a inmunoprecipitación con 

anticuerpos anti MAPK (anti p42, anti p44). Se lavó dos veces con buffer de 

reacción. El ensayo de fosforilación se realizó en un volumen final de reacción de 

100 μl. El buffer de reacción contenía: 100 μg de proteínas del HAR, obtenidos 

según se describió en la sección 2.1. y 2.2., 25 mM de Tris–HCl (pH 7.0), 5 mM de 

MgCl2, 100 μM de EGTA, 100 μM de ortovanadato de sodio, 20 μg/ml de pepstatina, 

20 μg/ml de aprotinina, 1 mM de DTT, 1 μM de ácido okadaico y 400 μg/ml de 
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proteína básica de mielina como un sustrato exógeno para la MAPK. Se realizó una 

preincubación de cinco minutos a 30 ºC y se inició el ensayo de fosforilación por 

agregado de 10 μl de ATP/[γ32P]-ATP (100 μM/0.2 μCi) durante 15 minutos a 30 ºC. 

La reacción se detuvo transfiriendo dos alícuotas (25 μl cada una) de la mezcla de 

reacción a discos de fosfocelulosa (Whatmann P-81). Los discos conteniendo el 

sustrato fosforilado fueron luego lavados tres veces con 5 ml de una solución de 

0.5% de ácido fosfórico y una vez más con etanol 96%. Se secaron a temperatura 

ambiente. Se colocaron en viales conteniendo un cocktail de centelleo líquido 

(Opti phase “hisafe” 3) y se contó la radioactividad en un contador Wallac 1414 

(PerkinElmer Winspectral, Wellesley, USA). La actividad enzimática se expresó en 

pmoles de P/minuto/mg de proteína. 

 

2.2. Medición de la producción de óxido nítrico 

 

Se procedió a determinar en forma indirecta la producción de NO a través 

de la medición de los niveles de nitritos, los cuales representan un producto de 

degradación estable y no volátil del NO. Para llevar a cabo dicha determinación se 

empleó el método espectrofotométrico de Griess (Griess, 1879; Kleinbongard y 

col., 2002). 

  

2.2.1. Medición de la producción de óxido nítrico en anillos de aorta de rata 

 

Los AAR recibieron el tratamiento correspondiente por breves intervalos de 

tiempo (5 - 20 minutos) según lo descripto en la sección 1.1.3. El tratamiento se 
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detiene tomando una alícuota de 500 μl del medio de incubación, que se hizo 

reaccionar con el reactivo de Griess. La reacción consistió en el agregado sucesivo 

de 35 μl del reactivo A de Griess (sulfanilamida 1%) y 35 μl del reactivo B de Griess 

(0.1% dihidrocloruro de naftilendiamina en 2.5% de ácido fosfórico) por diez 

minutos a temperatura ambiente. El color desarrollado fue estable por 30 minutos 

a temperatura ambiente. Se midió la absorbancia a 548 nm de longitud de onda, 

en un espectrofotómetro Hitachi U-1000. La concentración de nitritos en las 

muestras se determinó empleando una curva estándar de nitritos realizada en la 

misma matriz (Medio D). Paralelamente, los AAR fueron disueltos en NaOH 1 N y se 

determinó el contenido proteico empleando el método de Lowry. Los resultados se 

expresaron como nmoles de nitritos/mg de proteínas. 

  

2.2.2. Medición de la producción de óxido nítrico en cultivos primarios de 

células endoteliales 

 

Las CE fueron sembradas en placas de 24 pocillos con una densidad de 4×104 

células/pocillo en 1 ml de medio de cultivo (DMEM) suplementado con 10% de SFB. 

Se permitió desarrollar el crecimiento celular hasta alcanzar una confluencia del 

90%. Luego del tratamiento hormonal durante el periodo de tiempo 

correspondiente, se tomaron alícuotas de 500 μl del medio sobrenadante, las 

cuales se hicieron reaccionar con los reactivos A y B de Griess como se describió en 

2.2.1. Se midió la absorbancia a 548 nm de longitud de onda en un 

espectrofotómetro Hitachi U-1000 y la concentración de nitritos en las muestras se 

determinó empleando una curva estándar de nitritos. Las células fueron disueltas 

en 340 μl de NaOH 1 N y luego se determinó el contenido de proteínas por el 
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método de Lowry. Los resultados se expresaron como nmoles de nitritos/mg de 

proteínas.  

    

2.3. Medición de la proliferación celular 

 

Para evaluar proliferación celular se utilizó el ensayo de incorporación de 

timidina radiomarcada ([3H]-timidina). Los cultivos de CE y CMLV se sembraron en 

placas de 24 pocillos (NUNC) a una densidad de 5×104 células/pocillo en 1 ml de 

DMEM suplementado con 10% de SFB. Cuando los cultivos alcanzaron una 

confluencia del 60 - 70%, las células fueron sincronizadas por privación de suero 

durante 24 horas. Se realizó un recambio de medio por DMEM fresco conteniendo 

1% de SFB, y se procedió a realizar el tratamiento con Pg o el vehículo durante el 

periodo de tiempo correspondiente a cada ensayo experimental. Cuando se 

requirió el agregado de inhibidores o antagonistas, los mismos se agregaron una 

hora antes de comenzar el tratamiento hormonal. La [3H]-timidina fue agregada en 

forma de pulso (1 μCi/ml) durante las dos últimas horas del tratamiento. Las 

células se lavaron dos veces con PBS para remover la [3H]-timidina no incorporada, 

y se adicionó ácido tricloroacético 10% (p/v) y se incubó durante 30 minutos en frío 

(2 ºC). Se descartó el ácido tricloroacético y se lavó con PBS. El material ácido 

insoluble resultante fue disuelto con NaOH 1 N. Se tomaron alícuotas para la 

determinación proteínas (por el método de Lowry) y para contar la radioactividad 

incorporada por centelleo líquido, empleando un contador Wallac 1414 

(PerkinElmer Winspectral, Wellesley, USA). Los resultados se expresaron como 

cuentas por minuto (cpm)/mg proteína (Kyaw y col., 2002). 
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2.3.1. Ensayo de proliferación de células de músculo liso vascular utilizando 

medio de cultivo condicionado 

 

Medio de cultivo condicionado: corresponde al medio de cultivo proveniente 

de CE tratadas durante 24 horas con Pg o el vehículo.  

Obtención del medio de cultivo condicionado: Finalizado el tratamiento, se 

colectó el medio de cultivo de las CE, se centrifugó a 550 × g (Rolco CM36R) 

durante diez minutos, se fraccionó y se congeló a −80 ºC hasta su ulterior uso.  

Ensayo de proliferación: Las CMLV fueron sincronizadas por privación de 

suero durante 24 horas. Se descartó dicho medio y se reemplaza por medio 

condicionado. Las CMLV se trataron con Pg o el vehículo en presencia del medio 

condicionado. Se adicionó la [3H]-timidina en forma de pulso (1 μCi/ml) durante las 

dos últimas horas de tratamiento hormonal. La proliferación celular fue medida 

como se describió en la sección 2.3. (Soares y col., 2007). 

 

2.4. Ensayo de migración celular 

 

Se determinó por recuento del número de células y su movilización hacia un 

sector de la placa de cultivo denudada de células (Bürk, 1973; Pedram y col., 

2002). Para ello, CE o CMLV se sembraron en placas NUNC de 60 mm de diámetro a 

una densidad de 4×105 células/placa en 5 ml de DMEM conteniendo 10% SFB y se 

dejó crecer hasta una confluencia del 90%. Las monocapas fueron privadas de 

suero durante 24 horas. Posteriormente, utilizando un raspador celular, se removió 

la totalidad de las células presentes en la superficie de media placa como se 
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observa en el Esquema 3. Seguidamente, se realizaron dos lavados con PBS para 

eliminar las células que fueron removidas. Se agregó medio DMEM fresco 

suplementado con 1% de SFB. Se realizó el tratamiento hormonal correspondiente. 

Las células fueron fijadas con glutaraldehído 0.1% durante 15 minutos y teñidas 

con hematoxilina-eosina (el tiempo de tinción fue: diez minutos con hematoxilina y 

30 segundos con eosina). La migración celular fue cuantificada por recuento del 

número de células que cruzaron al área denudada. Se contaron al menos 7 campos 

microscópicos de cada condición experimental y se calculó el promedio del número 

de células por campo. Las fotografías fueron registradas utilizando una cámara 

digital OLYMPUS C7070WZ acoplada a un un microscopio óptico OLYMPUS BX51. Los 

resultados se expresaron como el promedio (± D.E.) del número de células 

migrantes por campo, y corresponden a tres experimentos independientes 

realizados por cuadruplicado. 
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Esquema 3. Ensayo de migración celular 

 

2.5. Ensayo de agregación plaquetaria 

 

En este tipo de ensayo se evaluó el efecto del endotelio vascular expuesto a 

tratamiento hormonal sobre la capacidad de agregación de plaquetas provenientes 

de un plasma rico en plaquetas (PRP). Para ello las CE se incubaron con un plasma 

rico en plaquetas a 37ºC, se realizó el tratamiento hormonal e inmediatamente 

después se transfiere una alícuota del PRP a un agregómetro Chrono-Log 430 para 

1) Sembrar 4×105 células por placa

2) Cultivar en DMEM hasta 90% de confluencia

3) Privar de SFB durante 24 horas

4) Remover la mitad de la monocapa celular 
utilizando un raspador celular

5) Lavar para eliminar células no
adheridas

6) Tratar con progesterona

7) Fijar y teñir con 
hematoxilina-eosinaÁrea 

denudada 
de células

4) Remove
utilizan

adherida

6) T

8) Observar al microscopio
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la determinación de la AP empleando el método turbidimétrico de Born (Born, 

1962). 

 

2.5.1. Obtención de plasma pobre en plaquetas y plasma rico en plaquetas 

 

Sangre venosa obtenida con citrato de sodio como anticoagulante (9:1, 

sangre:citrato) se centrifugó a 120 × g (Rolco CM36R) durante diez minutos. Se 

colectó el sobrenadante, el cual contiene el PRP, se tomó una alícuota de 50 μl del 

PRP y se diluyó con 950 μl de oxalato de amonio para realizar el recuento de 

plaquetas en una cámara de Neubauer. Se ajustó la concentración de plaquetas a 

3×108 plaquetas/ml. Paralelamente, el paquete globular remanente de la 

centrifugación anterior se volvió a centrifugar a 4500 × g (Rolco CM36R) por 15 

minutos, se colectó el sobrenadante (plasma pobre en plaquetas o PPP) y se lo 

centrifugó nuevamente a 4500 × g (Rolco CM36R) por 15 minutos. Se colecta el PPP 

que se utilizó como blanco en la medición de la agregación plaquetaria. El PPP y 

PRP se emplearon dentro de las dos horas de obtenidos (Esquema 4). 

 

2.5.2. Ensayo de agregación plaquetaria 

 

Se emplearon cultivos de CE los cuales presentaban una confluencia del 90%. 

Previo al ensayo experimental, el medio de cultivo se reemplaza por 400 μl de 

PRP. Se inició el tratamiento por agregado de la hormona o el vehículo 

(isopropanol) durante tiempos breves. Para evitar la degradación del NO, todos los 

tratamientos se realizaron en presencia de 60 U/ml de superóxido dismutasa (SOD) 
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(Gryglewski y col., 1986). Luego de finalizado el tratamiento, se colectaron 285 μl 

del PRP de cada condición experimental y se colocaron en la cubeta del 

agregómetro. Se inició la agregación plaquetaria con el agregado de adenosina 

difosfato (ADP) 2×10-5 M y se monitoreó la agregación plaquetaria por cinco 

minutos obteniéndose los registros correspondientes (Esquema 4). La señal 

generada en un PPP se utilizó como control de transparencia (100% de transmisión) 

(Kikuta y col., 1998). Paralelamente, las células se disolvieron en NaOH 1 N y se 

tomaron alícuotas para la determinación de proteínas (método de Lowry). Los 

resultados se expresaron como porcentaje de inhibición de la agregación 

plaquetaria por mg de proteínas respecto al control. La agregación plaquetaria 

inducida por las muestras control se consideró como 100% de agregación.  
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Esquema 4. Ensayo de agregación plaquetaria. PPP: plasma pobre en plaquetas. 
PRP: plasma rico en plaquetas  

Sangre entera obtenida 
con citrato (9:1)

Tratamiento hormonal

37ºC con agitación37ºC con agitación

Alícuota de PRP

Obtener registros 

120×g 
10 min

Centrifugar paquete 
globular (4500×g, 15 min)

Centrifugar paquete qu
g, 1

PRP 
(3×105/μl)          

PPP

Cultivo de CE

Agregómetro Plaquetario
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2.6. Ensayo de apoptosis celular 

 

La apoptosis o muerte celular programada se estudió midiendo la 

fragmentación de ADN. 

 

2.6.1. Ensayo de “DNA laddering” 

 

Se utilizó un ensayo de fragmentación de ADN con posterior visualización en 

geles de agarosa. Se utilizaron CE (90% de confluencia) cultivadas en placas de 60 

mm de diámetro (NUNC). Las células se incubaron en 5 ml de DMEM suplementado 

con 1% de SFB en ausencia y presencia de distintas concentraciones del inductor de 

apoptosis peróxido de hidrógeno (H2O2). Finalizado el tratamiento, se extrajo el 

ADN empleando una mezcla de solventes (fenol:cloroformo:alcohol isoamílico; 

25:24:21). Se separó por electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v) conteniendo 1 

mg/ml de bromuro de etidio. Las bandas de ADN se visualizaron utilizando un 

transiluminador de luz UV (UVP M-15E, Upland, USA) (Ohtsuka y col., 2006). Los 

geles obtenidos fueron fotografiados utilizando una cámara digital (Canon 

PowerShot A540).  

 

2.6.2. Ensayo de apoptosis por marcación con [3H]-timidina 

 

Esta técnica permite cuantificar el grado de fragmentación del ADN (Hurst-

Kennedy y col., 2009; Artwohl y col., 2009). Se utilizaron CE (90% de confluencia) 

cultivadas en 5 ml de DMEM placas de 60 mm de diámetro (NUNC). Las células se 
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marcaron con [3H]-timidina (1 μCi/ml) durante dos horas. Se realizaron tres 

lavados con PBS para eliminar el exceso de [3H]-timidina no incorporada por las 

células. Inmediatamente después, las células se trataron con Pg o el vehículo 

(isopropanol <0.1%) en DMEM suplementado con 1% de SFB. Cuando se empleó el 

inductor de apoptosis (H2O2), este se agregó durante las dos últimas horas del 

tratamiento hormonal. Finalizado el tratamiento, se descartó el medio de cultivo, 

las células se lisaron a 37 ºC durante toda la noche en un buffer de lisis (se detalla 

su composición al final de este párrafo) y luego se centrifugó a 13000 × g (Sigma 

2K15) durante 15 minutos a 4 ºC. Esta centrifugación permite separar el ADN 

fragmentado (sobrenadante) del ADN entero (pellet). Se cuantificó la 

radioactividad presente en cada fracción y se expresaron los resultados como 

porcentaje de ADN fragmentado respecto al ADN total. 

 

Composición del buffer de lisis: 

 

 Concentración final 
Buffer Tris–HCl, pH 8.0 10 mM 
NaCl 400 mM 
EDTA 10 mM 
Dodecil sulfato de sodio (SDS) 1% (v/v) 
Proteinasa K 1 mg/ml 
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2.7. Ensayo de RT-PCR 

 

Se empleó la técnica de RT-PCR para evaluar los niveles de expresión del 

ARN mensajero de las moléculas de adhesión endoteliales. Se usó LPS como 

inductor de expresión de las CAMs. Las CE se sembraron en placas de 24 pocillos 

(NUNC) con una densidad de 5×104 células/pocillo en 1 ml de DMEM suplementado 

con 10% de SFB y se cultivaron hasta una confluencia del 90%. Se privaron de suero 

durante 24 horas. Los tratamientos hormonales (Pg y/o LPS) se realizan en DMEM 

fresco conteniendo 1% de SFB. Las moléculas de adhesión celular estudiadas 

fueron: E-selectina, P-selectina y VCAM-1. Para realizar la extracción de ARN y la 

obtención del ADN complementario se utilizó un kit comercial (Superscript III 

CellsDirect cDNA synthesis system) y se procedió de acuerdo a las instrucciones 

descriptas en el mismo. El ADNc fue amplificado por PCR usando un termociclador 

programado (Biometra Uno-Thermoblock, Göttingen, Germany). La secuencia de 

los cebadores utilizados y los ciclos de PCR se ajustaron a lo descripto en la 

literatura (Peng y col., 2006; Callera y col., 2004). Los ciclos de PCR llevados a 

cabo fueron los siguientes: E-selectina (95 ºC, 3 minutos, 94 ºC, 30 segundos, 53 

ºC, 45 segundos, 72 ºC, 60 segundos, 72 ºC, 7 minutos, 32 ciclos); P-selectina (94 

ºC, 3 minutos, 94 ºC, 30 segundos, 62 ºC, 45 segundos, 72 ºC, 45 segundos, 72 ºC, 7 

minutos, 38 ciclos); VCAM-1 (95 ºC, 3 minutos, 95 ºC, 60 segundos, 55 ºC, 60 

segundos, 72 ºC, 60 segundos, 72 ºC, 7 minutos, 32 ciclos). La secuencia de los 

cebadores utilizados fue la siguiente: E-selectina, forward: 5’ CAA CGT GCA CGT 

TTG ACT GT 3’, reverse: 5’ AGG TCA AGG CTT GAA CAC TG 3’; P-selectina, 

forward: 5’ TAA TCC CCC GCA GTG TAA AG 3’, reverse: 5’ AGG TTG GCA ATG GTT 

CAC TC 3’; VCAM-1, forward: 5’ TAA GTT ACA CAG CAG TCA AAT GGA 3’. La 
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expresión del gen de la enzima gliceraldehído-3-fosfato dehidrogenasa se usó como 

control de expresión y fue corroborada para cada set de RT-PCR experimentales 

(cebador directo: 5’ TCC CTC AAG ATT GTC AGC AA 3’, cebador inverso: 5’ AGA 

TCC ACA ACG GAT ACA TT 3’; los pasos del proceso de amplificación fueron los 

siguientes: 95 ºC, 3 minutos, 94 ºC, 30 segundos, 53 ºC, 30 segundos, 72 ºC, 45 

segundos, 72 ºC, 7 minutos, 35 ciclos). Los productos de amplificación se 

resolvieron por electroforesis en geles de agarosa al 1% (p/v) conteniendo 1 mg/ml 

de bromuro de etidio (Ohtsuka y col., 2006). Los geles se fotografiaron sobre un 

transiluminador de luz UV (M-15E, Upland, USA) utilizando una cámara digital 

(Canon PowerShot A540). 

 

2.8. Ensayo de adhesión de monocitos sobre células endoteliales en cultivo 

 

2.8.1. Asilamiento de células mononucleares 

 

Las células mononucleares sanguíneas fueron asiladas empleando un 

gradiente de densidad (Boyum y col., 1968). Sangre entera obtenida asépticamente 

con heparina como anticoagulante fue diluida con igual volumen de una solución 

salina balanceada (PBS), y se sembraron cuidadosamente sobre un gradiente de 

Ficoll-Paque Plus (Pharmacia) (Composición: 5.7 g de Ficoll 400/100 ml, 9 g 

dediatrizoato de sodio/100 ml, 0.0231 g de EDTA/100 ml, densidad: 1.077 ± 0.001 

mg/ml) en una proporción de 4:3 (sangre:Ficoll-Paque) (Esquema 5). Se centrifugó 

a 400 × g (Rolco CM36R) durante 35 minutos a temperatura ambiente. Se colectó 

cuidadosamente la interfase que contiene las células mononucleares (monocitos y 
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linfocitos). Se evaluó la viabilidad celular mediante tinción vital con Azul Tripan. 

