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INTRODUCCION



SINOPSIS HISTORICA

La funcién primaria del foliculo ovarico de mamiferos es la liberacion de un
ovocito capaz de ser fertilizado. Este proceso involucra el crecimiento y la
maduracion del foliculo, al igual que el crecimiento, la ovulacién y la division

meiodtica del ovocito.

La descripcion del foliculo ovarico, inicialmente confundido con el propio
ovocito, fue hecha en 1672 por Regnier de Graaf (1). La designacion de los
foliculos preovulatorios maduros como foliculos de Graaf deriva pues, del
nombre de su descubridor. No fue hasta 155 afios después, en 1827, que Karl
Emst von Baer descubridé que el huevo de los mamiferos, a diferencia del huevo
de las aves o de los anfibios, constituia una muy pequeiia parte de toda la
estructura folicular (1). Estudios histologicos identificaron tres tipos celulares

principales: el ovocito, la membrana granulosa y la teca.

A comienzos de este siglo tanto las génadas como la hipéfisis fueron reconocidas
como organos de secrecion intemna (1). De este modo, el sistema reproductor fue
identificado como un sistema endocrino en el cual hormonas secretadas por un
tejido son transportadas por la sangre ejerciendo su accion sobre un organo
blanco distante y modificando su actividad. Los efectos de la hipofisectomia y de
la ovariectomia condujeron al concepto de eje hipofisario-gonadal, controlado por

un mecanismo de regulacion por retroalimentacion o "feedback” (2,3).
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La presencia de actividades hormonales en el suero, 1a orina y extractos de ovario
e hipéfisis estimularon a numerosos investigadores a aislar, purificar y
caracterizar sus entidades moleculares (2,3). Basados en sus efectos sobre la
actividad folicular, las hormonas gonadotroficas producidas por la hipdfisis se
denominaron hormona foliculo-estimulante (FSH) y hormona luteinizante (LH).
Las primeras hormonas esteroideas, derivadas del colesterol, fueron llamadas

estradiol y progesterona (4-6).

Investigadores de los afios '60 y '70 armados con hormonas purificadas € 1s6topos
radiactivos se abocaron a la cuantificacion directa de estas hormonas en fluidos
biolégicos, aprovechando el desarrollo de las técnicas de radioinmunoensayo. De
esta manera, fueron capaces de medir directamente las hormonas en el suero y asi
determinar que la owvulacién de los foliculos de Graaf maduros esta
inmediatamente precedida por picos de concentracion sérica de FSH y de LH (7-
10). Otros estudios revelaron que la liberacion de las gonadotrofinas no sélo estéa
regulada por mecanismos de "feedback" positivo y negativo, involucrando la
accion de hormonas esteroideas ovaricas sobre el eje hipotalamo-hipofisario (11),
sino que también esta modificada por los ritmos circadianos y estacionales (10-
14). Sin embargo, la medicion de gonadotrofinas en el suero no revelaba los sitios
de accion, ni los mecanismos por los cuales estas hormonas actian sobre el

foliculo ovarico para estimular su maduracion.

Ensayos de union especifica realizados utilizando gonadotrofinas radioiodinadas
en ovario y estradiol tritiado en ttero proveyeron las primeras evidencias de la
presencia de componentes presentes en las células blanco capaces de retener
selectivamente a estas hormonas. El término "receptor” irrumpio6 en la escena del

endocrindlogo para describir los sitios de unién especifica de las hormonas y los
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estudios revelaron la presencia, en la membrana plasiatica, de receptores de las
gonadotrofinas. Se observé que la FSH y la LH ejercen su accién principalmente
estimulando la actividad de adenilato ciclasa y consiguientemente la produccion
de AMPc. Luego se demostrd que las hormonas proteicas pueden ser
internalizadas por la célula blanco, implicando nuevos posibles mecanismos de
accion hormonal sobre la funciéon celular. También los receptores de las
hormonas esteroideas, estrogénicas y androgénicas, fueron identificados en

células ovaricas.

Hoy conocemos en buena medida sus mecanismos de regulacion y las técnicas
bioquimicas y de biologia molecular han pennitido su aislamiento, purificacién,
clonado y secuenciamiento. Sin embargo, si bien los mecanismos por los cuales
las hormonas esteroideas regulan la actividad genoémica han sido revelados en
gran medida, las proteinas y macromoléculas especificas controladas por la
accion de estrogenos y androgenos en el ovario han sido identificadas en forma

muy parcial.



DESARROLLO Y SELECCION FOLICULAR

Las gonadas se desarrollan a partir de la parte ventral craneal del mesonefros.
Durante el desarrollo temprano de la gonada femenina una cohorte de células
germinales primordiales en activa proliferacion migra hacia el epitelio celomico y
el tejido mesenquimatico que cubre el mesonefros (15,16). Durante un intervalo
previo al nacimiento y por medio de seiiales ain no conocidas, la actividad
mitdtica cesa y las células germinales entran en la profase de la primera division
meidtica. Estos ovocitos primarios permanecen arrestados en la profase meidtica
hasta que, o bien degeneran (aproximadamente el 99% de ellos), o bien son
liberados en la ovulacién (15). De este modo, el ovario postnatal de los

mamiferos contiene una gran poblacion de foliculos que no proliferan.

En un estadio posterior de la diferenciacion de la gonada, aproximadamente
cuando los ovocitos entran en la meiosis, las células de la granulosa, provenientes
de la rete ovani y del epitelio superficial se organizan alrededor de los ovocitos
primarios (16). Las unidades resultantes forman una poblacién de foliculos
pequeiios que residen en el ovario hasta que cierta seiial dispara su crecimiento.
El crecimiento de cada foliculo comienza, aparentemente, con un aumento de
tamaiio del ovocito primario, ain en profase meiética, con la proliferacion de las
células de la granulosa que rodean al ovocito, y con la organizacion de las células

de la teca que formaran la teca externa (15).

La edad en la que se inicia el crecimiento folicular depende de la especie. En
mamiferos grandes (oveja, vaca, mono, humano) ocurre durante la vida fetal; en

mamiferos mas pequeiios (hamster, raton, rata, hurén, conejo) ocurre durante el
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periodo perinatal (15). Los factores hormonales y/o locales que regulan estos
eventos tempranos no son conocidos. Sin embargo, una vez que comienza, el
crecimiento folicular continta a lo largo de toda la vida fértil, independientemente
del estado fisiologico del animal y de las fases del ciclo estral (17); aun durante la

preiiez (18) y en animales hipofisectomizados (19).

El nimero de foliculos que comenzaran a crecer cada dia varia a lo largo de la
vida y pareceria estar ligado al namero de foliculos presentes en la poblacion de
foliculos que aun no han iniciado su crecimiento (foliculos arrestados) (20).
Cuanto mas grande sea esta poblacion, mayor es el nimero de foliculos que
comenzaran a crecer. Con la edad, y a medida que los foliculos abandonan la
poblacién de foliculos arrestados, el nimero de estos foliculos disminuye
drasticamente y finalmente se agota. Esta reduccion se asocia con el numero de
los foliculos que comienzan a crecer y eventualmente ovulan (15,16). Por
ejemplo, el ovario de ratén contiene aproximadamente 11.000 ovocitos en el
momento de nacer (16). A los 30 dias de edad han desaparecido unos 5.800. Del
resto, la mayoria degenera y otros comienzan a crecer abandonando asi la
poblacién de foliculos arrestados. Entre los 30 y los 60 dias unos 800 pequefios
foliculos comienzan a crecer, y entre los 570 y los 600 dias solo 30 foliculos
inician su crecimiento, pero el tamaiio de la poblacién de foliculos arrestados no
parece ser la unica condicién que controla el nimero de foliculos que comienzan

a crecer. Factores hormonales también estarian regulando este proceso.

Los resultados de estudios realizados tratando ratones in vivo con PMSG (21) y
con explantes de ovarios de raton y hamster mantenidos en cultivo en presencia
de FSH (22), indican que en los primeros cinco dias posteriores al nacimiento, el

tratamiento aumenta el numero de foliculos que proliferan.
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Por otro lado, la administracion de esteroides o suero inmune anti-FSH o LH
disminuye los niveles circulantes de gonadotrofinas e inhibe el crecimiento

folicular reduciendo el nimero de foliculos antrales pequeiios en ratas inmaduras

23).

Ademas, el fluido folicular de foliculos maduros inyectado en ratones neonatos
reduce marcadamente la iniciacién del crecimiento folicular (15), indicando que
existen otros factores que estarian regulando el numero de foliculos que

comienzan a crecer.

Del total de foliculos presentes inicialmente en el ovario, sélo unos pocos
alcanzan los estadios finales de la maduracion. En la rata adulta la mayoria de los
foliculos que inician su crecimiento, crecen continuamente hasta el estadio de

pequeiios foliculos antrales y luego degeneran (24).