La suspensión celular se lavó dos veces con PBS (200 × g durante diez minutos a 

temperatura ambiente). Se retomó el paquete celular en 3 ml de medio DMEM 

suplementado con 10% de SFB y se sembraron en placas (NUNC) de 35 mm de 

diámetro a una densidad de 6×107 células/placa y se incuban durante una hora a 

37 ºC y 5% de CO2
 para permitir la adhesión de los monocitos a la placa y eliminar 

las células no adheridas (linfocitos). Los monocitos se incubaron a 37 ºC durante 15 

minutos en PBS-EDTA 10 mM, se lavaron y se cultivaron en DMEM suplementado con 

10% de SFB durante dos días. Las células adheridas se levantaron y fueron 

suspendidas en medio de cultivo fresco. Se realizó un recuento del número 

absoluto de monocitos en cámara de Neubauer y se confirmó nuevamente la 

viabilidad celular mediante el ensayo de coloración vital con Azul Tripan. 
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Esquema 5. Aislamiento de células mononucleares a partir de sangre entera 
  

Sangre entera obtenida con 
heparina y diluída con PBS (1:1)

Gradiente Ficoll-Paque

Plasma + plaquetas

Células mononucleares 
(interfase)

Eritrocitos + Granulocitos

1 hora a 37ºC, 
5% CO2

PBS-EDTA 10 mM 
15 min a 37ºC

DMEM 10% SFB
2 días a 37ºC, 

5% CO2

DMEM 10% SFB

PBS EDTA 10 mM

Descartar medio 
(linfocitos)

Eliminar medio 
y lavar

FB
Levantar monocitos y 
suspender en DMEM 

fresco

Centrifugar
(400 × g - 35 min)

Colectar interfase

Lavar 2 veces con PBS
(200 × g - 10 min)

Resuspender en DMEM 
con 10% de SFB

Sembrar monocitos 
en placas

ulocitos

lectar interfase

2 veces con PBS
00 × g - 10 min)

ender en DMEM 

terf

Suspensión de monocitos 
para ensayos de adhesión
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2.8.2. Adhesión de monocitos a células endoteliales en cultivo 

 

Se utilizaron cultivos de CE con una confluencia del 90%. Las mismas se 

privaron de SFB durante 24 horas, se reemplazó por DMEM fresco con 1% de SFB y 

se trataron con Pg, LPS o Pg más LPS durante el periodo de tiempo correspondiente 

a cada ensayo experimental. Finalizado el tratamiento, 1×106 monocitos/ml fueron 

sembrados sobre monocapas de CE e incubados durante dos horas a 37 ºC en un 

incubador metabólico (Pawlowski y col., 1985). A continuación se colectó el medio 

y se tomaron alícuotas para realizar el recuento de los monocitos no adheridos 

utilizando una cámara de Neubauer. El número total de monocitos adheridos a las 

CE fue calculado por la diferencia entre el total de monocitos sembrados y la 

cantidad de monocitos no adheridos. Paralelamente, las CE se fijaron con metanol 

y se tiñeron con solución de Giemsa. Se tomaron fotografías de campos 

representativos de todas las condiciones experimentales ensayadas, utilizando una 

cámara digital (OLYMPUS C7070WZ) acoplada a un microscopio óptico (OLYMPUS 

BX51). Se contó el número de monocitos adheridos en siete campos microscópicos 

de cada condición experimental y se calculó el promedio del número de monocitos 

adheridos por campo, lo cual se corroboró mediante el recuento en cámara de 

Neubauer previamente mencionado. Los resultados se expresaron como número de 

monocitos adheridos por campo. 
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2.8.3. Ensayo de viabilidad celular con Azul Tripan 

 

Para estudiar viabilidad celular se utilizó la técnica de exclusión de Azul 

Tripan. El método de exclusión del colorante Azul Tripan se fundamenta en que 

solamente aquellas células muertas (no viables) van a incorporar el colorante 

(Paul, 1975). Se colectó 100 μl de la suspensión de células y se mezcló con 100 μl 

de una solución 0.4% (p/v) del colorante. Se realizó el recuento de aquellas células 

que habían incorporado el colorante (no viables) en cámara de Neubauer. 

Finalmente se determinó la cantidad de células viables presentes en la suspensión 

llevando a cabo el siguiente cálculo:  

Número de células viables/ml = promedio de células contadas por cuadrante × 104 

× factor de dilución.  

 

2.8.4. Tinción con solución de Giemsa 

 

Se descartó el medio de cultivo de las células y se fijaron con metanol 

durante seis minutos. Luego de descartar el alcohol se dejó secar al aire 

completamente. Se agregó la solución de Giemsa (diluida 1:20 con agua destilada-

desionizada) durante 18 minutos en agitación suave. Se eliminó el colorante y se 

procedió a lavar con agua hasta que se observó la ausencia de colorante en la 

misma. Se secó a temperatura ambiente. 
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2.9. Análisis estadístico de los datos obtenidos 

 

Cada condición experimental ha sido reproducida en tres experimentos 

independientes llevados a cabo con diferentes lotes de animales y distintos 

cultivos celulares. En cada uno de ellos, las condiciones experimentales fueron 

realizadas por cuadruplicado. Los datos cuantitativos representan el promedio con 

su correspondiente desviación estándar (D.E.). Se empleó el Test de ANOVA para 

comparaciones múltiples y el Test t de Student (Snedecor y Cochran, 1967) para 

las comparaciones entre 2 medias, considerando como significativos valores de 

probabilidad menores a 0.05 (p<0.05). 
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1. ESTUDIO DEL MECANISMO DE ACCIÓN HORMONAL 

 

1.1. Efectos rápidos, no genómicos de progesterona 

 

Previamente, en nuestro laboratorio, se demostró que Pg estimula la síntesis 

de NO y PGI2 (Tabla 1) (Selles y col., 2001). Este efecto se produce a tiempos 

cortos de tratamiento hormonal (menor a 30 minutos) y es de naturaleza no 

genómica ya que la presencia de inhibidores de la transcripción génica 

(actinomicina D) (Perry y Kelly., 1970) o de la síntesis de proteínas (cicloheximida) 

(Ennis y Lubin, 1964) no suprimió la acción de la hormona (Selles y col., 2002). 

 

 NO (% sobre el control) PGI2 (% sobre el control) 

   

Pg 1 nM 40* 42* 

Pg 10 nM 83** 110** 

Pg 100 nM 89** 182** 

 
Tabla 1. Estudio del efecto de Pg sobre la producción de NO y PGI2 en AAR.  
Se midió la producción de NO empleando [3H]-arginina como precursor y cromatografía de 
intercambio iónico (Selles y col., 2002). La producción de PGI2 se midió empleando [3H]-ácido 
araquidónico como precursor y cromatografía en capa fina (Selles y col., 2002). 

 

Se demostró además, que la acción de Pg sobre la producción de NO es 

específica de sexo y es dependiente de una función ovárica conservada. Ratas 

macho y ratas ovariectomizadas no exhibieron respuesta frente al tratamiento 

hormonal, pero sí responden a acetilcolina, un agonista natural del tejido vascular 

(Selles y col., 2002). El efecto sobre la producción de NO no se modificó al realizar 

el tratamiento en presencia del antagonista del receptor citosólico/nuclear de Pg, 

el compuesto RU486 (Mendiberri y col., 2006). 
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Los efectos de Pg sobre la producción de NO descriptos anteriormente, se 

estudiaron empleando la técnica de conversión de [3H]-arginina en [3H]-citrulina + 

NO, con posterior separación de la [3H]-citrulina generada por cromatografía de 

intercambio iónico (Selles y col., 2001). Al iniciarme como tesista, mi primera 

actividad fue evaluar el método de Griess como herramienta para medir la 

producción de NO en tejido vascular (Griess, 1879; Kleinbongard y col., 2002). Para 

ello se empleó como control positivo de síntesis de NO el compuesto acetilcolina, 

agonista fisiológico del sistema vascular. Es sabido que la acetilcolina estimula la 

síntesis de NO por activación directa de la NOS (Furchgott y Zawadzki, 1980; 

Amezcua y col., 1988; Knowles y Moncada, 1994). Los AAR se incubaron con 

acetilcolina (10 y 50 µM) por 15 minutos y se midió la producción de NO por Griess. 

En concordancia con lo descripto en la literatura (Yang y col., 2001; Rand y 

Garland, 1992; Jovanovic y col., 1994), el tratamiento con acetilcolina estimuló 

significativamente la producción de NO (101% y 83% sobre el control, 10 y 50 µM 

respectivamente, p<0.001) (Figura 1). Esto permitió demostrar que el sistema 

experimental propuesto (AAR) responde a su agonista natural y evidenció también 

la capacidad de la técnica de Griess de detectar cambios en NO. 
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Figura 1. Estudio del efecto de acetilcolina sobre la producción de NO en AAR.  
Los AAR se trataron con acetilcolina (10 µM) o su vehículo (H2O) durante 15 minutos. La 
producción de NO liberado al medio de incubación fue medida utilizando la técnica de Griess 
de acuerdo a como se describe en la Sección de Metodología. Los resultados representan el 

promedio ± D.E. de tres experimentos independientes realizados por cuadruplicado. 
***p<0.001 respecto al valor de la condición control. 

 

A continuación, se realizaron estudios dosis respuesta del efecto de Pg sobre 

la producción de NO. Los AAR fueron expuestos a diferentes concentraciones de la 

hormona (0.1 – 100 nM) durante cinco minutos. Se observó que Pg incrementó 

significativamente la generación de NO en el rango de concentraciones 

comprendido entre 1 y 100 nM (Figura 2). 
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Figura 2. Estudio del efecto de Pg sobre la producción de NO en AAR.  
Los AAR se trataron con distintas concentraciones de Pg (0.1, 1, 10 y 100 nM) o su vehículo 
(isopropanol <0.1%) durante 5 minutos. La producción de NO liberado al medio de incubación 
fue medida utilizando la técnica de Griess de acuerdo a como se describe en la Sección de 

Metodología. Los resultados representan el promedio ± D.E. de tres experimentos 
independientes realizados por cuadruplicado. **p<0.02 respecto al valor de la condición 
control. 

 

Los resultados obtenidos al emplear la técnica de Griess fueron semejantes 

a los descriptos previamente en nuestro laboratorio empleando el mismo sistema 

experimental y la técnica de conversión de [3H]-arginina en [3H]-citrulina (Selles y 

col., 2002). De esta manera consideramos como validada la técnica de Griess y 

siendo este ensayo más económico, adoptamos esta técnica para el desarrollo de 

los futuros experimentos. 

 

Es sabido que la NOS es una enzima regulable por calcio (Ca2+) y 

fosforilación (Serock y col., 2008). Resultados previos reportados por nuestro 

laboratorio sugerían la participación del sistema mensajero del calcio en la 

activación de la NOS por Pg. En presencia del compuesto verapamil (bloqueador de 
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canales de Ca2+ dependientes de voltaje), se suprime el estímulo sobre la síntesis 

de NO inducido por Pg (Mendiberri y col., 2006). Sabiendo que el calcio ingresa al 

interior de la célula a través de diferentes tipos de canales y continuando con 

estos estudios, se evaluó la acción de la hormona sobre la actividad de NOS cuando 

los AAR se incuban en un medio libre de Ca2+ (para evitar el influjo del catión 

desde el medio extracelular). Como se observa en la Figura 3, cuando se realizó el 

tratamiento en un medio libre de Ca2+, el efecto hormonal se anuló totalmente, 

demostrando que el efecto estimulatorio de la producción de NO inducido por Pg 

depende del Ca2+ extracelular. Para evaluar la contribución del calcio intracelular 

se diseñó la siguiente estrategia: se provocó la salida de calcio de los depósitos 

intracelulares empleando el compuesto thapsigargin (TG). Además, para impedir el 

rellenado de dichos depósitos se adicionó en forma simultánea un inhibidor de la 

bomba de calcio del retículo endoplásmico (capta calcio hacia el interior del 

retículo), el compuesto ácido ciclopiazónico (ACP) (Thastrup y col., 1990; Seidler y 

col., 1989). Los AAR se incuban en un medio libre de Ca2+, se agrega TG y ACP por 

dos minutos e inmediatamente después se adiciona la hormona durante 5 minutos 

adicionales. En la Figura 3, se muestra que, provocando un aumento en los niveles 

de Ca2+ intracelular, aún en ausencia del catión en el medio de incubación, se 

observó un estímulo estadísticamente significativo en la síntesis del vasoactivo. 

Este estímulo es significativamente menor con respecto a aquel que se obtuvo 

cuando lo AAR se incubaron en presencia de Ca2+. De esta manera, estos resultados 

muestran que el Ca2+ del medio intracelular también contribuye en la estimulación 

de NOS inducida por Pg. 
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Figura 3. Participación del calcio en la síntesis rápida de NO inducida por tratamiento 
con Pg en AAR.  
Los AAR se incubaron en ausencia y presencia de ACP (10 µM) juntamente con TG (1 µM) 
durante 2 minutos en un medio libre de Ca2+ (con el agregado de EGTA 1 mM). También se 
incubaron AAR en un medio con Ca2+ (1 mM CaCl2). Inmediatamente después se trataron con 
Pg (10 nM) o su vehículo (isopropanol <0.1%) durante 5 minutos adicionales. La producción de 
NO liberado fue medida utilizando la técnica de Griess de acuerdo a como se describe en la 
Sección de Metodología. Los resultados representan el promedio ± D.E. de tres experimentos 
independientes (n=4). **p<0.02, ***p<0.001 respecto al valor de sus correspondientes 
controles, ap<0.02 Pg con Ca2+ vs Pg+ACP+TG sin Ca2+. 

 

En su conjunto estos resultados sugieren que la acción estimulatoria de Pg 

sobre la síntesis de NO depende del aporte de calcio del medio extracelular y de 

los reservorios intracelulares.  

 

Teniendo en consideración reportes de la literatura que muestran que la 

activación de la NOS por diferentes agonistas, entre ellos el 17-β-estradiol, 

comprende la participación de los sistemas de señalización intracelular de PKC, 

MAPK y PI3K/Akt (Serock y col., 2008), nos propusimos evaluar si el mecanismo de 

acción de Pg a nivel vascular involucraría la activación de sistemas de transducción 

de señales. Está descripto que la vía de la PLC/PKC participa en las acciones no 

a 

Medio con Ca2+ 
Medio sin Ca2+  
 

+                       −                        − 
−                       +                        + 
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genómicas de Pg en diferentes sistemas celulares (Cordoba y Beconi, 2001). Datos 

reportados previamente por nuestro laboratorio mostraron que Pg estimula la 

síntesis de DAG (Mendiberri y col., 2006). Teniendo en cuenta esto, se decidió 

estudiar si Pg regula la actividad enzimática de PKC. Para ello se utilizó un ensayo 

de fosforilación de sustrato específico, empleando HAR. Como sustrato de PKC se 

seleccionó histona tipo III-S. Para determinar la concentración adecuada de 

proteínas provenientes de los HAR, se realizaron ensayos de fosforilación 

empleando el éster de forbol TPA como activador directo de PKC (Castagna y col., 

1982) y diferentes concentraciones de proteínas: 25, 50 y 100 μg/ensayo. En 

presencia de 50 y 100 µg de proteínas, el tratamiento con TPA (100 nM) produjo el 

mayor estímulo de actividad PKC (Tabla 2). Con 25 μg de proteínas, los efectos de 

TPA no fueron estadísticamente significativos (Tabla 2). En base a estos resultados 

se seleccionó 50 μg como la concentración óptima de proteína a utilizar en los 

ensayos siguientes. 

 

 Actividad de PKC (pmoles P/mg proteína/min) 

Tratamiento Control TPA 100 nM 

   

25 μg/ensayo 1.57 ± 0.18 1.76 ± 0.14 

50 μg/ensayo 1.66 ± 0.23 2.64 ± 0.29*** 

100 μg/ensayo 1.70 ± 0.20 2.26 ± 0.26** 

 
Tabla 2: Caracterización del ensayo para medir actividad de PKC.  
Los HAR conteniendo 25, 50 ó 100 µg de proteínas, se trataron con TPA (100 nM) o su vehículo 
(etanol <0.1%) por 5 minutos. Seguidamente se adicionaron 10 μl de ATP/[γ32P]-ATP (100 μM, 
0.2 μCi/ensayo) por 5 minutos adicionales. Se midió la actividad de PKC como se describe en 
la Sección de Metodología. Los resultados representan el promedio ± D.E. de tres 
experimentos independientes (n=4). **p<0.02; ***p<0.001 respecto al valor de sus 
correspondientes controles. 

 

A continuación se midió la actividad PKC estimulada por TPA en presencia o 

ausencia de un inhibidor de PKC. Se observó que el tratamiento de los HAR con 100 
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nM de TPA durante 5 minutos produjo un aumento de la actividad de PKC de 109% 

sobre el control, p<0.001 (Figura 4). En presencia de un inhibidor de PKC, el 

compuesto chelerythrine (1 µM) (Herbert y col., 1990), el efecto de TPA se 

suprimió totalmente (Figura 4). Este resultado corrobora que el ensayo de 

fosforilación es específico para PKC ya que responde positivamente a TPA y 

además evidenció la especificidad del compuesto chelerythrine como inhibidor 

selectivo de PKC. 
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Figura 4: Caracterización del ensayo para medir actividad de PKC.  
Los HAR se preincubaron en ausencia y presencia de chelerythrine (1 µM) por 3 minutos e 
inmediatamente después se trataron con TPA (100 nM) o su vehículo (etanol <0.1%) por 5 
minutos. Seguidamente se adicionaron 10 μl de ATP/[γ32P]-ATP (100 μM, 0.2 μCi/ensayo) por 
5 minutos adicionales. Se midió la actividad de PKC como se describe en la Sección de 
Metodología. Los resultados representan el promedio ± D.E. de tres experimentos 
independientes (n=4). ***p<0.001 vs su respectivo control. 

 

Habiendo caracterizado el ensayo de fosforilación para PKC se procedió a 

estudiar el efecto de Pg sobre la activación de dicha enzima. Para ello se 

diseñaron dos estrategias experimentales: (1) emplear HAR aislados a partir de AAR 

con tratamiento hormonal previo y (2) usar HAR aislados de AAR sin tratamiento 

Chelerythrine 
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hormonal. Como se describe en la Sección de metodología la opción (1) requiere de 

dos pasos de congelación en nitrógeno líquido mientras que la opción (2) solo 

requiere uno. Para medir el efecto de Pg (10 nM), en el primer caso los AAR fueron 

tratados 10 minutos con la hormona y luego se procedió a aislar el homogenado y 

realizar el ensayo de fosforilación. En el segundo caso, alícuotas de HAR fueron 

tratadas por 10 minutos con la hormona e inmediatamente después, se realizó el 

ensayo de fosforilación. Como se observa en la Tabla 3 el tratamiento con Pg 

estimuló significativamente la actividad de la enzima. Dado que los resultados 

obtenidos con ambos sistemas son semejantes, se seleccionó el segundo modelo 

como sistema experimental para los siguientes ensayos, ya que solo requiere 

congelar la muestra una sola vez. 

 

 Actividad de PKC (pmoles P/mg proteína/min) 

 HAR con tratamiento previo HAR sin tratamiento previo 

     

Control 2.51 ± 0.26 1.72 ± 0.23 

Pg 10 nM 7.32 ± 0.80** 6.71 ± 0.84*** 

 
Tabla 3: Efecto de Pg sobre la actividad de PKC en HAR con y sin tratamiento hormonal 
previo.  
HAR con tratamiento previo: los HAR fueron tratados durante 10 minutos con la hormona. 
Inmediatamente después, los AAR se homogenizaron mecánicamente para obtener los HAA de 
acuerdo a como se describe en la Sección de Metodología. 
HAR sin tratamiento previo: los AAR se homogenizaron mecánicamente para obtener los 
HAA de acuerdo a como se describe en la Sección de Metodología. Los HAA se trataron con Pg 
10 nM por 10 minutos.  
Seguidamente se llevaron a cabo los ensayos de fosforilación de acuerdo a como se describe 
en la Sección de Metodología. Los resultados representan el promedio ± D.E. de tres 
experimentos independientes (n=4). **p<0.02, ***p<0.001 con respecto al valor de los 
controles correspondientes. 

 

A continuación se estudió el efecto de Pg sobre la actividad de PKC en 

función de la concentración hormonal empleada. Alícuotas conteniendo 50 μg de 

proteínas del homogenado total, se trataron con concentraciones fisiológicas de Pg 
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(1, 10 y 100 nM) durante 10 minutos e inmediatamente después se realizó el 

ensayo de fosforilación usando ATP/[γ32P]-ATP como precursor. Como se observa 

en la Figura 5, a concentraciones bajas (1 nM), se obtuvo un incremento 

significativo de la actividad quinasa de 158% por encima del control (p<0.001) 

siendo mayor el estímulo a 10 y 100 nM (293% y 440% sobre el control, 

respectivamente; p<0.001). Se demostró que este efecto fue dosis dependiente, ya 

que se detectaron diferencias significativas entre los diferentes estímulos 

inducidos por cada una de las concentraciones de Pg ensayadas: p<0.02 (1 nM vs 10 

nM Pg), p<0.05 (10 nM vs 100 nM Pg) y p<0.01 (1 nM vs 100 nM Pg). 
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Figura 5: Estudio dosis respuesta de actividad PKC.  
Los HAR se trataron con diferentes concentraciones de Pg (1, 10 y 100 nM) por 10 minutos. 
Seguidamente se adicionaron 10 μl de ATP/[γ32P]-ATP (100 μM, 0.2 μCi/ensayo) por 5 
minutos. Se midió la actividad de PKC como se describe en la Sección de Metodología. Los 

resultados representan el promedio ± D.E. de tres experimentos independientes realizados 
por cuadruplicado. ***p<0.001 respecto al valor de la condición control. ap<0.02, bp<0.01, 
cp<0.05 

 

b 

a 

c 



RESULTADOS 

 

84 

 

Posteriormente se estudió el perfil temporal de la acción estimulatoria de 

Pg sobre la actividad de PKC. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos del 

estudio dosis respuesta, elegimos 10 nM de Pg como la concentración a utilizar en 

los siguientes ensayos. Los tiempos ensayados fueron 3, 5, 10 y 15 minutos, 

obteniéndose un estímulo máximo a los 5 minutos de tratamiento (570% respecto al 

control, p<0.001). A los 3 y 10 minutos se observó un aumento de la actividad PKC 

de menor magnitud (165% y 290% respecto al control, respectivamente; p<0.001), 

mientras que a los 15 minutos no se detectaron diferencias significativas con 

respecto a la condición control (Figura 6). Este perfil temporal de activación de 

PKC es semejante al perfil temporal de la acción estimulatoria de Pg sobre la 

producción de DAG reportado previamente en nuestro laboratorio (Mendiberri y 

col., 2006).  
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Figura 6: Estudio del perfil temporal de actividad PKC.  
Los HAR se trataron con Pg (10 nM) a diferentes tiempos (3, 5, 10 y 15 minutos). 
Seguidamente se adicionaron 10 μl de ATP/[γ32P]-ATP (100 μM, 0.2 μCi/ensayo) por 5 
minutos. Se midió la actividad de PKC como se describe en la Sección de Metodología. Los 

resultados representan el promedio ± D.E. de tres experimentos independientes realizados 
por cuadruplicado. ***p<0.001 respecto al valor de sus correspondientes controles. 
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Para investigar la acción de Pg sobre la actividad de MAPK se emplearon 

ensayos de fosforilación con ATP/[γ32P]-ATP usando proteína básica de mielina 

como sustrato de la enzima. Se estudió la acción hormonal sobre la actividad MAPK 

empleando diferentes concentraciones de Pg (1, 10 y 100 nM). Se observó que 10 

minutos de tratamiento con Pg 1 nM, produjo un incremento significativo de la 

actividad MAPK (35% respecto al control, p<0.001), siendo mayor el estímulo a 10 y 

100 nM (57% y 66% sobre el control, respectivamente, p<0.001) (Figura 7). A 

diferencia de lo observado para PKC, el efecto de Pg no fue dependiente de la 

dosis ya que no se detectaron diferencias significativas entre las distintas 

magnitudes del estímulo. 
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Figura 7: Efecto de Pg sobre la actividad de MAPK: estudio dosis respuesta.  
Los HAR se expusieron a las dosis indicadas de Pg (1, 10 y 100 nM) durante 10 minutos. Se 
midió la actividad MAPK como se describe en la Sección de Metodología. Los resultados 

representan el promedio ± D.E. de tres experimentos independientes realizados por 
cuadruplicado. ***p<0.001 respecto al valor del control. 
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Se evaluó el perfil temporal de la acción estimulatoria de Pg. Los HAR se 

trataron con Pg 10 nM durante 1, 10 y 15 minutos. Los resultados demostraron que 

ya al minuto de tratamiento se obtuvo un aumento significativo de la actividad 

MAPK (45% respecto al control, p<0.05), siendo máximo el estímulo a los 10 

minutos de tratamiento con la hormona (93% sobre el control, p<0.02). Luego de 

15 minutos de tratamiento hormonal no se observaron diferencias significativas 

respecto al control (Figura 8). 
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Figura 8: Estudio del perfil temporal de actividad MAPK en respuesta al tratamiento con 
Pg.  
Los HAR fueron tratados con Pg (10 nM) durante diferentes periodos de tiempo (1, 10 y 15 
minutos). Se midió la actividad MAPK como se describe en la Sección de Metodología. Los 

resultados representan el promedio ± D.E. de tres experimentos independientes realizados 
por cuadruplicado. **p<0.02 respecto al valor de sus correspondientes controles. 

 

Habiendo demostrado que Pg activa los sistemas de PKC y MAPK, se procedió 

a investigar si estos sistemas mensajeros median la acción estimulatoria de la 

hormona sobre la producción de NO. Para ello se emplearon inhibidores específicos 
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de estas vías mensajeras. Para evaluar la contribución de la vía MAPK, se 

seleccionó el compuesto PD98059, un inhibidor de MEK (MAPKK) (Dudley y col., 

1995; Alessi y col., 1995). Las concentraciones del inhibidor empleadas fueron 

seleccionadas de lo reportado en la literatura. Los AAR se preincubaron con 

diferentes concentraciones de PD98059 durante 30 minutos e inmediatamente 

después fueron expuestos a 10 nM Pg por 5 minutos. La Figura 9 muestra que el 

incremento en la generación de NO inducido por la hormona, fue totalmente 

suprimido en presencia del inhibidor de MAPK, a todas las concentraciones del 

inhibidor ensayadas. 
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Figura 9. Participación de la vía MAPK en la síntesis de NO inducida por Pg.  
Los AAR se preincubaron durante 30 minutos con el inhibidor de MAPK (PD98059; 5 µM). 
Inmediatamente después se trataron con Pg (10 nM) o su vehículo (isopropanol <0.1%) 
durante 5 minutos. La producción de NO liberado fue medida utilizando la técnica de Griess 
de acuerdo a como se describe en la Sección de Metodología. Los resultados representan el 

promedio ± D.E. de tres experimentos independientes realizados por cuadruplicado. **p<0.02 
respecto al valor de su correspondiente control. 
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La hipótesis de que la vía PKC participe en la acción estimulatoria de Pg 

sobre la producción de NO se evaluó empleando el compuesto chelerythrine. Se 

seleccionó una concentración de 1 µM del inhibidor de PKC ya que previamente 

habíamos demostrado que dicha concentración fue efectiva en bloquear la 

estimulación de la actividad de la enzima inducida por TPA (Figura 4). En la Figura 

10 se observa que 30 minutos de pretratamiento con chelerythrine no alteró el 

estímulo hormonal sobre la generación de NO. Se repitió el ensayo con una 

concentración mayor del inhibidor chelerythrine: 10 µM. El estímulo en la síntesis 

de NO inducido por Pg tampoco se modificó (95% vs 85% sobre el control; Pg vs Pg 

con inhibidor).  
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Figura 10. Efecto de chelerythrine sobre la estimulación de la síntesis de NO inducida 
por Pg.  
Los AAR se preincubaron durante 30 minutos con chelerythrine a las concentraciones 
indicadas. Inmediatamente después se trataron con Pg (10 nM) o su vehículo (isopropanol 
<0.1%) durante 5 minutos. La producción de NO liberado fue medida utilizando la técnica de 
Griess de acuerdo a como se describe en la Sección de Metodología. Los resultados 

representan el promedio ± D.E. de tres experimentos independientes realizados por 
cuadruplicado. **p<0.02 respecto al valor de sus correspondientes controles. 
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Estos resultados nos sugieren que si bien Pg activa la vía de señalización 

intracelular de PLC/PKC, esta vía no media la acción rápida, no genómica de la 

hormona sobre la producción de NO. 

Teniendo en cuenta que los anillos de aorta poseen dos tipos celulares 

principales (CE y CMLV), se propuso investigar si los efectos de Pg sobre la 

producción de NO observados en anillos aórticos, se podría deber a una acción 

directa de la hormona sobre las CE. Para ello se emplearon cultivos primarios de 

CE. Primeramente se estudió la especificidad del sistema celular empleando 

acetilcolina como control positivo de la síntesis de NO. En la Tabla 4, se observa 

que 20 minutos de tratamiento de las CE con acetilcolina 100 µM, indujeron un 

estímulo significativo de la producción de NO (168% sobre el control, p<0.02). 

 

 Síntesis de NO en CE (nmoles/mg proteína) 

  

Control 2.11 ± 0.22 

Acetilcolina 100 µM 5.66 ± 0.65** 
 

Tabla 4. Efecto de acetilcolina sobre la producción de NO en CE.  
Las CE en estado confluente fueron tratadas con acetilcolina (100 µM) o su vehículo (H2O) 
durante 20 minutos. La producción de NO liberado fue medida por la reacción de Griess de 
acuerdo a como se describe en la Sección de Metodología. Los resultados representan el 

promedio ± D.E. de tres experimentos independientes realizados por cuadruplicado **p<0.02 
respecto al valor del control. 

 

Habiendo comprobado que las células responden a su agonista natural, se 

investigó el efecto de Pg sobre la producción de NO en cultivos de CE. Semejante a 

lo descripto en AAR, tratamientos breves (20 minutos) con concentraciones 

fisiológicas de Pg (1, 10 y 100 nM) indujeron una significativa estimulación de la 

síntesis de NO: 42%, 29% y 103% sobre el control, respectivamente (Figura 11). 

Estos resultados evidencian una acción directa de Pg a nivel endotelial estimulando 

la síntesis del vasoactivo NO. 
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Figura 11. Estudio dosis respuesta del efecto de Pg sobre la producción de NO en CE.  
Las CE en estado confluente fueron tratadas con distintas concentraciones de Pg (1 nM – 100 
nM) o su vehículo (isopropanol <0.1%) durante 20 minutos. La producción de NO liberado fue 
medida por la reacción de Griess de acuerdo a como se describe en la Sección de 

Metodología. Los resultados representan el promedio ± D.E. de tres experimentos 
independientes realizados por cuadruplicado. **p<0.02 respecto al valor del control. 
 

 

1.2. Efectos genómicos de progesterona 

 

Como se mencionó anteriormente, los anillos de aorta representan un 

sistema celular que contiene CE y CMLV. Con la finalidad de estudiar el efecto de 

la hormona en forma individual sobre las CE o CMLV se implementaron cultivos 

celulares de CE y CMLV obtenidas a partir de explantes de aorta de rata. Se utilizó 

la técnica de cultivo primario propuesta originalmente por Mc Guire y Orkin 

(McGuire y Orkin, 1987), modificado por Yeh y colaboradores (Yeh y col., 2002), 

que permite el cultivo selectivo de CE, CMLV y además el cocultivo de ambos tipos 
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celulares. El procedimiento empleado para el aislamiento de las mismas se 

encuentra descripto en la sección de Metodología.  

Para estudiar las acciones genómicas de Pg se seleccionó como parámetro la 

proliferación celular y se investigó la regulación hormonal de la proliferación tanto 

en CE como en CMLV. Se empleó la técnica de incorporación de [3H]-timidina como 

indicador de proliferación celular (Kyaw y col., 2002). Primeramente, se evaluó la 

cinética de incorporación de [3H]-timidina en CMLV durante un periodo de tiempo 

comprendido entre 4 y 96 horas en presencia de 1% de SFB. Los cultivos de CMLV 

fueron sincronizados por privación de suero durante 24 horas y se midió la 

incorporación de [3H]-timidina como se describe en la sección de Metodología. Se 

observó que la mayor incorporación del compuesto radiomarcado se produjo entre 

las 8 y las 36 horas (Figura 12). A partir de las 36 horas, se redujo marcadamente 

la síntesis de ADN por parte de las CMLV, cinética que se mantuvo hasta las 96 

horas (Figura 12). Si bien la técnica de incorporación de [3H]-timidina es 

ampliamente utilizada en la literatura como índice de proliferación celular, para 

validarla en nuestro sistema experimental, se repitió el ensayo cuantificando la 

proliferación por recuento celular en cámara de Neubauer. En la Tabla 5 se puede 

observar que los resultados obtenidos con ambas técnicas fueron semejantes. 
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Figura 12. Estudio de la cinética de incorporación de [3H]-timidina en cultivos de CMLV.  
CMLV semiconfluentes fueron cultivadas en ausencia de suero por 24 horas y se reemplazó el 
medio por DMEM fresco suplementado con 1% de SFB y se mantuvieron durante 4, 8, 24, 36, 
48, 72 ó 96 horas adicionales. La [3H]-timidina (1 μCi/ml) se adicionó en forma de pulso dos 
horas antes de finalizar el periodo de tiempo estudiado. La incorporación de [3H]-timidina se 
determinó como se describe en la Sección de Metodología. Los resultados representan el 

promedio ± D.E. de tres experimentos independientes procesados por cuadruplicado. 
 
 
 

 Proliferación celular  

 
Incorporación de [3H]-
timidina (cpm × 103/mg 
proteína) 

Número de células ×103/ml 

   

12 hs 106.6 ± 13.8 186 ± 23.4 

24 hs 132.6 ± 14.7 240 ± 21.6 

48 hs 55.7 ± 6.4 85 ± 7.3 

72 hs 31.8 ± 4.1 91 ± 7.8 

96 hs 35.5 ± 4.5 108 ± 9.7 

 
Tabla 5. Cinética de crecimiento celular en cultivos de CMLV.  
CMLV semiconfluentes fueron cultivadas en ausencia de suero por 24 horas. Se cambió el 
medio por medio DMEM fresco conteniendo 1% de SFB y se mantuvieron por 12, 24, 48, 72 ó 
96 horas adicionales. Cuando se estudió la proliferación celular por medio de la técnica de 
incorporación de timidina radiomarcada las CMLV recibieron un pulso de [3H]-timidina (1 
μCi/ml) dos horas antes de finalizar el periodo de tiempo correspondiente. Cuando se realizó 
el recuento de las CMLV, las células se resuspendieron con PBS y se procedió a realizar el 

recuento en cámara de Neubauer. Los resultados representan el promedio ± D.E. de tres 
experimentos independientes llevados a cabo por cuadruplicado. 
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A continuación se investigó el efecto de Pg sobre la proliferación de CMLV. 

Se emplearon diferentes concentraciones de la hormona. Las CMLV sincronizadas 

fueron tratadas con Pg (1-100 nM) por 24 horas. En la Figura 13 se puede observar 

que el esteroide estimuló significativamente la síntesis de ADN en el rango de 

concentración de 10-100 nM (53%, 25% y 30% sobre el control respectivamente). No 

se observaron diferencias significativas respecto al control con 1 nM de Pg). 
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Figura 13. Estudio dosis respuesta del efecto de Pg sobre la proliferación de CMLV.  
Las CMLV semiconfluentes fueron cultivadas en ausencia de suero por 24 horas y luego 
tratadas con diferentes concentraciones de la hormona (1 nM – 100 nM) durante 24 horas 
adicionales. Las CMLV recibieron un pulso de [3H]-timidina (1 μCi/ml) dos horas antes de 
finalizar el tiempo de tratamiento hormonal. Los ensayos de incorporación de [3H]-timidina 
se llevaron a cabo de acuerdo a como se describe en la sección de Metodología. Los 

resultados representan el promedio ± D.E. de tres experimentos independientes llevados a 
cabo por cuadruplicado. *p<0.05, ***p<0.001 respecto al valor del control. 

 

Se seleccionó la concentración 10 nM para estudiar la acción de la hormona 

sobre la proliferación de CMLV en función del tiempo de tratamiento (24 - 96 h). 

Como se puede observar en la Figura 14, Pg estimuló significativamente la 

proliferación entre 24 y 36 horas, mientras que a partir de las 48 horas de 
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tratamiento, la incorporación de [3H]-timidina fue semejante a la condición 

control. 
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Figura 14. Estudio tiempo respuesta del efecto de Pg sobre la proliferación de CMLV.  
Las CMLV en estado semiconfluente fueron incubadas en medio DMEM libre de suero durante 
24 horas y luego tratadas con la Pg (10 nM) durante 24, 36, 48, 72 y 96 horas. Las CMLV 
recibieron un pulso de [3H]-timidina (1 μCi/ml) dos horas antes de finalizar el periodo de 
tratamiento. Los ensayos de incorporación de [3H]-timidina se realizaron como se describe en 

la Sección de Metodología. Los resultados aquí mostrados representan el promedio ± D.E. de 
tres experimentos independientes llevados a cabo por cuadruplicado. **p<0.02 respecto al 
valor de sus correspondientes controles. 

 

Se evaluó si el efecto mitogénico de la hormona sobre las CMLV involucraría 

la participación del PgR. Para ello se utilizó el antagonista del PgR, el compuesto 

RU486 (Baulieu, 1989; El-Ashry y col., 1989), el cual fue agregado al medio de 

incubación una hora antes del tratamiento con Pg (10 nM). En la Figura 15, se 

observa que la presencia del antagonista del PgR, RU486 (10 nM), suprimió 

totalmente el efecto proliferativo de Pg sobre las CMLV luego de 24 horas de 

tratamiento. 
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Figura 15. Efecto del antagonista del receptor de progesterona RU486 en el efecto 
proliferativo de Pg en CMLV.  
Las CMLV en estado de semiconfluencia fueron incubadas en medio DMEM libre de suero 
durante 24 horas. Las células se preincubaron durante una hora con el antagonista del 
receptor de progesterona RU486 (10 µM) e inmediatamente después se trataron con Pg 10 nM 
o su vehículo (isopropanol <0.1%) por 24 horas. Dos horas antes de finalizar el tratamiento 
hormonal, las CMLV recibieron un pulso de [3H]-timidina (1 μCi/ml). Se procedió como se 

describe en Metodología. Los resultados presentados representan el promedio ± D.E. de tres 
experimentos independientes realizados por cuadruplicado. ***p<0.001 respecto al valor del 
control correspondiente. 

 

A continuación, se estudió el efecto de Pg sobre la regulación de la 

proliferación del otro componente celular de la pared vascular, las CE. 

Inicialmente y de la misma manera como se procedió con los cultivos de CE, se 

realizó un estudio de la cinética de incorporación de [3H]-timidina durante un 

periodo de tiempo comprendido entre 4 y 48 horas en presencia de 1% de SFB. 