Los foliculos en crecimiento estan expuestos a tres 0 mas picos de gonadotrofinas
consecutivos. Se ha propuesto que los picos de gonadotrofinas del ciclo que
precede a la ovulacion seleccionan de la poblaciéon de foliculos preantrales a

aquellos que ovularan en el proestro del ciclo siguiente (25-27).

El proceso hormonal que determina cudles foliculos finalmente ovularan
involucra, aparentemente, mecanismos de retroalimentacion entre secreciones
ovaricas e hipofisarias, que actian sobre un continuo de foliculos en crecimiento,
en diferentes estadios de desarrollo y caracterizados por una sensibilidad

especifica a los factores actuantes (11,25,28,29,30).



REGULACION HORMONAL INTRAOVARICA

A comienzos de este siglo se detectaron esteroides con actividad estrogénica en
el fluido folicular (4,5). Inmediatamente se planted la pregunta sobre qué tipo

celular era responsable de la biosintesis de los estrogenos en el ovario.

Los primeros estudios, hechos en rata y en humanos, involucraron cuatro tejidos:

la membrana granulosa, la teca intemna, las células intersticiales y el cuerpo luteo

31).

Sobre la base de observaciones indirectas, tales como el gran desarrollo de la
membrana de células de la teca, acompafiada de una elevada actividad
estrogénica del ovario, la teca fue considerada por la mayoria, como la fuente

principal de estrogenos foliculares (31).

Los estudios de Falck, a fines de los 'S0 (31), ofrecieron la primera evidencia de
que la biosintesis ovarica de estrdgenos requiere de la interaccion de al menos
dos tipos celulares. Falck aislé células de la granulosa, de la teca, intersticiales y
luteales y las autotransplantd, solas y combinandolas, a la camara ocular de ratas
ovariectomizadas. Evalu6 la produccion de estrogenos examinando la apariencia
histologica del tejido vaginal que fue cotransplantado en las proximidades de las

células ovaricas.

Los resultados indicaron que solo habia actividad estrogénica cuando se
cotransplantaban células tecales o intersticiales con células de la granulosa o

luteales, o al transplantar foliculos intactos.



Falck concluyé que era necesaria una interaccion entre células tecales o
intersticiales con células de la granulosa o luteales para la biosintesis de
estrogenos. Si bien no postul6é un mecanismo, sugirié la existencia de un sistema
en el que las células de la granulosa (o luteales) podrian estar contribuyendo a la
produccion de estrogenos por parte de las células de la teca, sin atreverse a

contradecir el dogma predominante.

Algunos afios mas tarde, estudios con células de la granulosa en cultivo (32-39)
dieron las primeras evidencias bioquimicas directas de que las células de la
granulosa convierten testosterona y androstenodiona en estradiol, pero no son
capaces de sintetizar androgenos a partir de pregnenolona o progesterona en

todas las especies estudiadas, con la aparente excepcion de los bovinos (40).

De este modo quedd establecido que las células de la granulosa poseen un activo
sistema de aromatizacion y por lo tanto, con sustratos adecuados, son capaces de

completar la biosintesis de estrogenos.

La evidencia de que las células de la teca son la principal fuente de androgenos se
obtuvo de estudios realizados en conejo (41), rata (42), oveja (38) y humano

(43).

La demostracion de que anticuerpos antitestosterona, infundidos en la arteria
ovarica de la oveja, inhiben la producciéon de estrégenos estimulada por LH,

provey6 una prueba in vivo que apoyaba la teoria de las "dos células" (44).
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La hipétesis original propuesta por Falck (31), luego modificada por Bjersing y
Carstensen (34,45) y Armstrong y Dorrington (32), establece que los androgenos
producidos y liberados por un tipo celular (las células de la teca) difunden para

ser aromatizados a estradiol por otro tipo celular (las células de la granulosa).

Los estudios con células ovaricas in vitro permitieron profundizar el
conocimiento de la regulacion hormonal de la esteroidogénesis. Se demostré que
la FSH, en presencia de testosterona, estimula la produccion de estradiol por las
células de la granulosa, sugiriendo un efecto gonadotropico sobre la actividad
aromatasa (35,46). Estas observaciones se vieron reforzadas por resultados
obtenidos in vivo, segin los cuales, ratas inmaduras hipofisectomizadas, tratadas
con FSH, aumentaban el contenido intraovarico de estradiol en presencia de
testosterona, pero no lo hacian en presencia de un andrégeno no aromatizable

como la Sa-dihidrotestosterona (DHT) (33).