Como se observa en la Figura 16, entre 8 y 20 horas las células exhiben un perfil 

ascendente de proliferación alcanzando un máximo entre 20 y 36 horas y 

descendiendo a las 48 horas. 
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Figura 16. Estudio de la cinética de incorporación de [3H]-timidina en cultivos de CE.  
CE en estado de semiconfluencia fueron cultivadas en ausencia de suero por 24 horas y luego 
se dejaron proliferar durante 4, 8, 12, 20, 36 ó 48 horas adicionales. Las CMLV recibieron un 
pulso de [3H]-timidina (1 μCi/ml) dos horas antes de finalizar el tiempo de tratamiento 
hormonal. Los ensayos de incorporación de [3H]-timidina se llevaron a cabo de acuerdo a 

como se describe en la Sección de Metodología. Los resultados representan el promedio ± 
D.E. de tres experimentos independientes llevados a cabo por cuadruplicado. 

 

Se estudió el efecto de Pg sobre el crecimiento de CE. Para ello, las CE se 

tratan con Pg 10 nM durante 24 a 72 horas en presencia de 1% de SFB y se midió la 

incorporación de [3H]-timidina. Se observó que 24 horas de tratamiento con Pg 10 

nM produjo una inhibición estadísticamente significativa de la proliferación de las 

CE (p<0.001), mientras que no se observaron diferencias respecto al grupo control 

luego de 48 ó 72 horas de tratamiento hormonal (Figura 17). 
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Figura 17. Estudio tiempo respuesta del efecto de Pg sobre la proliferación de CE. 
Cultivos de CE en estado semiconfluente fueron incubados en medio DMEM libre de suero 
durante 24 horas y luego tratados con la Pg (10 nM) durante 24, 48 y 72 horas en presencia 
de 1% de SFB. Las CE recibieron un pulso de [3H]-timidina (1 μCi/ml) dos horas antes de 
finalizar el periodo de tratamiento. Los ensayos de incorporación de [3H]-timidina se 
realizaron como se describe en la Sección de Metodología. Los resultados representan el 

promedio ± D.E. de tres experimentos independientes llevados a cabo por cuadruplicado. 
***p<0.001 respecto al valor del control correspondiente. 

 

Se analizó el efecto de Pg sobre la proliferación celular en un amplio rango 

de concentraciones. Se observó que 24 horas de tratamiento hormonal indujeron 

una inhibición estadísticamente significativa del crecimiento celular a todas las 

concentraciones ensayadas (1, 10, 50 y 100 nM) (Figura 18). En tratamientos más 

prolongados (48 - 72 horas) no se encontraron diferencias significativas respecto al 

control en ninguna de las concentraciones estudiadas. 
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Figura 18. Estudio dosis respuesta del efecto de Pg sobre la proliferación de CE.  
Cultivos de CE en estado semiconfluente fueron sincronizados por privación de suero durante 
24 horas y luego fueron tratadas con diferentes concentraciones de la hormona (1 nM – 100 
nM) por 24, 48 y 72 horas en presencia de 1% de SFB. Las CE recibieron un pulso de [3H]-
timidina (1 μCi/ml) dos horas antes de finalizar el periodo de tratamiento. Los ensayos de 
incorporación de [3H]-timidina se realizaron como se describe en la Sección de Metodología. 

Los resultados aquí mostrados representan el promedio ± D.E. de tres experimentos 
independientes llevados a cabo por cuadruplicado. **p<0.02 respecto al valor del control 
correspondiente. 

 

Para confirmar que este efecto es de tipo genómico, el tratamiento 

hormonal fue realizado en presencia y ausencia de inhibidores de la transcripción 

génica (actinomicina D, 1 y 10 μg/ml) y de la síntesis de proteínas (cicloheximida, 

10, 50 y 100 μM). Como se observa en la Figura 19, la supresión de la transcripción 

y la traducción génica, suprimió el efecto antiproliferativo de Pg a todas las 

concentraciones ensayadas de los inhibidores. Este resultado evidencia una acción 

de tipo genómica por parte de la hormona. 

        24 hs                    48 hs                   72 hs               
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Figura 19. Rol de cicloheximida y actinomicina D sobre el efecto antiproliferativo de Pg 
en CE.  
Las CE en estado de semiconfluencia fueron incubadas en medio libre de suero durante 24 
horas y luego tratadas con Pg (10 nM) o su vehículo (isopropanol <0.1%) durante 24 horas. Dos 
horas antes de finalizar el periodo de tratamiento, las CE recibieron un pulso de [3H]-
timidina (1 μCi/ml). Los ensayos de incorporación de [3H]-timidina se realizaron como se 

describe en la Sección de Metodología. Los resultados representan el promedio ± D.E. de tres 
experimentos independientes realizados por cuadruplicado. **p<0.02 respecto al valor del 
control correspondiente. 

 

Se evaluó si el efecto antiproliferativo de la hormona sobre las CE 

involucraría la participación del PgR. Para ello se utilizó el compuesto RU486. Se 

ensayaron diferentes concentraciones del antagonista (10 nM, 1 y 10 μM), el cual 

fue agregado al medio de incubación una hora antes del tratamiento con Pg (10 

nM). Se observó que la acción antimitogénica de la hormona se suprimió 

completamente por la presencia del antagonista del PgR. Este efecto se observó 

para todas las concentraciones ensayadas del antagonista (Figura 20). El RU486 



RESULTADOS 

 

100 

 

también suprimió la acción de Pg cuando se empleó una concentración mayor de la 

hormona (100 nM) (Tabla 6). 
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Figura 20. Efecto del antagonista del receptor de progesterona RU486 sobre el efecto 
antimitogénico de Pg en CE.  
Las CE en estado de semiconfluencia fueron incubadas en medio libre de suero durante 24 
horas. Las células se preincubaron durante una hora con el antagonista del receptor de 
progesterona RU486 a las concentraciones indicadas e inmediatamente después se trataron 
con Pg 10 nM o su vehículo (isopropanol <0.1%) por 24 horas. Dos horas antes de finalizar el 
tratamiento hormonal, las CE recibieron un pulso de [3H]-timidina (1 μCi/ml). Los ensayos de 
incorporación de [3H]-timidina se realizaron como se describe en la Sección de Metodología. 

Los resultados presentados representan el promedio ± D.E. de tres experimentos 
independientes realizados por cuadruplicado. ***p<0.001 respecto al valor del control 
correspondiente. 
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 Síntesis de ADN en CE (cpm × 103/mg proteína) 

Tratamiento Sin RU486 10 nM Con RU486 10 nM 

   

Control  185.4 ± 21.8 178.4 ± 30.2 

Progesterona 100 nM 143.2 ± 16.1** 174.7 ± 27.4 

 
Tabla 6. Efecto del antagonista del receptor de progesterona RU486 sobre el efecto 
antimitogénico de Pg en CE.  
Las CE en estado de semiconfluencia fueron incubadas en medio libre de suero durante 24 
horas. Las células se preincubaron durante una hora con el antagonista del receptor de 
progesterona RU486 (10 nM) e inmediatamente después se trataron con Pg 100 nM o su 
vehículo (isopropanol <0.1%) por 24 horas. Dos horas antes de finalizar el tratamiento 
hormonal, las CE recibieron un pulso de [3H]-timidina (1 μCi/ml). Los ensayos de 
incorporación de [3H]-timidina se realizaron como se describe en la Sección de Metodología. 

Los resultados presentados representan el promedio ± D.E. de tres experimentos 
independientes realizados por cuadruplicado. **p<0.02 respecto al valor del control 
correspondiente. 
 
 

1.3. Interacción entre efectos genómicos y no genómicos de progesterona 

 

Se investigó la posible existencia de una interrelación entre los efectos de 

Pg sobre los sistemas de señalización intracelular y su acción a largo plazo en la 

regulación de la proliferación celular. Dado que está reportado en la literatura la 

existencia de interacción entre la activación de la NOS y proliferación en 

diferentes tejidos y tipos celulares (Yang y col., 2008; Wang y col., 2009; 

Hammoud y col., 2007; Park y col., 2003), se evaluó si la acción antimitogénica de 

Pg sobre CE en cultivo involucra la participación del mensajero celular NO. Para 

evaluar ello, las células se preincubaron con un inhibidor de la NOS, el compuesto 

L-NAME (Rees y col., 1989; Rees y col., 1990). En la Figura 21 se observa que 24 

horas de tratamiento con Pg (10 nM) inhibió significativamente la proliferación 

celular (60% de inhibición con respecto al control, p<0.001). La presencia del 

inhibidor L-NAME (10 μM), suprimió completamente la acción hormonal. 
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Figura 21. Participación de la NOS en el efecto antiproliferativo de Pg sobre CE.  
Las CE en estado de semiconfluencia fueron incubadas en medio libre de suero durante 24 
horas. Las células se preincubaron durante una hora con el inhibidor de la NOS (L-NAME 10 
µM) e inmediatamente después se trataron con Pg 10 nM o su vehículo (isopropanol <0.1%) 
por 24 horas. Dos horas antes de finalizar el tratamiento hormonal, las CE recibieron un 
pulso de [3H]-timidina (1 μCi/ml). Los ensayos de incorporación de [3H]-timidina se realizaron 
como se describe en la Sección de Metodología. Los resultados presentados representan el 

promedio ± D.E. de tres experimentos independientes realizados por cuadruplicado. 
***p<0.001 respecto al valor del control correspondiente. 

 

En base a los resultados previos que mostraron que Pg activa la vía de 

PLC/PKC, se evaluó la participación de PKC en la acción antiproliferativa de Pg en 

CE. Para ello, se midió la proliferación de CE en presencia del inhibidor de PKC 

chelerythrine. En la Figura 22 se observa que el efecto hormonal se anuló cuando 

las CE se preincubaron con chelerythrine (1 µM).  
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Figura 22. Participación de la vía mensajera de PKC en el efecto antiproliferativo de Pg 
sobre CE.  
Las CE en estado de semiconfluencia fueron incubadas en medio libre de suero durante 24 
horas. Las células se preincubaron durante una hora con el inhibidor de PKC (chelerythrine 
1µM) e inmediatamente después se trataron con Pg (10 nM) o su vehículo (isopropanol <0.1%) 
por 24 horas. Dos horas antes de finalizar el tratamiento hormonal, las CE recibieron un 
pulso de [3H]-timidina (1 μCi/ml). Los ensayos de incorporación de [3H]-timidina se realizaron 
como se describe en la Sección de Metodología. Los resultados presentados representan el 

promedio ± D.E. de tres experimentos independientes realizados por cuadruplicado. 
***p<0.001 respecto al valor del control correspondiente. 

 

Para confirmar que la vía PKC participa en la inhibición del crecimiento 

celular, se analizó el efecto de TPA, activador de PKC, sobre la proliferación de 

CE. El ensayo se realizó en ausencia y presencia del inhibidor de PKC 

chelerythrine. Los resultados obtenidos se resumen en la Figura 23, en la cual se 

observa que, de manera semejante a lo observado con Pg, el tratamiento con TPA 

(100 nM) inhibe la proliferación celular. Al bloquear la actividad de la PKC con 

chelerythrine (1 μM), se suprimió completamente el efecto inhibitorio de la 

proliferación celular inducido por tratamiento con TPA. Este resultado reforzaría el 

hecho que el efecto antimitogénico de Pg sobre CE involucre la participación de la 

vía mensajera de PKC. 

Chelerythrine 
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Figura 23. Efecto de TPA sobre la proliferación de CE. 
Las CE en estado de semiconfluencia fueron sincronizadas por incubación durante 24 horas en 
ausencia de suero. Las células se preincubaron durante una hora con el inhibidor de PKC 
(chelerythrine 1µM). Inmediatamente después se trataron con TPA (100 nM) o su vehículo 
(etanol <0.1%) por 24 horas. Dos horas antes de finalizar el tratamiento hormonal, las CE 
recibieron un pulso de [3H]-timidina (1 μCi/ml). Los ensayos de incorporación de [3H]-
timidina se realizaron como se describe en la Sección de Metodología. Los resultados 

representan el promedio ± D.E. de tres experimentos independientes realizados por 
cuadruplicado. ***p<0.001 respecto al valor del control correspondiente. 

 

Los resultados descriptos anteriormente sugieren que el efecto genómico de 

Pg sobre la proliferación de CE involucraría de la participación de las vías 

mensajeras de PKC y NOS. El siguiente paso fue estudiar la participación de las vías 

de señalización de PKC y MAPK sobre la acción mitogénica de Pg en CMLV. Se 

determinó que el efecto proliferativo de Pg 10 nM fue totalmente suprimido 

cuando el tratamiento hormonal se realizó en presencia del inhibidor de PKC 

chelerythrine (1 μM) o el inhibidor de MAPK PD98059 (1 μM) (Figura 24). Estos 

resultados sugieren que el efecto genómico de Pg sobre proliferación de CMLV 

involucraría la participación de ambas vías mensajeras. 

Chelerythrine 
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Figura 24. Participación de MAPK y PKC sobre el efecto proliferativo de Pg en CMLV.  
Las CMLV con una confluencia del 60 - 70% fueron incubadas en medio libre de suero durante 
24 horas. Las células se preincubaron durante una hora con los inhibidores de MAPK (PD98059 
5 µM) o de PKC (chelerythrine 1 µM). Inmediatamente después, las células se trataron con Pg 
10 nM o su vehículo (isopropanol <0.1%) por 24 horas. Dos horas antes de finalizar el 
tratamiento hormonal, las CMLV recibieron un pulso de [3H]-timidina (1 μCi/ml). Los ensayos 
de incorporación de [3H]-timidina se realizaron como se describe en la Sección de 

Metodología. Los resultados presentados representan el promedio ± D.E. de tres 
experimentos independientes realizados por cuadruplicado. ***p<0.001 respecto al valor del 
control correspondiente. 

 

Sabiendo que los eicosanoides están implicados en la regulación del fenotipo 

y crecimiento de las CMLV (Pomerantz y Hajjar, 1989), y teniendo en consideración 

los reportes previos de nuestro laboratorio que muestran que Pg estimula de forma 

no genómica la actividad de la COX, se investigó si la acción mitogénica de Pg en 

CMLV está relacionada con la activación de la COX. Los estudios de incorporación 

de [3H]-timidina revelaron que en presencia de un inhibidor de la COX, el 

compuesto indometacina (10 μM) (de Leval y col., 1999), se suprime el efecto 
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proliferativo sobre CMLV inducido por tratamiento con 10 nM Pg durante 24 horas 

(Figura 25). 
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Figura 25. Participación de la COX sobre el efecto proliferativo de Pg en CMLV.  
Las CMLV con una confluencia del 60 - 70% fueron incubadas en medio libre de suero durante 
24 horas. Las células se preincubaron durante una hora con el inhibidor de la COX 
(indometacina 10 µM). Inmediatamente después, las células se trataron con Pg 10 nM o su 
vehículo (isopropanol <0.1%) por 24 horas. Dos horas antes de finalizar el tratamiento 
hormonal, las CMLV recibieron un pulso de [3H]-timidina (1 μCi/ml). Los ensayos de 
incorporación de [3H]-timidina se realizaron como se describe en la Sección de Metodología. 

Los resultados presentados representan el promedio ± D.E. de tres experimentos 
independientes realizados por cuadruplicado. ***p<0.001 respecto al valor del control 
correspondiente. 

 

 

2. EFECTOS CELULARES DE PROGESTERONA 

 

Como se mencionó en la introducción, la regulación de determinados 

eventos celulares, tales como migración, proliferación y diferenciación celular, 

apoptosis, adhesión celular y agregación plaquetaria, juegan un rol clave en la 

fisiología del sistema vascular. Teniendo esto en cuenta, procedimos a estudiar los 

Indometacina 
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efectos celulares de Pg. Los ensayos se realizaron en condiciones basales o bien 

frente a agentes que inducen injuria vascular. 

 

2.1. Efecto de progesterona sobre proliferación de células de músculo liso 

vascular en presencia de medio de cultivo de células endoteliales 

 

Está descripto que el endotelio vascular, a través de diferentes mediadores, 

condiciona el crecimiento de las CMLV (Cucina y col., 2003; Ferrara y Davis-Smyth, 

1997). Teniendo en cuenta este hecho, nos preguntamos si la acción mitogénica de 

Pg podría modificarse en presencia de CE. Para ello se realizó un ensayo en el cual 

se investigó el efecto que ejerce la presencia del medio de cultivo proveniente de 

CE tratadas con Pg o su vehículo, sobre la respuesta mitogénica de Pg en CMLV. 

Para ello, las CMLV y las CE fueron sincronizadas por privación de suero durante 24 

horas. Las CE se trataron durante 24 horas con la hormona o su vehículo y el medio 

de cultivo proveniente de estos tratamientos (medio condicionado) fue luego 

utilizado para realizar los ensayos de proliferación en CMLV. Todos los 

tratamientos hormonales fueron llevados a cabo en presencia de 1% de SFB. Los 

resultados de la Figura 26 aportan evidencia de que si bien en CMLV aisladas Pg 

promueve la proliferación, este efecto se modifica en un microambiente 

endotelial. En ausencia de medio condicionado de CE, el tratamiento con Pg 10 nM 

estimula la proliferación de las CMLV (Figura 26, barras de la izquierda). La 

presencia de medio condicionado control (CE tratadas solo con el vehículo), no 

modificó la acción mitogénica de Pg sobre CMLV (Figura 26, barras centrales). En 

presencia de medio de cultivo proveniente de CE que fueron tratadas con Pg 10 
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nM, el efecto mitogénico de la hormona se suprimió completamente (Figura 26, 

barras de la derecha). 
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Figura 26. Efecto de Pg sobre la proliferación de CMLV en presencia de medio DMEM 
condicionado proveniente de un cultivo de CE.  
Las CMLV con una confluencia del 60 - 70% fueron incubadas en medio DMEM libre de suero 
durante 24 horas. Las células se trataron con Pg 10 nM o su vehículo (isopropanol <0.1%) por 
24 horas en presencia o ausencia de medio DMEM proveniente de un cultivo de CE las cuales 
fueron expuestas por 24 horas a un tratamiento con Pg 10 nM o su vehículo (isopropanol 
<0.1%). Dos horas antes de finalizar el tratamiento hormonal, las CMLV recibieron un pulso 
de [3H]-timidina (1 μCi/ml). Los ensayos de incorporación de [3H]-timidina se realizaron como 

se describe en la Sección de Metodología. Los resultados representan el promedio ± D.E. de 
tres experimentos independientes realizados por cuadruplicado. ***p<0.001 respecto al valor 
de sus controles correspondientes. 

 

2.2. Estudio del efecto de progesterona sobre la agregación plaquetaria 

 

Previamente se demostró en nuestro laboratorio que Pg ejerce una acción 

antiagregante plaquetaria cuando AAR se incubaron en un plasma rico en plaquetas 

y se trataron con Pg durante 1 a 5 minutos (Selles y col., 2001; Selles y col., 2002; 

Polini y col., 2004). La acción antiagregante de la hormona estaba asociada a su 
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capacidad de estimular la síntesis de NO por parte de los AAR. Con la finalidad de 

determinar si la acción antiagregante de Pg se debería a una acción directa del 

esteroide sobre las CE, se utilizaron células en cultivo aisladas a partir de AAR. Las 

células se incubaron en PRP, se trataron durante 5 minutos con Pg e 

inmediatamente después de finalizado el tratamiento hormonal, una alícuota del 

plasma rico en plaquetas se transfirió al agregómetro y se midió la agregación 

plaquetaria inducida por ADP. En la Figura 27A se observan los registros de 

agregación plaquetaria correspondientes. En condiciones basales (solo plasma rico 

en plaquetas) se obtiene la máxima agregación plaquetaria. Cuando las CE se 

incuban con el plasma rico en plaquetas (condición control), se produce una 

disminución de la agregación plaquetaria (68% de agregación plaquetaria en la 

condición control vs 100% de agregación plaquetaria en la condición basal). El 

tratamiento de las CE durante 5 minutos con diferentes concentraciones de la 

hormona (1 - 100 nM) incrementa aún más la inhibición de la agregación 

plaquetaria respecto de la condición control. En la Figura 27B se muestra la 

cuantificación de la agregación plaquetaria. 
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Figura 27. Estudio del efecto de Pg sobre la agregación plaquetaria.  
(A) Registros representativos de la inhibición de la agregación plaquetaria inducida por 
tratamiento de las CE con Pg. Las CE con una confluencia del 90% se trataron con diferentes 
concentraciones de Pg (1, 10 y 100 nM) en 400 µl de PRP durante 5 minutos. Se midió la 
agregación plaquetaria inducida con ADP (2 × 10-5 M) de una alícuota del PRP de cada una de 
las condiciones, de acuerdo a como se describe en la Sección de Metodología. 
(B) Los resultados se expresan en porcentaje de inhibición de la agregación de las plaquetas 

con respecto a la condición control (vehículo) y representan el promedio ± D.E. de tres 
experimentos independientes realizados por cuadruplicado. **p<0.02, ***p<0.001 respecto al 
valor del control. 

 

Resultados similares se obtuvieron cuando las CE se expusieron a un plasma 

rico en plaquetas y se trataron con las mismas concentraciones hormonales (1 - 100 

nM) durante 2 minutos (Figura 28A y 28B).  
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Figura 28. Estudio del efecto de Pg sobre la agregación plaquetaria.  
(A) Registros representativos de la inhibición de la agregación plaquetaria inducida por 
tratamiento de las CE con Pg. Las CE con una confluencia del 90% se trataron con diferentes 
concentraciones de Pg (1, 10 y 100 nM) en 400 µl de PRP durante 2 minutos. Se midió la 
agregación plaquetaria inducida con ADP (2 × 10-5 M) de acuerdo a como se describe en la 
Sección de Metodología.  
(B) Los resultados se expresan en porcentaje de inhibición de la agregación de las plaquetas 

con respecto a la condición control (vehículo) y representan el promedio ± D.E. de tres 
experimentos independientes realizados por cuadruplicado. **p<0.02, ***p<0.001 respecto al 
valor del control. 

 

Para determinar si la inhibición de la agregación plaquetaria inducida por Pg 

se debiera a una acción de la hormona sobre la síntesis de NO en CE, se repitieron 

los ensayos de agregación plaquetaria empleando CE pretratadas con el compuesto 

L-NAME. Como se observa en la Figura 29, en ausencia del inhibidor, cinco minutos 

de tratamiento con Pg (10 nM) inhibieron significativamente la agregación 

plaquetaria respecto a la condición control (33% de inhibición de la agregación 
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plaquetaria respecto al control, p<0.02). Cuando las CE fueron incubadas con L-

NAME, el efecto antiagregante de la hormona se reduce aproximadamente en un 

50% (33 vs 17% de inhibición de la agregación plaquetaria en ausencia de L-NAME vs 

en presencia de L-NAME, p<0.05) (Figura 29). 
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Figura 29. Participación de NO sobre la inhibición de la agregación plaquetaria inducida 
por Pg utilizando CE como sistema experimental. 
Las CE (90% de confluencia) se preincubaron en ausencia o presencia de L-NAME (10 µM) 
durante 10 minutos. Posteriormente, las CE se incubaron en PRP y se trataron con Pg (10 nM) 
o su vehículo (isopropanol) durante 5 minutos. Se midió la agregación plaquetaria inducida 
con ADP (2 × 10-5 M) de acuerdo a como se describe en la Sección de Metodología. Los 
resultados se expresan en porcentaje de agregación plaquetaria con respecto a la condición 

basal) y representan el promedio ± D.E. de tres experimentos independientes realizados por 
cuadruplicado.*p<0.05, **p<0.02 vs sus respectivos controles. §p<0.05 Pg con L-NAME vs Pg sin 
L-NAME. 

 

Para descartar que el efecto antiagregante observado pudiera deberse a una 

acción directa de la hormona sobre las plaquetas, se midió la AP de un plasma rico 

en plaquetas en ausencia de CE, al cual se le agregó la hormona (todas las 

concentraciones empleadas en los tratamientos), isopropanol (vehículo de la 

hormona) y el inhibidor de la NOS, el compuesto L-NAME. Como puede observarse 

en la Tabla 7, ninguno de los compuestos empleados en los ensayos anteriores 

afectaron la agregación plaquetaria, descartándose un posible efecto directo sobre 
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las plaquetas. Se empleó también el compuesto nitroprusiato de sodio, un dador 

de NO ampliamente utilizado para estudiar procesos bioquímicos dependientes de 

NO (Inoue y col., 2003; Kawasaki y col., 2007). El nitroprusiato de sodio indujo una 

significativa inhibición de la agregación plaquetaria, lo que pone en evidencia la 

capacidad de las plaquetas de responder al NO (Tabla 7). 

 

Compuesto Agregación plaquetaria (%) 

  

Basal 100 

  

Isopropanol 98 

Progesterona 1 nM 97 

Progesterona 10 nM 96 

Progesterona 100 nM 98 

L-NAME 10 µM 99 

Nitroprusiato de sodio 1 µM 45 
 

Tabla 7. Efecto de Pg, isopropanol (vehículo), L-NAME y nitroprusiato de sodio sobre la 
agregación plaquetaria.  
Los compuestos se adicionaron al PRP en las concentraciones indicadas por un periodo de 
tiempo de 5 minutos. Se midió la agregación plaquetaria inducida con ADP (2 × 10-5 M) de 
acuerdo a como se describe en la Sección de Metodología. Los resultados se expresan en 
porcentaje de agregación plaquetaria con respecto a la condición basal y representan el 

promedio ± D.E. de tres experimentos independientes realizados por cuadruplicado. 
 

 

2.3. Estudio del efecto de progesterona sobre la migración celular 

 

Para estudiar el efecto de Pg sobre la migración de CE y CMLV, se empleó un 

ensayo que permita determinar si las células se movilizan o no en respuesta a un 

estímulo dado. Las células en cultivo se sincronizaron por privación de suero 

durante 24 horas y luego se procedió a remover la mitad de la monocapa celular. 

La hemicapa restante se trató con la hormona en presencia de 1% de SFB y luego se 
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cuantificaron las células presentes en el área de la placa donde se realizó la 

remoción celular. 

Inicialmente se evaluó el efecto de Pg sobre la migración de CE. En la Figura 30A 

se observan fotografías con distinto grado de magnificación correspondientes a 

campos representativos de las diferentes condiciones experimentales.  

 
 
 

 
 

 
 

Figura 30. Rol de Pg sobre la migración de CE.  
Las CE fueron incubadas en medio libre de suero durante 24 horas. Se realizó un corte 
transversal en la monocapa celular para delimitar el área denudada de células. La monocapa 
celular remanente se trató con Pg (10 nM) o su vehículo (isopropanol <0.1%) durante 48 horas 
y se procesó como se describe en la Sección de Metodología.  
(A I, II, III y IV) Se muestran imágenes de campos representativos luego de la tinción con 
hematoxilina-eosina. Las flechas indican el sitio donde se realizó el corte. Magnificación: 40X 
(I y II) y 100X (III y IV) correspondientes al mismo campo. Escala: 340 μm. 
(B) Cuantificación de los resultados en número de células por campo. Los resultados 

representan el promedio (± D.E.) de tres experimentos independientes realizados por 
cuadruplicado. ***p<0.001 respecto al valor del control. 

 

Como se observa en la Figura 30, el tratamiento durante 48 horas con Pg (10 nM) 

indujo una mayor movilización de células hacia el área denudada respecto a la 
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condición control. En las fotografías 30A-III y IV se puede observar con más detalle 

las células migrantes en la región denudada de células. 

Se estudió también el efecto de otras concentraciones de Pg (1 y 100 nM) 

sobre la migración de CE. Los resultados se presentan en la Tabla 8. El tratamiento 

con Pg 1 nM produjo un estímulo de la migración de 77% con respecto al control 

(p<0.05), en tanto que, cuando las CE se trataron con Pg 100 nM el estímulo fue de 

192% sobre el control (p<0.02). 

 

Tratamiento Migración de CE (número de células/campo) 

  

Control 12.0 ± 1.1 

Progesterona 1 nM 21.3 ± 3.1* 

Progesterona 10 nM 43.2 ± 5.2*** 

Progesterona 100 nM 35.0 ± 4.6** 
 

Tabla 8. Efecto de Pg sobre la migración de CE.  
Las CE fueron incubadas en un medio libre de suero durante 24 horas. Se realizó un corte 
transversal en la monocapa celular. La monocapa celular remanente se trató con Pg a las 
concentraciones indicadas (1 - 100 nM) o su vehículo (isopropanol <0.1%) durante 48 horas y 
se procesó como se describe en la Sección de Metodología. Los resultados representan el 

promedio (± D.E.) del número de células migrantes/campo representativo de tres 
experimentos independientes realizados por cuadruplicado. *p<0.05; **p<0.02; ***p<0.001 
respecto al valor del control. 

 

Se analizó el efecto de Pg sobre la migración de CMLV. En la Figura 31 se 

observan las fotografías correspondientes a campos representativos de la 

condiciones control (CMLV tratadas solo con vehículo) y tratamiento de 48 horas 

con Pg (10 nM). Como puede observarse en la Figura 31 (I y II), cuando las CMLV se 

trataron con la hormona, un mayor número de CMLV migraron hacia la zona 

denudada en relación a la condición control (p<0.001). 
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Figura 31. Efecto de Pg sobre la migración de CMLV.  
Las CMLV fueron incubadas en medio DMEM libre de suero durante 24 horas. Se realizó un 
corte transversal en la monocapa celular. La monocapa celular remanente se trató con Pg (10 
nM) o su vehículo (isopropanol <0.1%) durante 48 horas y se procesó como se describe en la 
Sección de Metodología. 
(A I y II) Imágenes de campos representativos de cada condición experimental luego de la 
tinción con hematoxilina-eosina. Las flechas indican la zona del corte realizado. 
Magnificación: 40X. Escala: 340 μm.  
(B) Cuantificación de los resultados en número de células por campo. Los resultados 

representan el promedio (± D.E.) de tres experimentos independientes realizados por 
cuadruplicado. ***p<0.001 respecto al valor del control. 

 

Se ampliaron los estudios de migración de CMLV empleando una 

concentración menor de Pg. Semejante al resultado observado para Pg 10 nM, 

cuando las células se trataron durante 48 horas con Pg 1 nM, también se 

incrementó de manera significativa la migración celular (46% con respecto al 

control; p<0.02), (Tabla 9). 
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Tratamiento Migración de CMLV (número de células/campo) 

  

Control 150.5 ± 8.1 

Progesterona 1 nM 220.3 ± 19.6** 

Progesterona 10 nM 240 ± 18.2*** 
 
Tabla 9. Efecto de Pg sobre la migración de CMLV.  
Las CMLV fueron incubadas en un medio libre de suero durante 24 horas. Se realizó un corte 
transversal en la monocapa celular para delimitar el área denudada de células. La monocapa 
celular remanente se trató con Pg a las concentraciones indicadas (1 y 10 nM) o su vehículo 
(isopropanol <0.1%) durante 48 horas y se procesó como se describe en la Sección de 

Metodología. Los resultados representan el promedio (± D.E.) del número de células 
migrantes/campo representativo de tres experimentos independientes realizados por 
cuadruplicado. **p<0.02; ***p<0.001 respecto al valor del control. 

 

Considerando los resultados presentados en la Figura 26 donde se observa 

que el efecto mitogénico de Pg en CMLV es condicionado por la presencia de medio 

de cultivo proveniente de CE, se analizó si esta regulación también afecta a la 

acción de la hormona sobre la movilidad celular. Se empleó un diseño 

experimental semejante. Las CE fueron tratadas con Pg (10 nM) o su vehículo 

(isopropanol, <0.1%) durante 24 horas. El medio de cultivo proveniente de estos 

tratamientos fue posteriormente usado para realizar los ensayos de migración en 

CMLV. Todos los tratamientos con la hormona fueron realizados en presencia de 1% 

de SFB.  

Como puede observarse en la Tabla 10, en ausencia de medio condicionado, 48 

horas de tratamiento con Pg (10 nM) estimula la migración de CMLV. Cuando las 

CMLV se incuban con medio de cultivo proveniente de CE controles (tratadas solo 

con vehículo) o de CE tratadas con Pg, la inducción de la migración se mantiene 

con magnitudes de estímulo semejantes. 
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Migración de CMLV (número de 
células/campo) 

Tratamiento Control Pg 10 nM 

   

 150.5 ± 8.1 240 ± 18.2*** 

Medio de CE (control)           161.4 ± 10.8 252.7 ± 28.5*** 

Medio de CE (Pg 10 nM)      143.7 ± 8.2 237.5 ± 24.4*** 

 
Tabla 10. Efecto de Pg sobre la migración de CMLV en presencia de medio DMEM 
condicionado proveniente de un cultivo de CE.  
Las CMLV fueron incubadas en medio DMEM libre de suero durante 24 horas. Se realizó un 
corte transversal en la monocapa celular para delimitar el área denudada de células. La 
monocapa celular remanente se trató con Pg (10 nM) o su vehículo (isopropanol <0.1%) 
durante 48 horas en presencia o ausencia de medio DMEM proveniente de un cultivo de CE las 
cuales fueron expuestas por 24 horas a un tratamiento con Pg 10 nM o su vehículo 
(isopropanol <0.1%) y se procesó como se describe en la Sección de Metodología. Los 

resultados representan el promedio (± D.E.) del número de células migrantes/campo 
representativo de tres experimentos independientes realizados por cuadruplicado. ***p<0.001 
respecto al valor de sus correspondientes controles. 
 
 
 

2.4. Estudio del efecto de progesterona sobre la apoptosis de células 

endoteliales 

 

Para estudiar el efecto de Pg sobre la muerte celular programada se 

seleccionó la fragmentación de ADN como parámetro a medir, ya que representa 

uno de los eventos bioquímicos finales del proceso apoptótico. Se escogió H2O2 

como inductor de apoptosis (control positivo) según lo descripto en la literatura 

(Cao y col., 2008).  

Se empleó la técnica de “DNA laddering” la cual permite visualizar la degradación 

del ADN en fragmentos de bajo peso molecular. Primeramente se caracterizó el 

efecto del H2O2 sobre CE en cultivo ensayando distintas concentraciones (100 µM, 

200 µM y 1 mM) y tiempos de tratamiento (una y dos horas) con H2O2 (Figura 32). 

Finalizado el tratamiento, se realizó una extracción de ADN y se resolvió por 

electroforesis en gel de agarosa al 1%, visualizando con bromuro de etidio.  
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La Figura 32 muestra una fotografía de un experimento representativo. Dos horas 

de tratamiento con 1 mM de H2O2 indujeron la mayor fragmentación del ADN de CE 

respecto al control. Por consiguiente, se seleccionó esta concentración y tiempo 

de exposición al H2O2 como las condiciones a emplear en los ensayos siguientes. 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

Figura 32. Caracterización del efecto de H2O2 sobre la apoptosis de CE. 
Las CE (90% de confluencia) se trataron durante una ó dos horas con diferentes 
concentraciones de H2O2 (100 µM, 200 µM y 1 mM). Inmediatamente después se lisan las 
células y se extrae el ADN, el cual se separa por electroforesis en geles de agarosa y se 
visualiza por tinción con bromuro de etidio. Se mestran fotografías de los geles de un 
experimento representativo. A: 100 µM H2O2; B: 200 µM H2O2; C: 1 mM H2O2; D: Control. 

 

A continuación seleccionamos una técnica que permite cuantificar el grado 

de fragmentación de ADN. La misma emplea marcación con [3H]-timidina y 

separación mediante centrifugación del ADN entero y fragmentado (Hurst-Kennedy 

y col., 2009). Según lo descripto el pellet obtenido luego de la centrifugación 

contiene ADN entero mientras que el sobrenadante el ADN fragmentado. Ambas 

fracciones están radiomarcadas. Para corroborar esta técnica, las CE se expusieron 

al H2O2 (1 mM) durante dos horas, se centrifugó, se extrajo el ADN de cada una de 

las fracciones (pellet y sobrenadante) y se las sembró en geles de agarosa. En la 

        A       B       C        D           A        B        C        D 

Bandas correspondientes a 
ADN de bajo peso molecular 
(fragmentado) 

Bandas correspondientes a 
ADN de alto peso 
molecular (entero) 

Tiempo de tratamiento con H2O2: 
 

             2 horas                            1 hora  
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calle 1 del gel se sembró el material obtenido del pellet, mientras que en la calle 

2 se sembró el material obtenido del sobrenadante.  

En la Figura 33 se muestra una foto del gel luego de la electroforesis. En la calle 1 

se observa una banda única de gran intensidad en la región correspondiente a ADN 

de alto peso molecular, mientras que en la calle 2 se detecta un patrón de bandas 

dispuestas en “escalera” en la región correspondiente a ADN de bajo peso 

molecular. Esto confirma que la técnica de centrifugación permite separar ADN 

entero (pellet) del ADN fragmentado (sobrenadante), ya que ambas fracciones se 

localizaron en el gel en las zonas esperadas. Habiendo comprobado esto, se utilizó 

la técnica de centrifugación para investigar el efecto de Pg sobre apoptosis en CE. 

 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 33. Validación de la Técnica de centrifugación para estudiar apoptosis.  
Las CE (confluencia del 90%) se trataron durante dos horas con el inductor de apoptosis (H2O2 
1 mM). Inmediatamente después, las CE se levantaron y se realizó una centrifugación a 
13,000 × g durante 15 minutos. Se extrajo el ADN en cada una de las fracciones empleando 
solventes y luego se realizó una electroforesis en gel de agarosa al 1% visualizando con 
bromuro de etidio de acuerdo a como se describe en la Sección de Metodología.  

1             2 

ADN extraído del pellet  
obtenido con la técnica de 

centrifugación 

ADN extraído del 
sobrenadante obtenido con 

la técnica de 
centrifugación 

Bandas correspondientes a 
ADN de alto peso 
molecular (entero) 

Bandas correspondientes a 
ADN de bajo peso molecular 
(fragmentado) 
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Para estudiar el efecto de Pg sobre la apoptosis de CE, las células se 

marcaron con [3H]-timidina (1µci/ml) durante dos horas. Se lavaron para eliminar 

la marca no incorporada y se trataron con la Pg 10 nM durante cuatro horas. Dos 

horas antes de finalizar el tratamiento hormonal, se adicionó el inductor de 

apoptosis (H2O2 1mM). Como se observa en la Figura 34, en condiciones basales, el 

porcentaje de fragmentación de ADN es muy bajo (7%). Cuando las CE se trataron 

con la hormona se produjo un incremento significativo en la apoptosis de CE (42% 

de fragmentación respecto al ADN total, p<0.001). El tratamiento de las CE con 

H2O2 indujo una casi total fragmentación del ADN (aproximadamente un 90%), 

efecto significativamente mayor que aquel ejercido por la hormona (Figura 34). 

Cuando las CE fueron pretratadas con la hormona previo al agregado del agente 

oxidante, el tratamiento con Pg reduce marcadamente el estímulo apoptótico 

inducido por el H2O2 (p<0.02) (Figura 34). 
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Figura 34. Efecto de Pg sobre muerte celular programada CE.  
Las CE en cultivo (90% de confluencia) se marcaron con [3H]-timidina (1 μCi/ml) durante dos 
horas. Inmediatamente después, las células se lavaron para eliminar la [3H]-timidina no 
incorporada. Se realizó el tratamiento con Pg (10 nM) durante cuatro horas adicionales. El 
inductor de apoptosis (H2O2 1 mM) se agregó dos horas antes de finalizar el tratamiento 
hormonal. Se realizó la separación de las fracciones correspondientes a ADN entero y 
fragmentado por centrifugación a 13,000 × g durante 15 minutos y se determinó la cantidad 
de [3H]-timidina incorporada en ambas fracciones de acuerdo a como se describe en la 

Sección de Metodología. Los resultados representan el promedio ± D.E. de tres experimentos 
independientes realizados por cuadruplicado. ***p<0.001, **p<0.02 vs sus respectivos 
controles sin y con H2O2; 

+p<0.001 control vs control con H2O2, 
++p<0.001 Pg vs control con 

H2O2. 