Otros estudios mostraron que la testosterona o la DHT per se aumentan la
produccion de progesterona de células de la granulosa in vitro, aisladas de

foliculos preantrales de ratas inmaduras, tratadas in vivo con estrogenos (47,48).

El efecto androgénico pudo suprimirse en presencia de un anttandrogeno, como
de acetato de ciproterona, que compite con los androgenos por la uniéon a sus
receptores (48). Esta observacion indicaria que la estimulacion androgénica de la
produccion de progesterona por las células de la granulosa es un evento mediado
por receptor. Estos estudios constituyeron la primera demostracion de la
interacciéon entre las hormonas esteroideas y las gonadotrofinas sobre la

regulacion de la esteroidogénesis de las células de la granulosa.
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La evidencia bioquimica de que dos tipos celulares (las células de la granulosa y
las de la teca) son necesarios para la produccion de estradiol, establecié una base
celular y molecular para explicar los efectos sinérgicos de LH y FSH sobre la

estimulacion del crecimiento de los foliculos preovulatorios.

Los foliculos preovulatorios parecen necesitar un aumento de la sintesis de
estradiol para su crecimiento, que dependeria del aumento de la sensibilidad de
las células tecales a LH y del aumento de la produccion de androgenos derivados
de ellas. De este modo las células tecales contribuirian de un modo fundamental a

las condiciones que posibilitan el crecimiento folicular.

La cuantificacion de los sitios de union especifica presentes en células ovaricas
aisladas permitié formular el concepto de que la capacidad de respuesta de los
foliculos ovaricos no sélo depende de la variacion de las concentraciones séricas
de gonadotrofinas, sino también de cambios del contenido celular de sitios de

union a estas hormonas.

Ya que los distintos foliculos en el ovario en un momento dado parecen tener una
sensibilidad diferencial a las gonadotrofinas, el estado de maduracion del foliculo
y el grado de diferenciacion de sus células determinarian cuales seran los

foliculos seleccionados para ovular.
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CRECIMIENTO FOLICULAR: GONADOTROFINAS Y ESTROGENOS

En las décadas de 1930 y 1940 quedé establecido que el estradiol ammnenta la
respuesta ovarica a las gonadotrofinas in vivo (49-51). En los '60 se demostrd una
accion directa del estradiol y la localizacion de la union del estradiol en el ovario
(52). A comienzo de los '70, se revelo la localizacion intraovarica especifica de la
FSH por autorradiografia (53). En esa época Goldemberg y col. reexaminaron la
funcién de los estrogenos y demostraron que el tratamiento prolongado de ratas
hipofisectomizadas con un estrogeno sintético, el dietilestilbestrol (DES),

aumenta la incorporacion ovarica de FSH tritiada in vivo (54,55).

La identificacion y cuantificacion de la union del estradiol al nicleo de las células
de la granulosa fortalecié la evidencia de que las células de la granulosa son un

blanco intraovarico de los estrogenos (56).

Se observd que el estradiol incrementa la proliferacion de las células de la
granulosa in vivo (55,57). Este efecto fue medido como contenido de ADN de
células de la granulosa aisladas y como porcentaje de células marcadas
observadas por autorradiografia después de administrar [3H]-ti1nidina in vivo
(57). Sin embargo, ain en presencia continua de estradiol, la proliferacion de las
células de la granulosa no es sostenida, pues el indice de marcacion disminuye y

el contenido de ADN se estabiliza (57).

Se examiné la interaccion entre FSH y estradiol sobre la proliferacion de las
células de la granulosa, tratando secuencialinente ratas hipofisectomizadas con
estradiol y con FSH. Al administrar FSH a ratas tratadas con estradiol se observé

un nuevo ciclo de actividad proliferativa. Sin embargo esta fase proliferativa
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tampoco se sostuvo (57). De esta manera, cada hormona, actuando
probablemente a través de mecanismos intracelulares diferentes, presenta una
capacidad especifica pero limitada de producir una respuesta proliferativa en las

células de la granulosa.