 

Se evaluaron otros tiempos de tratamiento con Pg. Como se observa en la Tabla 

11, las CE incubadas durante 24 horas con Pg (10 nM) exhiben un perfil apoptótico 

mayor que las células controles. A las 48 horas de tratamiento no se detectaron 

cambios significativos en comparación con el control, aunque si se observaron 

valores basales de fragmentación ligeramente mayores que a 24 horas. 
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 % de ADN fragmentado/ADN total 

Tratamiento 24 horas 48 horas 

   

Control  27.6 ± 3.2 38.6 ± 4.9 

Progesterona 10 nM 41.6 ± 4.9** 42.3 ± 5.3 

 
Tabla 11. Efecto de Pg sobre apoptosis de CE.  
Las CE en cultivo se marcaron con [3H]-timidina (1 μCi/ml) durante dos horas. 
Inmediatamente después, las células se lavaron para eliminar la [3H]-timidina no 
incorporada. Se realizó el tratamiento con Pg (10 nM) durante 24 o 48 horas adicionales. Se 
realizó la separación de las fracciones correspondientes a ADN entero y fragmentado por 
centrifugación a 13,000 × g durante 15 minutos y se determinó la cantidad de [3H]-timidina 
incorporada en ambas fracciones de acuerdo a como se describe en la Sección de 

Metodología. Los resultados representan el promedio ± D.E. de tres experimentos 
independientes realizados por cuadruplicado. **p<0.02 respecto al valor del control 
correspondiente. 
 

 
 

2.5. Estudio del efecto de progesterona sobre la adhesión de monocitos a 

células endoteliales 

 

La adhesión de leucocitos al endotelio vascular constituye un evento clave 

que se desencadena en respuesta a una injuria vascular o un estímulo inflamatorio. 

Para estudiar el rol de Pg en este proceso celular se evaluó el efecto de la 

hormona sobre la adhesión de monocitos inducida por un agente inflamatorio. Se 

utilizó LPS como inductor de adhesión celular (Rummel y col., 2010; Holm y col., 

2010; Reddy y col., 2009). 

Primeramente, se estudió el efecto del tratamiento con LPS sobre la adhesión de 

monocitos a CE en cultivo. La concentración y los tiempos de tratamiento con LPS 

se seleccionaron a partir de lo descripto en la literatura (Jersmann y col., 2001). 

Las CE se trataron con LPS (1 µg/ml) durante 14 ó 21 horas. Al finalizar el 

tratamiento, una suspensión de 1×106 monocitos/ml monocitos se agregó sobre la 

monocapa de CE durante dos horas. Finalizado este periodo, las células se fijaron y 
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se tiñeron con solución de Giemsa y se realizó el recuento de aquellos monocitos 

adheridos sobre las CE en siete campos representativos de cada una de las 

condiciones experimentales. El recuento de monocitos calculado por diferencia 

entre el total de monocitos sembrados y aquellos que no se adhirieron se realizó 

para corroborar el resultado obtenido mediante tinción y recuento de campos 

representativos. Para ello, finalizado el periodo de dos horas de adhesión de los 

monocitos a las CE, se colectó el sobrenadante y se contó el número de monocitos 

no adheridos en cámara de Neubauer. 

Los resultados de la Tabla 12 muestran que el número de monocitos adheridos a las 

CE luego de 14 ó 21 horas de tratamiento con LPS (1 µg/ml) es significativamente 

mayor que en el grupo control. Dado que el efecto inductor de adhesión es mayor 

a 21 horas, se seleccionó este tiempo de tratamiento para los siguientes ensayos. 

 
 

 
Adhesión de monocitos a CE (número de 
células/campo) 

Tratamiento 14 horas 21 horas 

   

Control 7.2 ± 2.2 10.6 ± 2.5 

LPS 1 µg/ml 15.6 ± 3.8* 44.3 ± 5.3*** 
 

Tabla 12. Efecto de LPS sobre la adhesión de monocitos a CE en cultivo.  
Las CE fueron tratadas con LPS (1 µg/ml) durante 14 ó 21 horas en presencia de 1% de SFB. 
Finalizado el tratamiento, se removió el medio y se agregó una suspensión de 1×106 
monocitos/ml (DMEM suplementado con 1% de SFB) durante dos horas adicionales. Las CE se 
fijaron y se tiñeron con solución de Giemsa de acuerdo a como se describe en la Sección de 

Metodología. Los resultados representan el promedio ± D.E. del número de monocitos 
adheridos por campo representativo (200×) a partir de tres experimentos independientes 
realizados por cuadruplicado. *p<0.05; ***p<0.001 respecto al valor del control 
correspondiente. 

 

En la Figura 35 se presentan fotografías de campos representativos de la 

condiciones control y LPS (1 µg/ml, 21 horas de tratamiento). En la Figura 35b se 
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aprecia que un mayor número de monocitos (de color azul intenso) se adhirieron 

sobre las CE en comparación con las CE control (Figura 35a). 

 

 

Figura 35. Efecto de LPS sobre la adhesión de monocitos a CE en cultivo.  
Las CE fueron tratadas con el agente proinflamatorio LPS (1 µg/ml) por 21 horas en presencia 
de 1% de SFB. Finalizado el tratamiento, se removió el medio y se agregó una suspensión de 
1×106 monocitos/ml durante dos horas adicionales. Las CE se fijaron y se tiñeron con 
solución de Giemsa de acuerdo a como se describe en la Sección de Metodología. Se muestran 
las fotografías de campos representativos correspondientes a cada una de las condiciones 
experimentales. Magnificación: 200X. Escala: 70 μm. 

 

Habiendo demostrado que en nuestro sistema experimental, el LPS induce 

adhesión de monocitos en CE, se procedió a investigar el rol de Pg sobre la 

adhesión de monocitos a CE en condiciones basales y/o estimuladas por LPS.  

Las CE fueron tratadas durante 24 ó 48 horas con Pg (10 nM) y finalizado el 

tratamiento se adicionó una suspensión de monocitos. Los resultados presentados 

en la Tabla 13 muestran que el tratamiento con la hormona no modificó la 

adhesión basal (condición control) en ninguno de los tiempos ensayados. 

 

 

 

 

 
 

                     Control                                              LPS (1 µg/ml) 

a                                                                 b 
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Adhesión de monocitos (número de 
células/campo) 

Tratamiento 24 horas 48 horas 

   

Control 26.3 ± 2.9 29.9 ± 2.5 

Pg 10 nM 28.2 ± 3.2 27.3 ± 2.6 
 

Tabla 13. Efecto de Pg (10 nM) sobre la adhesión de monocitos a CE en cultivo.  
Las CE fueron tratadas con Pg (10 nM) durante 24 ó 48 horas en presencia de 1% de SFB. 
Finalizado el tratamiento, se removió el medio y se agregó una suspensión de 1×106 
monocitos/ml (DMEM suplementado con 1% de SFB) durante dos horas adicionales. Las CE se 
fijaron y se tiñeron con solución de Giemsa de acuerdo a como se describe en la Sección de 

Metodología. Los resultados representan el promedio ± D.E. del número de monocitos 
adheridos por campo representativo (200×) a partir de tres experimentos independientes 
realizados por cuadruplicado. 

 

Para evaluar si Pg afecta la adhesión de monocitos inducida por LPS, se 

realizaron ensayos de tratamientos conjuntos con Pg y LPS, en los cuales las CE 

fueron expuestas a la hormona de forma previa al agregado de LPS. Se ensayaron 

24 y 48 horas de tratamiento con Pg (10 nM). El LPS (1 µg/ml) se agregó durante 

las 21 horas finales de cada uno de los tratamientos. En la Figura 36 se puede 

observar que 21 horas de tratamiento con LPS (barra rayada) aumentó 

significativamente el número de monocitos adheridos a las CE. Cuando las células 

se expusieron 24 ó 48 horas a la hormona en ausencia de LPS (barras grises), no se 

detectaron diferencias significativas con respecto al control. Sin embargo, cuando 

la hormona fue agregada 3 ó 27 horas antes que el agente proinflamatorio (barras 

negras), el estímulo inducido por el LPS sobre la adhesión de monocitos en CE se 

suprimió totalmente. 



RESULTADOS 

 

127 

 

Contro
l
LPS

Contro
l

Pg

Pg +
 L

PS

Contro
l

Pg

Pg +
 L

PS
0

10

20

30

40

50

60

70

80

***
N

ú
m

er
o

 d
e 

m
o

n
o

ci
to

s
ad

h
er

id
o

s/
ca

m
p

o

 
 
 

Figura 36. Efecto de Pg sobre la adhesión de monocitos a CE en cultivo.  
Las CE fueron tratadas con Pg (10 nM) durante 24 ó 48 horas en presencia de 1% de SFB. El 
LPS (1 µg/ml) se agrega durante las últimas por 21 horas de cada tratamiento hormonal. 
Finalizado el tratamiento, se removió el medio y se agregó una suspensión de 1×106 
monocitos/ml (DMEM suplementado con 1% de SFB) durante dos horas adicionales. Las CE se 
fijaron y se tiñeron con solución de Giemsa de acuerdo a como se describe en la Sección de 

Metodología. Los resultados representan el promedio ± D.E. del número de monocitos 
adheridos por campo representativo (200×) a partir de tres experimentos independientes 
realizados por cuadruplicado. ***p<0.001 vs su respectivo control; ap<0.001 LPS vs Pg con LPS 
24 horas, bp<0.001 LPS vs Pg con LPS 48 horas. 

 

La adhesión de monocitos al endotelio vascular depende de la expresión de 

moléculas de adhesión celular (Butcher, 1991; Springer, 1994). Empleando la 

técnica de RT-PCR se estudió el efecto de Pg sobre la expresión de ARN mensajero 

(ARNm) de las moléculas de adhesión: P-selectina, E-selectina y VCAM-1. En primer 

lugar, se evaluaron los cambios en los niveles de ARNm de dichas moléculas en 

respuesta al tratamiento de las CE con el agente proinflamatorio LPS. En la Figura 

37 se muestra una fotografía de los productos de amplificación correspondientes a 

cada una de las moléculas de adhesión estudiadas, luego de la separación por 

electroforesis en gel de agarosa. Los resultados obtenidos revelan que, en 

 21 hs              24 hs                  48 hs 

a 

b 
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condiciones basales (control), el nivel de expresión de ARNm de las tres moléculas 

de adhesión es bajo. Cuando las CE fueron expuestas a un tratamiento de 21 horas 

con LPS, el nivel de expresión de ARNm de las tres moléculas estudiadas se 

incrementó marcadamente. Como control de expresión se usó GAPDH. 

 
 Control LPS 

E-selectina (506 bp)   

VCAM-1 (283 bp)   

P-selectina (200 bp)   

GADPH (309 bp)   

 
 

Figura 37. Efecto de LPS sobre la expresión de ARNm de las moléculas de adhesión P- y 
E-selectina y VCAM-1 en cultivos de CE.  
Las CE (90% de confluencia) fueron tratadas con LPS (1 µg/ml) durante 21 horas en presencia 
de 1% de SFB. Se aisló el ARNm, y los niveles de expresión de P-selectina, E-selectina y VCAM-
1 se determinaron por RT-PCR como se describe en metodología. Las fotografías muestran los 
productos de amplificación obtenidos. 

 

Teniendo en consideración los resultados anteriores, los cuales mostraron 

que Pg suprime la adhesión de monocitos inducida por LPS, se evaluó si la hormona 

regula la expresión del ARNm de las moléculas de adhesión seleccionadas. Las CE 

se trataron 24 horas con Pg (10 nM) en presencia o ausencia de LPS (1 µg/ml) 

agregado durante las últimas 21 horas de tratamiento. Se observó que el 

tratamiento con Pg no modificó los niveles de expresión de ARNm de las moléculas 

estudiadas respecto al control (Figura 38). El tratamiento con LPS aumentó 

notablemente dicha expresión. Cuando las CE son previamente tratadas con la 

hormona, previo al agregado del LPS, el estímulo inducido con LPS sobre el ARNm 

de las 3 moléculas se redujo marcadamente (Figura 38). 

 

 

p)p)
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E-selectina (506 bp)     

VCAM-1 (283 bp)     

P-selectina (200 bp)     

GADPH (309 bp)     

 
 

Figura 38. Efecto de Pg sobre la expresión de ARNm de las moléculas de adhesión P- y E-
selectina y VCAM-1 en respuesta a un estímulo proinflamatorio en cultivos de CE.  
Las CE (90% de confluencia) fueron tratadas con Pg (10 nM) por 24 horas en DMEM con 1% de 
SFB, en ausencia o presencia de LPS (1 µg/ml). El LPS se agregó durante las últimas 21 horas 
de tratamiento hormonal. Se aisló el ARNm, y los niveles de expresión de P-selectina, E-
selectina y VCAM-1 se determinaron por RT-PCR como se describe en metodología. Las 
fotografías muestran los productos de amplificación obtenidos. 

 

3. INTERACCIONES HORMONALES 

 

Teniendo en cuenta que 17-β-estradiol y Pg están presentes en la circulación 

en forma simultánea; que cuando declina la actividad ovárica se alteran los niveles 

circulantes de ambas hormonas o que cuando se utilizan terapéuticas de 

sustitución hormonal se usan combinaciones de 17-β-estradiol y Pg, se analizó el 

efecto de tratamientos conjuntos con ambas hormonas. Para ello se evaluó el 

efecto de la adición simultánea de 17-β-estradiol y Pg, sobre algunos de los efectos 

genómicos y no genómicos de Pg descriptos en las secciones anteriores. Como 

parámetro genómico se seleccionó el efecto mitogénico sobre CMLV y como acción 

rápida la estimulación de la síntesis de NO en CE. Según lo descripto en la 

literatura, estos eventos también son regulados por 17-β-estradiol (Watanabe y 

col., 2003; Espinosa y col., 1996; Wang y col., 2000). Empleando cultivos 

sincronizados de CMLV se estudió el efecto de tratamientos conjuntos con ambas 
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hormonas sobre la proliferación celular utilizando la técnica de [3H]-timidina. Los 

resultados se presentan en la Figura 39. En forma semejante a lo reportado por 

otros autores (Yang y col., 2002), se comprobó que el 17-β-estradiol (10 nM) inhibe 

la proliferación de CMLV (57% de inhibición respecto al control, p<0.02). El 

tratamiento con Pg (10 nM) incrementó significativamente la síntesis de ADN (53% 

sobre el valor del control, p<0.02), sin embargo, dicha acción estimulatoria se 

suprime en presencia de 17-β-estradiol (Figura 39). La adición conjunta de ambos 

esteroides no solo anula la acción mitogénica de Pg sino que también reduce 

marcadamente la proliferación respecto a los valores basales (45% de inhibición 

respecto al control, p<0.02). No obstante, el efecto inhibitorio de la proliferación 

inducido por el tratamiento conjunto es ligeramente menor que la inhibición 

observada por tratamiento con 17-β-estradiol solamente (45% vs 57% de inhibición 

de síntesis de ADN respecto al control; E2 (10 nM) + Pg (10 nM) vs E2 (10 nM) 

respectivamente, p<0.02) (Figura 39). 
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Figura 39. Efecto del tratamiento combinado de Pg con E2 sobre la proliferación de 
CMLV.  
Las CMLV en estado de semiconfluencia fueron incubadas en medio libre de suero durante 24 
horas y posteriormente se trataron con Pg (10 nM), E2 (10 nM) o el vehículo (isopropanol 
<0.1%) por 24 horas adicionales. Dos horas antes de finalizar el tratamiento hormonal, las 
CMLV recibieron un pulso de [3H]-timidina (1 μCi/ml). Los ensayos de incorporación de [3H]-
timidina se realizaron como se describió en la sección de Metodología. Los resultados 

presentados representan el promedio ± D.E. de tres experimentos independientes realizados 
por cuadruplicado. **p<0.02 con respecto al valor del control; §p<0.001 E2+Pg vs Pg; ‡p<0.02 
E2+Pg vs Pg. 

 

Al evaluar el efecto del tratamiento combinado con Pg y 17-β-estradiol 

sobre la producción de NO por CE, se observó que ambos esteroides inducen un 

rápido y significativo incremento de la producción de NO en un amplio rango de 

concentraciones ensayadas (0.1 - 100 nM) (Tabla 14). Cuando se llevó a cabo el 

tratamiento combinado con ambas hormonas, el estímulo en la síntesis de NO se 

potenció significativamente respecto a la acción individual de cada hormona 

(Tabla 14). La combinación de E2 (10 nM) con Pg (10 nM) indujo un estímulo de un 

40% (p<0.001) superior al inducido por tratamiento con E2 (10 nM) o bien de un 

116% (p<0.001) superior al de Pg 10 nM (Tabla 14). El mismo efecto potenciador 

sobre la producción de NO se obtuvo cuando se realizó el tratamiento combinado 

con concentraciones mayores de E2 (100 nM) y Pg (100 nM). 
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 Producción de NO 

 nmoles NO/mg proteína % de estímulo sobre el 
control 

   

Control  140.2 ± 17  

10-10 M Pg  156.8 ± 15 12 

10-9 M Pg 196.3 ± 15* 40 

10-8 M Pg 256.6 ± 23** 83 

10-7 M Pg 266.4 ± 45*** 90 

10-10 M E2 277.5 ± 27** 98 

10-9 M E2 309.8 ± 33* 121 

10-8 M E2 399.6 ± 12** 185 

10-7 M E2 392.6 ± 13** 180 

10-8 M Pg + 10-8 M E2 555.3 ± 48***, a, b 296 

10-7 M Pg + 10-7 M E2 518.6 ± 93***, c, d 270 

  
Tabla 14. Efecto del tratamiento combinado con Pg y E2 sobre la producción de NO en 
CE.  
Cultivos de CE (90% de confluencia) fueron tratadas con Pg, E2 o ambas hormonas adicionadas 
simultáneamente a las concentraciones indicadas durante 5 minutos en medio DMEM fresco 
en presencia de 1% de SFB. La producción de NO liberado fue medida por la reacción de 
Griess de acuerdo a como se describe en la Sección de Metodología. Los resultados de tres 

experimentos independientes realizados por cuadruplicado, representan el promedio ± D.E. 
*p<0.05; **p<0.02; ***p<0.001 respecto al valor del control; ap<0.001 vs Pg (10-8 M); bp<0.001 
vs E2 (10-8 M); cp<0.001 vs Pg (10-7 M); dp<0.001 vs E2 (10-7 M). 
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En este trabajo de Tesis nos propusimos investigar las acciones celulares y 

moleculares a través de las cuales Pg regula la función vascular con la finalidad de 

que el conocimiento aportado contribuya a elucidar en rol del esteroide en la 

homeostasis y en la disfunción vascular. 

Trabajos previos de nuestro laboratorio habían reportado que en tejido aórtico de 

rata, Pg ejerce una acción rápida, no genómica, estimulando la síntesis de los 

vasoactivos NO y prostaciclina (Selles y col., 2002). Las concentraciones de Pg 

empleadas en este trabajo de Tesis se seleccionaron a partir de estos trabajos 

previos (Selles y col., 2001; Selles y col., 2002). Dichas concentraciones son 

equivalentes a los niveles séricos de Pg encontrados en mujeres de edad fértil 

(White y col., 1995) como así también a los niveles de Pg medidos en plasma de 

ratas durante su ciclo de ovulación de cuatro días (Scharfman y col., 2003). 

También se había demostrado que Pg estimula la síntesis de DAG y además se 

vinculó a proteínas tirosina quinasas en el mecanismo de acción a través del cual la 

hormona regula la actividad de la NOS. Continuando con esta línea de 

investigación, en este trabajo de Tesis se procedió a estudiar la participación de 

las vías de señalización intracelular de MAPK y PKC en el mecanismo de acción no 

genómico de Pg en nuestro sistema experimental. 

Empleando ensayos de fosforilación de sustrato específico demostramos que Pg 

estimula en forma directa las vías de PKC y MAPK. La acción estimulatoria se 

manifestó a concentraciones fisiológicas (1 - 100 nM) y a tiempos muy breves de 

tratamiento compatibles con acciones no genómicas. Uno y tres minutos de 

exposición a la hormona fueron suficientes para detectar aumentos significativos 

en las actividades de MAPK y PKC respectivamente. La acción estimulatoria de la 
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hormona se evidenció tanto cuando el tratamiento hormonal se realiza sobre el 

tejido intacto (AAR) o en forma directa sobre el homogenado aórtico. Adoptamos 

el segundo sistema (HAR) ya que de esa forma se evitan congelaciones sucesivas 

del tejido. El perfil temporal de activación de PKC fue equivalente al reportado 

previamente para la estimulación de la síntesis de DAG (Mendiberri y col., 2006). 

Se han reportado diversos efectos rápidos de Pg en numerosos tejidos y sistemas 

celulares. Los efectos rápidos de Pg han sido muy bien caracterizados en 

espermatozoides humanos, donde la hormona induce la reacción acrosómica 

mediante activación de las quinasas PKA y PKC y canales de calcio regulados por 

voltaje (Cordoba y Beconi, 2001; Harrison y col., 2000). La activación de la PKC por 

Pg también ha sido reportada en células de cuerpo lúteo bovinas (Liszewska y col., 

2005). En Xenopus laevis, Pg induce la maduración oocítica a través de la 

activación de la vías mensajeras de MAPK (p42) y PI3K/AkT (Bagowski y col., 2001; 

Ferrell y col., 1999). También se sabe que Pg induce vasorelajación en arterias 

coronarias de conejo y en aorta de rata, efectos que se atribuyen a la inhibición de 

la entrada de calcio o bloqueo de canales de calcio operados por receptor o 

dependientes de voltaje (Jiang y col., 1992; Glusa y col., 1997). 

El NO producido por el endotelio vascular representa un segundo mensajero 

intracelular de vital importancia para el mantenimiento de la homeostasis de los 

vasos sanguíneos. El NO ejerce acción vasodilatadora, antiinflamatoria, 

antiaterogénica, antitrombótica y antiapoptótica. La NOSe es la enzima encargada 

de generar NO en respuesta a una diversidad de estímulos fisiológicos. El 

mecanismo de activación de la NOSe por 17-β-estradiol ha sido exhaustivamente 

estudiado. El mecanismo propuesto incluye la unión del 17-β-estradiol a su 

receptor de membrana, activación de PLC, aumento del calcio intracelular y 
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activación de CaM. La CaM activada se une a la NOS, la cual se disocia de la 

proteína caveolina y se transloca al citoplasma donde se activa en forma completa 

por la unión de proteínas adaptadoras (Hsp 90) y por fosforilación dependiente de 

MAPK y PI3K/Akt (Serock y col., 2008; (Haynes y col., 2000). 

Teniendo en cuenta lo descripto en la literatura se investigó si las vías MAPK y PKC 

contribuyen a la rápida estimulación de la NOS inducida por Pg en tejido vascular. 

Demostramos que la vía de señalización de MAPK contribuiría al estímulo sobre la 

producción de NO inducida por Pg (10 nM), ya que la preincubación de los AAR con 

el compuesto PD98059, inhibidor de la quinasa MEK, suprimió el efecto hormonal. 

La participación de la vía MAPK fue demostrada empleando diferentes 

concentraciones del inhibidor. 

En forma análoga, evaluamos si la vía de PKC está involucrada en la rápida 

activación de la NOS por Pg. La preincubación de los AAR con un inhibidor de PKC, 

el compuesto chelerythrine, no alteró el rápido estímulo ejercido por la hormona 

sobre la producción de NO. Esto nos podría sugerir que el mecanismo de acción de 

Pg a través del cual regula la activación no genómica de la NOS sería 

independiente de la participación de la PKC. Este resultado lo comprobamos 

empleando dos concentraciones diferentes del inhibidor. Para asegurarnos de la 

efectividad del compuesto chelerythrine como inhibidor de la PKC, medimos la 

actividad de la quinasa con el éster de fórbol TPA (un activador directo de la PKC) 

en presencia del inhibidor. Los resultados obtenidos demostraron que el estímulo 

inducido por TPA sobre la actividad de la PKC se suprimió cuando el tejido se 

preincubó con el inhibidor, confirmando la acción antagonista de chelerythrine. 

Sabiendo que la NOS es una enzima regulable por calcio estudiamos la 

participación de este catión en la regulación de la NOS por Pg. Al impedir el influjo 
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de calcio desde el medio extracelular incubando el tejido en un medio libre de 

calcio o provocando una depleción de los depósitos intracelulares de calcio con la 

adición simultánea de TG (libera calcio del retículo endoplásmico) y ACP (bloquea 

el rellenado de los depósitos) se demostró que ambos flujos de calcio contribuyen 

al mecanismo por el cual Pg estimula la producción de NO. No obstante, para 

determinar con mayor precisión el efecto de la hormona sobre los diferentes flujos 

de calcio se deberán emplear técnicas que permitan medir los cambios en la 

concentración de calcio citosólico. 

Anter y col. demostraron que la vía de la p38 MAPK media la activación de la NOS 

en CE de aorta de cerdo expuestas a polifenoles presentes en el té negro. Dicho 

efecto también involucraba la participación del calcio extracelular y la 

fosforilación de la NOS en el residuo de serina 1177 y treonina 495 (Anter y col., 

2004). Por otra parte, Kao y col. reportaron que el tratamiento de macrófagos 

(RAW 264.7) con ácido lipoteicoico indujo la expresión de la NOS inducible y 

aumentó la producción de NO en forma dependiente de la participación de la vía 

de p38 MAPK (Kao y col., 2005). También se ha demostrado que IL-17 regula la 

expresión del ARNm de la NOS inducible y constitutiva en células de médula ósea 

murina en forma dependiente de la vía p38 MAPK (Krstic y col., 2009). 

En apoyo de los datos demostrados en este trabajo de Tesis, Simoncini y col. 

demostraron que la inhibición de las quinasas MEK1/2, suprime el estímulo 

inducido sobre la síntesis de NO en células endoteliales de vena umbilical humana 

(HUVECs) luego de 30 minutos de tratamiento con Pg (Simoncini y col., 2004).  

Los resultados hasta aquí presentados se llevaron a cabo utilizando AAR. Como 

dicho sistema experimental representa un sistema celular mixto, se implementaron 

cultivos primarios para aislar CE y CMLV a partir de explantes de AAR. De esta 
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manera pudimos estudiar las acciones directas de Pg a nivel de cada tipo celular. 

Obtuvimos evidencia de que Pg estimula rápidamente la producción de NO en CE 

en forma concordante con los datos obtenidos previamente en nuestro laboratorio 

utilizando AAR como sistema experimental (Selles y col., 2001; Selles y col., 2002). 

Esto confirma que Pg actúa en forma directa sobre el endotelio vascular 

estimulando la síntesis de NO. 

 

En resumen los resultados discutidos hasta aquí aportan evidencia de que el 

mecanismo de acción no genómico de Pg en tejido vascular comprende la 

activación de las vías mensajeras de MAPK y PKC, y la estimulación de la síntesis 

de NO en forma dependiente de calcio y MAPK. 

 

Para estudiar las acciones genómicas de Pg a nivel vascular seleccionamos 

como parámetro la proliferación celular. Se demostró que Pg (10 - 100nM) estimuló 

la proliferación de CMLV. La acción mitogénica de Pg sobre estas células se 

observó luego de 24 y 36 horas de tratamiento. Periodos más largos de tratamiento 

hormonal (48 - 96 horas) no resultaron en cambios significativos sobre la 

proliferación basal de CMLV. Morey y col. demostraron que Pg inhibe la 

proliferación de CMLV humanas inducida por endotelina-1 (ET-1) o por la presencia 

de 3% de SFB, aunque por sí sola, la hormona induce un estímulo significativo del 

crecimiento celular. El efecto mitogénico de ET-1 y suero fue dependiente de la 

participación de MAPK (Morey y col., 1997). Por otro lado Karas y col. demostraron 

que Pg también ejerce un efecto inhibitorio sobre la síntesis de ADN en CMLV 

aisladas de arteria carótida de ratón (Karas y col., 2001). En cambio, la progestina 

sintética MPA no altera la expresión de genes involucrados en la regulación el 
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crecimiento celular (IL-1, IL-6 y PDGF) en CMLV (Okubo y col., 2000). Comparando 

con nuestros resultados, esto evidencia que la regulación del crecimiento de CMLV 

es diferente según sea Pg natural o progetinas sintéticas.  

Existe evidencia de que Pg y MPA no son equivalentes en términos de señalización 

molecular en CE humanas y en tejido vascular de ratas ovariectomizadas. Se ha 

reportado que Pg y MPA activan diferentes eventos de señalización en sistemas in 

vitro. A nivel endotelial, MPA y otras progestinas sintéticas, ejercen per se 

diferentes efectos inflamatorios y antinflamatorios in vitro en comparación con Pg 

(Simoncini y col., 2004). Aunque se ha asumido que algunas progestinas sintéticas 

utilizadas en protocolos de sustitución hormonal ejercen efectos clínicos análogos 

a la Pg natural, cada ligando del PgR podría tener efectos celulares/moleculares 

específicos. La diferente farmacocinética de las progestinas naturales o sintéticas 

y sus distintas afinidades por el PgR puede conducir al reclutamiento de vías de 

señalización intracelular parcialmente divergentes en células vasculares humanas 

debido a una modulación diferencial del receptor. A nivel vascular y en términos 

moleculares de señalización intracelular, la Pg natural y las sintéticas no se 

comportan de la misma manera. Esto debería ser tenido en cuenta en los 

protocolos de sustitución hormonal que emplean Pg sintéticas. Si la finalidad de la 

terapia es recuperar los efectos deseables de las hormonas nativas, los cuales 

declinaron por la inactividad ovárica propia del periodo postmenopáusico, el uso 

de los derivados sintéticos podría generar efectos diferentes a los de la Pg 

endógena. 

En CE demostramos que Pg inhibió la proliferación luego de 24 horas de 

tratamiento, mientras que dicho efecto no fue observado cuando se realizaron 

tratamientos más prolongados (hasta 72 horas). La naturaleza genómica de este 



DISCUSIÓN 

 

140 

 

evento fue demostrada al suprimir el efecto de la hormona en presencia de 

inhibidores de la transcripción y de la síntesis de proteínas. En apoyo de estos 

resultados, Vazquez y col. demostraron que Pg inhibe la proliferación de CE 

humanas estimuladas por el factor de crecimiento el endotelio vascular (VEGF) por 

reducción de la actividad quinasa dependiente de ciclinas, alteración de la 

expresión de las ciclinas A y E, y arresto del ciclo celular en la fase G1 (Vazquez y 

col., 1999). Hsu y col. demostraron que niveles fisiológicos de Pg (5 - 500 nM) 

inhiben la proliferación de HUVECs de manera dosis y tiempo dependiente y a 

través de un mecanismo que involucra la participación del gen supresor de tumores 

p53 (Hsu y col., 2008). 

Para evaluar la posible participación del PgR en la regulación de la proliferación 

celular seleccionamos al compuesto RU486 como antagonista del PgR. Empleando 

diferentes concentraciones del inhibidor demostramos que la acción 

antiproliferativa de Pg en CE y la acción mitogénica en CMLV se suprime en 

presencia del RU486. La participación de PgR en la regulación del crecimiento de 

células vasculares, empleando al RU486 como antagonista fue reportada por otros 

autores (Lee y col., 1997; Vazquez y col., 1999). Se sabe que el compuesto RU486 

es un fuerte antagonista del PgR. Sin embargo una de sus limitaciones es su 

inespecificidad ya que también se une al receptor de glucocorticoides. El RU486 

actúa como antagonista del receptor en la mayoría de las circunstancias, sin 

embargo, en presencia de AMPc puede comportarse como agonista. La potencia 

antagonista del PgR se mide en función de su capacidad abortiva. Según datos 

reportados en la literatura, si bien el RU486 presenta afinidades similares con el 

receptor de glucocorticoides posee un efecto abortivo significativo, es decir que su 

capacidad de antagonizar los efectos de Pg es potente (Elger y col., 2000). La 
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eventual participación del PgR que sugerimos en función de los resultados 

obtenidos en este trabajo de Tesis deberá ser complementado con otros abordajes 

experimentales (por ejemplo realizar silenciamiento del PgR) o incluir otros 

antagonistas del PgR más selectivos como el compuesto ZK 135 695 el cual 

previene la unión del PgR al ADN (Chwalisz y col., 2000; Elger y col., 2000). 

Los resultados hasta aquí presentados describen las acciones rápidas y las acciones 

genómicas de Pg en tejido vascular. Las acciones rápidas o no genómicas 

comprenden la participación de la NOS y los sistemas de señalización celular de 

PLC/PKC y MAPK. Las acciones genómicas de Pg involucran la regulación de la 

proliferación celular. Para evaluar si existen interacciones entre los efectos de Pg 

sobre sistemas de señalización intracelular y las acciones genómicas, estudiamos la 

participación de estas vías mensajeras (PKC y MAPK) en los efectos mitogénicos y 

antimitogénicos de Pg en CMLV y CE respectivamente. 

La cascada de señalización intracelular de las MAPK es de gran importancia para la 

biología de la célula. Estas proteínas quinasas participan activamente en procesos 

celulares relacionados con mitogénesis. En CMLV, la cascada de señales de MAPK 

controla diversas funciones celulares, entre ellas, la proliferación y la migración 

celular. En este trabajo, demostramos que el efecto mitogénico de Pg en CMLV es 

dependiente de la activación de MAPK, ya que en presencia del inhibidor de MEK, 

el compuesto PD98059, el efecto hormonal se anuló totalmente. Se demostró 

también que en esta acción proliferativa de Pg participa la vía de PKC. La 

preincubación de las células con el compuesto chelerythrine suprimió el estímulo 

sobre la proliferación de CMLV inducido luego de 24 horas de tratamiento con la 

Pg. En la cascada de las MAPKs, MEK (MAPKK) es activada por la proteína Raf, la 

cual es susceptible de activación por fosforilación dependiente de PKC. Si bien no 
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hemos establecido una secuencia temporal de los eventos activados por Pg se 

podría plantear la hipótesis de que el efecto mitogénico de la hormona sobre CMLV 

requeriría de la activación secuencial de las enzimas PKC y MAPK. Se ha descripto 

en la literatura que angiotensina II estimula la proliferación de CMLV a través de 

un mecanismo de acción que comprende la activación de la proteína Raf por PKC y 

subsecuente estimulación de ERK 1 y 2 (Turner y col., 2001).  

Dado que previamente en nuestro laboratorio se había reportado que Pg (20 nM) 

induce rápidamente (1 - 10 minutos) la síntesis de prostaciclinas por estimulación 

de la COX (Mendiberri y col., 2006) y considerando lo descripto por Pomerantz y 

Hajjar que los eicosanoides están implicados en la regulación de la proliferación y 

del fenotipo de las CMLV arteriales (Pomerantz y Hajjar, 1989), o lo propuesto por 

Tzeng y col. de que la COX-2 y la quinasa ERK (MAPK) participan en la estimulación 

del crecimiento de CMLV de aorta de rata (Tzeng y col., 2007), evaluamos si la 

COX contribuye a la regulación de la proliferación de CMLV por Pg. Empleando 

indometacina como inhibidor de la COX obtuvimos evidencia de que la vía de los 

eicosanoides estaría involucrada en el efecto proliferativo de Pg sobre CMLV. 

En CE demostramos que la acción de la hormona es antimitogénica. Cuando las 

células se preincubaron con el inhibidor de la NOS, el compuesto L-NAME, el efecto 

fue suprimido. Datos reportados en la literatura muestran que a nivel vascular, el 

NO inhibe el crecimiento celular a través del arresto del ciclo celular en la fase G1 

(Sarkar y col., 1997). Se han propuesto diferentes mecanismos a través de los 

cuales, el NO regularía la proliferación celular: (a) activación del sistema de 

GMPc/PKG y activación subsecuente de la vía MAPK, (b) estimulación de la COX-2 a 

través de la vía de señalización de PI3K/Akt, y (c) estimulación de la expresión de 

las ciclinas que controlan el ciclo celular (Villalobo, 2007). La acción 
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antimitogénica de Pg en CE también sería mediada por la quinasa PKC, debido que 

el pretratamiento de las CE con cherythrine, anuló la acción hormonal. Una 

relación entre la activación de la PKC y la inhibición del crecimiento de CE 

también fue reportada en la literatura. Cui y col. demostraron que las vías 

mensajeras de PKC y ERK (MAPK) participan en la inhibición de la proliferación de 

HUVECs inducida por altas concentraciones de melatonina (Cui y col., 2008). Por 

otra parte, Rojas y col. reportaron una inhibición de la proliferación de HUVECs 

mediado por PKC, MAPK y NO en respuesta a elevadas concentraciones de glucosa 

(Rojas y col., 2003). En vista de los resultados presentados, se podría sugerir que 

la acción de Pg sobre el crecimiento celular es selectiva y diferencial sobre cada 

tipo celular. 

 

En resumen en lo relativo a los aspectos moleculares del mecanismo de 

acción de Pg los resultados presentados en esta Tesis aportan evidencia de que las 

acciones vasculares de Pg responden a un mecanismo acción de 2 pasos que 

integraría la activación de sistemas de señalización intracelular (PKC, MAPK y NOS) 

los cuales mediarían los efectos genómicos del esteroide sobre el control del 

crecimiento celular. 

 

Una importante relación funcional coexiste entre CE y CMLV como 

consecuencia del intercambio de una gran diversidad de metabolitos y mediadores 

vasoactivos tales como NO, PG, endotelinas y angiotensina. Las CMLV son 

fuertemente influenciadas por el endotelio vascular (Cucina y col., 2003). Factores 

de crecimiento liberados por las CE regularían la migración y la proliferación de las 

CMLV (Ferrara y Davis-Smyth, 1997). La injuria endotelial altera la producción de 
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factores solubles lo que perjudicaría la interacción entre CE y CMLV, favoreciendo 

de esta manera la progresión de una lesión vascular.  

Wang y col. observaron que utilizando un sistema de cocultivo las CE promueven 

un incremento significativo en la propagación y adhesión de CMLV a través de un 

mecanismo que involucra la participación de integrina-β1 (Wang y col., 2007). Por 

otro lado cuando CMLV se cocultivan con CE, la migración de las musculares es 

regulada por las CE dependiendo de las condiciones de cultivo de las CE (basal o 

expuestas patrones de flujo determinados) (Wang y col., 2006). 

Demostramos que el efecto regulador de Pg sobre proliferación de CMLV estaría 

modulado por las CE. El incremento significativo de la proliferación de CMLV 

inducido por tratamiento de 24 horas con Pg fue suprimido completamente cuando 

las CMLV se incubaron con medio de cultivo proveniente de CE las cuales habían 

recibido tratamiento hormonal (24 horas con Pg 10 nM). Sin embargo, si el medio 

condicionado proviene de aquellas CE que no habían recibido tratamiento con Pg el 

efecto mitogénico del esteroide sobre las CMLV se mantiene. Es importante 

destacar que la proliferación basal de las CMLV no se vio afectada por el agregado 

de medio condicionado de CE controles o tratadas con Pg. El análisis de estos 

resultados nos sugiere que el tratamiento de las CE con Pg estimularía la liberación 

al medio de incubación de factores que condicionarían (inhibiendo) la acción 

proliferativa de la hormona sobre las CMLV. Si bien esto evidenciaría una 

interrelación entre ambos sistemas celulares en presencia de la Pg, 

experimentación adicional se requiere para establecer la identidad de dichos 

factores y el punto de regulación.  

Sin embargo, esta influencia de CE sobre las CMLV no se detectó cuando 

estudiamos migración celular. Empleando la misma estrategia experimental, y bajo 
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las condiciones ensayadas, la presencia de medio proveniente de CE tratadas 

durante 24 horas con Pg o con vehículo no afectó la acción estimulatoria de Pg 

sobre la migración de las CMLV. 

La migración celular in vivo representa un complejo mecanismo celular que 

desempeña un rol crucial tanto para la homeostasis vascular como así también en 

condiciones de enfermedad. Al examinar la acción de Pg sobre la migración de CE 

hallamos que la hormona estimula la motilidad celular. Teniendo en cuenta que la 

migración de CE está implicada en la reparación vascular, reendoteización y en el 

proceso de neovascularización para la formación de nuevos vasos sanguíneos a 

partir de CE preexistentes (angiogénesis) (Simons, 2005; Rosenzweig, 2003), esto 

podría representar una acción beneficiosa de la hormona. Sin embargo, también 

demostramos un efecto antiproliferativo de Pg en CE, lo cual se podría considerar 

como un efecto negativo para la integridad del endotelio y su capacidad de 

regeneración. 

Pg puede estimular la proliferación celular o bien inhibir el crecimiento y 

promover la diferenciación celular en función del tipo celular involucrado, del 

ambiente hormonal y de las condiciones de crecimiento (Mangelsdorf y col., 1995). 

Es interesante destacar que en este trabajo de Tesis, los ensayos de migración 

celular se realizaron en condiciones estáticas, sin la influencia del medio ambiente 

circundante. 

Por otro lado, mostramos que Pg estimuló significativamente la migración de CMLV 

en cultivo. Analizando el efecto individual de Pg sobre la CMLV, los resultados 

presentados muestran que el esteroide no solo ejerce una acción proliferativa sino 

que además, promueve la migración celular. La proliferación y la migración celular 

in vivo son mecanismos complejos que dependen del balance entre la acción local 
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de factores y las interacciones celulares. Teniendo en cuenta esto y los resultados 

obtenidos nos preguntamos: la acción mitogénica de Pg en CMLV, ¿representa un 

potencial efecto no deseado? Si bien los ensayos presentados se realizan en 

condiciones definidas y en ausencia de la influencia de su entorno, la presencia de 

CE o el tratamiento en combinación con 17-β-estradiol contrarresta la acción 

proliferativa de Pg: ¿representa esto un efecto positivo para la salud vascular? Para 

responder a estos interrogantes se deberán diseñar estrategias experimentales que 

permitan evaluar en forma simultánea la influencia de diversos factores. 

En condiciones saludables, el endotelio está en estado no activado. Sus 

propiedades antitrombóticas previenen la adhesión de monocitos y plaquetas a 

través de la liberación de mediadores químicos como el NO y las prostaciclinas. La 

repuesta inicial al daño vascular es la activación, la adhesión y la agregación de las 

plaquetas al endotelio activado por la injuria. A su vez, las plaquetas activadas 

liberan mediadores químicos (citoquinas) que promueven el reclutamiento de 

monocitos y su activación a macrófagos (Steinhubl y Moliterno, 2005). Por lo tanto, 

la función plaquetaria deber estar rigurosamente controlada para mantener la 

homeostasis vascular.  

Antecedentes previos reportados por nuestro laboratorio habían descripto una 

regulación hormonal (17-β-estradiol y Pg) de la agregación plaquetaria 

dependiente de endotelio (Selles y col., 2001; Massheimer y col., 2002; Selles y 

col., 2002). Nos referimos a agregación plaquetaria dependiente de endotelio 

porque lo que medimos es la agregación de las plaquetas cuando estas eran 

coincubadas con el tejido aórtico tratado con los esteroides ováricos. En 

particular, con respecto a Pg se había demostrado una potente acción 

antiagragante plaquetaria cuando el plasma rico en plaquetas se incubaba con AAR 
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tratados por breves intervalos de tiempo (1 - 10 min) de tratamiento con 

concentraciones fisiológicas de Pg (Selles y col., 2001; Selles y col., 2002). 

Habiendo implementado y desarrollado cultivos de CE, nos propusimos evaluar si 

dicha acción antiagregante plaquetaria se debía a una acción directa de la 

hormona sobre las CE. Empleando CE en cultivo incubadas con un PRP y tratadas 

durante breves periodos de tiempo con Pg, confirmamos esta hipótesis y que la 

acción antiagregante de la hormona depende en parte de la estimulación de la 

síntesis de NO, ya que la presencia de un inhibidor de la NOS, el compuesto L-

NAME, suprimió parcialmente la acción de Pg. Teniendo en cuenta nuestros 

antecedentes previos (Selles y col., 2002) en los cuales se demostró que Pg 

estimula la síntesis de prostaciclinas, esta reducción parcial podría deberse a que 

la regulación hormonal de la agregación plaquetaria dependiente de endotelio 

fuese mediada también por la participación de los eicosanoides. Está reportado 

que el NO liberado del endotelio actúa como un potente inhibidor de la AP a través 

de la activación del sistema GC y liberación de GMPc (Mellion y col., 1981; 

Radomski y col., 1987). Por su parte, la prostaciclina actúa sobre las plaquetas 

inhibiendo la agregación de las mismas a través de la vía del AMPc (Murata y col., 

1997). 

La apoptosis representa un proceso fisiológico de fundamental importancia para la 

biología de la célula. Uno de los eventos finales en este programa de suicidio 

celular es la degradación del ADN en pequeños fragmentos de muy bajo peso 

molecular. La determinación de estos fragmentos mediante técnicas adecuadas nos 

permite evaluar el estado apoptótico general de las células estudiadas.  

El recambio del tejido endotelial es acelerado por numerosos factores. Las CE se 

adaptan continuamente para responder a los cambios que ocurren en el plasma 
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sanguíneo, en el fluido intersticial, y en las células adyacentes. La respuesta de las 

CE frente al microambiente modificado es gradual y dependiente de la intensidad 

de los factores agresivos. Factores de riesgo tales como estrés oxidativo, LDL 

oxidadas y angiotensina II estimulan la apoptosis de CE (Kockx y Herman, 2000; 

Dimmeler y col., 1997). Las CE son removidas y reemplazadas por endotelio 

regenerado a partir de CE adyacentes o bien a partir de CE progenitoras 

circulantes (Vanhoutte y col., 2009).  

En este trabajo de Tesis demostramos que Pg promueve la apoptosis de las CE, y 

que cuando las CE son expuestas a un agente oxidante (H2O2), el tratamiento con 

Pg revierte el efecto apoptótico inducido por el H2O2. El efecto proapoptótico de 

Pg depende del tiempo de tratamiento hormonal. Observamos que a 24 horas, Pg 

estimuló la fragmentación de ADN. Si esto se analiza en conjunto con los 

resultados de proliferación, a 24 horas demostramos que Pg inhibe el crecimiento 

de las CE. Quizá estos dos eventos estén relacionados. Aunque la cinética de 

incorporación de [3H]-timidina mostraba que las CE se encuentran en una fase 

proliferativa a las 24 horas, el efecto antimitogénico de la hormona podría deberse 

a una estimulación hormonal de la apoptosis. 

Choksuchat y col. demostraron que 24 horas de tratamiento con Pg (500 ng/ml) y 

MPA (5 - 500 ng/ml) promovieron la apoptosis de células endoteliales de 

endometrio humano utilizando la técnica de TUNEL. Sin embargo, no encontraron 

el mismo estímulo apoptótico cuando las células eran tratadas durante 12 horas 

(Choksuchat y col., 2009). 

La extensión de los experimentos de fragmentación de ADN a tiempos más 

prolongados resultaba en una apoptosis espontánea de las células. Esto representó 

una limitación al momento de querer ampliar las condiciones y tiempos de 



DISCUSIÓN 

 

149 

 

tratamiento a estudiar. Qiao y Farrell reportaron que la densidad celular y el tipo 

de sustrato adherente utilizado influyen sobre la apoptosis espontánea de las 

células obtenidas por cultivo primario (Qiao y Farrell, 1999). En vista de lo 

explicado, experimentos adicionales empleando otras estrategias se requieren para 

una correcta interpretación de los resultados obtenidos. 

Habiendo observado que la Pg regula la apoptosis de CE inducida por un estímulo 

oxidante y considerando que la adhesión de monocitos al endotelio vascular 

constituye uno de los eventos que pueden contribuir a alterar el balance 

supervivencia/muerte de CE, consideramos de interés estudiar si Pg modula la 

adhesión leucocitaria inducida por un estimulo inflamatorio. Para ello se empleó el 

agente proinflamatorio LPS. Comprobamos que en nuestro sistema experimental el 

LPS estimuló la adhesión de monocitos a CE en cultivo. Cuando las CE fueron 

tratadas durante 24 o 48 horas con Pg (10 nM) no se detectaron diferencias 

significativas en el número de monocitos adheridos respecto a la condición control. 

Sin embargo, cuando las CE son previamente tratadas con la hormona, la acción 

del LPS se suprimió completamente. La activación de las CE por citoquinas 

proinflamatorias o endotoxinas bacterianas (LPS) promueve el reclutamiento de 

leucocitos sobre la superficie de las mismas a través de la expresión de CAMs en su 

membrana plasmática. El LPS y las citoquinas inflamatorias inducen un incremento 

en la producción de especies reactivas del oxígeno, generando estrés oxidativo y 

promoviendo la transcripción de genes que codifican para CAMs a través de la vía 

de señalización intracelular que involucra la participación del factor de 

transcripción NF-κB (Collins y col., 1995). P- y E- selectina participan en la 

adhesión y rodamiento inicial de los monocitos sobre el endotelio estimulado, 
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mientras que VCAM-1 está involucrada en la adhesión firme y migración de los 

monocitos hacia la íntima arterial (Rao y col., 2007). 

Teniendo en cuenta esto decidimos estudiar la regulación por Pg de la expresión de 

las CAMs: VCAM-1, P-selectina y E-selectina. Demostramos que el tratamiento con 

Pg no modificó los niveles de expresión del ARNm de las CAMs estudiadas. El LPS 

estimuló marcadamente su expresión, pero cuando las CE fueron tratadas con Pg 

previo al agregado del proinflamatorio, el efecto inductor del LPS se reduce. En 

concordancia con estas observaciones, Otsuki y col. demostraron que en HUVECs, 

Pg previene la expresión de la proteína y del ARNm de VCAM-1 inducida por TNFα. 

Por el contrario, el progestágeno sintético MPA no revirtió la acción de la citoquina 

(Otsuki y col., 2001). Por otra parte, Simoncini y col. reportaron que Pg y la 

progestina sintética MPA inhiben la expresión de la molécula de VCAM-1 e ICAM-1 

inducida por LPS en HUVECs (Simoncini y col., 2004). 

En función de los resultados obtenidos, interpretamos que Pg inhibiría la adhesión 

de monocitos al endotelio vascular inducida por LPS a través de la regulación de la 

expresión de determinadas proteínas de adhesión celular. Como solo se estudió la 

expresión del ARNm esto deberá confirmarse evaluando la acción de la hormona 

sobre los niveles proteicos de las CAMs. 

El efecto observado de Pg, se podría interpretar como un potencial efecto 

beneficioso o protector de la hormona que contribuiría a prevenir la adhesión de 

leucocitos frente a una injuria endotelial. Es interesante destacar que el NO 

también puede regular la expresión de CAMs. Armstead y col. demostraron que el 

NO inhibe la expresión en superficie de P-selectina almacenada en las CE como así 

también la síntesis de novo de P-selectina (Armstead y col., 1997). 
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Teniendo presente que 17-β-estradiol es un importante modulador de la función 

vascular, se estudió la acción conjunta de 17-β-estradiol y Pg. 

Previamente, en nuestro laboratorio, empleando modelos animales de sustitución 

hormonal in vivo con estrógenos y Pg, se demostró la existencia de interacciones 

entre los mecanismos rápidos de acción de 17-β-estradiol, estrona y Pg a nivel 

vascular (Polini y col., 2009; Rauschemberger y col., 2007). Los resultados 

obtenidos en este trabajo de Tesis, revelaron que si bien la acción mitogénica de 

la Pg en CMLV se redujo en presencia de 17-β-estradiol, si este resultado se analiza 

en función del efecto inducido por 17-β-estradiol, la acción antimitogénica del 

estrógeno es ligeramente menor en presencia de Pg. También demostramos que el 

tratamiento conjunto con E2 y Pg potenció el estímulo sobre la producción de NO 

inducido por cada una de las hormonas por separado. Aunque estos resultados en 

su conjunto evidencian una interacción entre las acciones bioquímico/ celulares de 

17-β-estradiol y Pg, al presente desconocemos la relevancia fisiológica de los 

mismos. Aguirre y Baudry demostraron que la Pg (10 nM) revierte los efectos 

neuroprotectores del 17-β-estradiol (10 nM) reduciendo los niveles del factor 

neurotrófico derivado de cerebro en cortes de hipocampo de rata en cultivo 

(Aguirre y Baudry, 2009). En un trabajo publicado por Suzuki y col. se demostró 

que si bien el tratamiento de células de musculo liso de aorta humana con 

concentraciones fisiológicas de 17-β-estradiol inhibe la proliferación y la migración 

celular inducida por factores de crecimiento (VEGF, FGF, PDGF), el tratamiento 

con concentraciones similares de Pg no ejerce ningún efecto sobre estos eventos 

celulares. Cuando realizan el tratamiento combinado de Pg más 17-β-estradiol, los 

autores hallaron que la acción ejercida por 17-β-estradiol no se modifica (Suzuki y 

col., 1996). Por otro lado, Trotter y col. reportaron que solo el tratamiento 
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combinado de 17-β-estradiol más Pg indujo un estímulo significativo en los niveles 

de ARNm y la proteína del factor de crecimiento de endotelio vascular (VEGF) en 

células alveolares tipo II y fibroblastos pulmonares de embrión de ratón (Trotter y 

col., 2009). Adams y col. examinaron los efectos cardioprotectores de CEE/Pg vs 

CEE/MPA en primates alimentados con dietas aterogénicas: la combinación de CEE 

con Pg redujo en un 50% el tamaño de las lesiones ateroscleróticas en arterias 

coronarias, lo cual no se observó cuando se administraba MPA (Adams y col., 1990). 

 

En resumen, el estudio de los efectos celulares de Pg a nivel vascular 

demostró que la hormona regula la proliferación, la migración y la apoptosis de las 

células vasculares, con una acción selectiva y diferencial según el tipo celular. La 

hormona previene la adhesión de monocitos inducida por un agente injuriante e 

inhibe la agregación plaquetaria a través de la estimulación de la síntesis de NO. 

Los resultados reportados en este trabajo de Tesis fueron obtenidos en sistemas in 

vitro trabajando con células aisladas. Si bien en algunos ensayos se intentó simular 

una aproximación más cercana a lo que ocurre in vivo (adhesión leucocitaria, 

agregación plaquetaria en presencia de CE, cultivos celulares en medios 

condicionados, tratamientos hormonales conjuntos), al presente no estamos en 

condiciones de evaluar la contribución general de Pg a la homeostasis vascular y la 

relevancia fisiológica de los resultados obtenidos. 

 

Un conocimiento completo de las acciones vasculares de Pg permitirá 

comprender mejor las alteraciones que se producen cuando los niveles circulantes 

del esteroide disminuyen. De esta manera comprenderemos en qué medida los 

cambios observados condicionan al organismo en general y a la homeostasis 
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vascular en particular, y además sabremos con mayor certeza que efectos se van a 

restituir cuando se administran terapias de reemplazo hormonal y su posible 

impacto sobre la salud cardiovascular. 
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En resumen, los aspectos más relevantes de la de este trabajo de Tesis, son 

que, desde un punto de vista mecanístico, Pg actuaría a través de un mecanismo 

de acción en dos pasos, que comprende la integración de las acciones rápidas, no 

genómicas, con los efectos genómicos o a largo plazo. En un contexto celular se 

demostró que, a través de su acción directa sobre CE y CMLV Pg modula los 

procesos celulares que participan activamente en el mantenimiento de la 

homeostasis vascular y que sufren alteraciones en la enfermedad. 

 

Específicamente, los resultados obtenidos permiten concluir que: 

 

· el mecanismo de acción rápido de Pg en tejido aórtico de rata involucra la 

activación de la NOS y las quinasa PKC y MAPK. 

 

· en nuestro sistema experimental, Pg regularía la producción de NO en forma 

no genómica, a través de un mecanismo que involucra la participación de 

MAPK y del calcio extracelular e intracelular, aunque sería independiente de 

la activación de PKC. 

 

· la hormona inhibe la proliferación de CE, efecto en el que participarían el 

PgR, la NOS y la quinasa PKC. 

 

· Pg promueve la proliferación de CMLV, a través de un mecanismo de acción 

que involucraría la participación del PgR, la activación de la COX y las 

quinasas MAPK y PKC.  
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· el efecto mitogénico de la hormona sobre CMLV se suprime en presencia de 

medio de un cultivo proveniente de CE tratadas con la hormona. 

 

· Pg inhibe rápidamente la agregación plaquetaria en forma dependiente del 

NO derivado del endotelio. 

 

· la hormona estimula la migración de CE y CMLV. 

 

· sin bien la hormona induce apoptosis de CE per se, suprime el efecto 

apoptótico del H2O2. 

 

· la Pg no afecta la adhesión basal de monocitos a CE, pero previene la 

adhesión de monocitos inducida por LPS. 

 

· la hormona suprime en forma parcial la expresión de VCAM-1, E-selectina y 

P-selectina promovida por LPS. Per se, Pg no afecta la expresión de las CAMs 

estudiadas. 

 

· el tratamiento conjunto con 17-β-estradiol potencia la acción estimulatoria 

de ambos esteroides sobre la síntesis de NO. En cambio, sobre CMLV, la 

adición simultánea de ambas hormonas reduce la acción individual de cada 

una de ellas. 
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ABREVIATURAS INGLESAS UTILIZADAS EN ESTE TRABAJO DE TESIS 
 
 

AC Adenylate cyclase 
AF Activation function 
AMPc Cyclic 3’, 5’-adenosine monophosphate 
CaM Calmodulin 
CAMs Cellular adhesion molecules 
CBG Corticosteroid binding globulin 
COX Cyclooxigenase 
DAG Diacylglycerol 
DMEM Dulbecco’s modified Eagle’s medium 
ERK 1/2 Extracellular signal-regulated kinase 1/2 
ERK 5 Extracellular signal-regulated kinase 5 
FGF Fibroblast growth factor 
GAPDH  Glycerldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
GC Guanylate ciclase 
GDP Guanosine-5’-diphosphate 
GMPc Cyclic 3’, 5’-guanosine monophosphate 
GPCRs G protein-coupled receptors 
GTP Guanosine-5’-triphosphate 
HUVECs Human umbilical vein endothelial cells 
ICAM-1 Intercellular adhesion molecule-1 
IL Interleukin 
JNK c-Jun NH2–terminal protein 
LDL Low-density lipoprotein 
LH Luteinizing hormone 
L-NAME   L-nitro-arginine methyl ester 
MAPK Mitogen activated protein kinase 
MEK Mitogen activated protein kinase kinase 
MPA Medroxyprogesterone acetate 
NF-kB Nuclear factor-kappa B 
NO  Nitric oxide  
NOS Nitric oxide synthase 
PDGF Platelet-derived growth factor 
PgR  Progesterone receptor 
PI3K Phosphatidylinositol-3-kinase 
PKA Protein kinase A 
PKC Protein kinase C 
PKG Protein kinase G 
PLC Phospholipase C 
TNFα Tumor necrosis factor α 
TPA 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate 
VCAM-1 Vascular cell adhesion molecule-1 
VEGF Vascular endothelial growth factor 
RT-PCR Reverse Transcription – Polymerase Chain Reaction 
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