Se han reportado numerosos factores aislados del suero que presentan una
marcada actividad proliferativa sobre las células de la granulosa en cultivo (58),
pero no hay duda de que se requiere la estimulacion de diferentes hormonas
especificas en los distintos estadios de desarrollo para permitir el crecimiento

folicular.
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REGULADORES PARACRINOS Y AUTOCRINOS

Los estadios mas tempranos del crecimiento folicular son aparentemente
independientes de las gonadotrofinas circulantes (59). Por ello, se asume que la
iniciacion del crecimiento folicular esta regulada por factores ovaricos autocrinos
y paracrinos. Aun después de la formacion del antro, cuando el desarrollo
folicular depende de las gonadotrofinas y de los estrogenos, es poco probable que
todos los aspectos del crecimiento y la seleccion folicular dependan

exclusivamente de estas hormonas.

Segun Sharpe (60) la definicion de hormona intragonadal implica:

a) Produccion de la hormona dentro de la gonada.
b) Receptores de la hormona presentes en la gonada.

¢) Accidn bioldgica dentro de la gonada.

Idealmente, s6lo aquellas moléculas que cumplan los tres criterios pueden
considerarse hormonas intragonadales. Sin embargo, hasta el presente, la mayoria
de las hormonas no esteroideas consideradas reguladores paracrinos o autocrinos
de la funcién ovarica no resisten una evaluacidon rigurosa segun estos tres

criterios.

En la mayoria de los casos, estas hormonas no han sido quimicamente
caracterizadas y, por lo tanto, no se han podido realizar estudios de unioén a
receptores ni se ha obtenido evidencia certera de su produccion local. Mas aun,
su funcién gonadal se ha deducido en unos pocos casos de modelos in vivo y en

la mayoria de los casos de modelos in vitro, que no necesariamente representan
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la situacién fisiolégica. Localmente, son producidos en muy pequeiias cantidades
y en algunos casos estan sujetos a una rapida degradacion. Aparentemente
actuarian en conjuncién con las gonadotrofinas y esteroides, asumiendo una
funcion modulatoria. De esta manera su accién dependeria estrechamente del

estado fisiologico o endocrino del ovario.

Comparados con las gonadotrofinas y esteroides, que podrian considerarse como
"macroreguladores" de la funcién ovérica, los factores paracrinos y autocrinos
estarian involucrados en lo que podriamos llamar la "sintonia fina" del sistema
regulatorio. Estos factores, que son encontrados en el ovario sin evidencias de
tener un origen extraovarico y que ejercen un efecto biolégico demostrado en el
ovario in situ o in vitro, o en preparaciones de células ovaricas in vitro,
pertenecen a un grupo heterogéneo de sustancias: aminas, péptidos, esteroides,
eicosanoides. Algunas estan quimicamente caracterizadas y son producidas
también fuera del ovario. Por ejemplo a este grupo pertenecen los esteroides,
eicosanoides (prostaglandinas, hidroperdxidos), factor activador de plaquetas

(PAF), oxitocina, vasopresina y péptidos derivados de la proopiomelanocortina.

Otro grupo esta constituido por los factores ovaricos que ejercen una respuesta
bioldgica en el tejido ovarico, pero que aun se encuentran en proceso de
caracterizacion y purificacion, como las proteinas regulatorias foliculares (FRP);
el inhibidor de la maduracién del ovocito (OMI), los inhibidores de la unién de
LH y FSH (LH-BI;FSH-BI), el inhibidor de la luteinizacién (LI) y el estimulador
de la luteinizacion (LS) (61). Debido a que aun no se conoce su naturaleza
quimica, algunos de estos factores podrian resultar similares o idénticos a otras
moléculas ya caracterizadas, y algunas actividades diferentes podrian

corresponder a la misma molécula.
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Dadas sus caracteristicas biologicas, la purificacion de estos factores se esta
llevando a cabo muy lentamente debido en parte a la naturaleza intrinseca de los
mismos y en parte a la ausencia de procedimientos de purificacion sensibles y de
ensayos de monitoreo adecuados. Ademads, la ausencia de preparaciones y
ensayos estandarizados dificultan enormemente la comparaciéon de los resultados
de diferentes grupos de investigacion. Por otro lado, las fuentes de estos posibles
factores reguladores intraovaricos (fluido folicular, extractos ovaricos y medios
condicionados de cultivos de células) son complejas y variables segin de las
condiciones fisioldgicas y endocrinas, imponiendo una alta exigencia al método

de purificacion.

Debido a estas dificultades, la investigacion de estos factores ha experimentado
un avance relativamente lento, en comparacién con el creciente nimero de

factores de crecimiento, caracterizados en otros sistemas celulares.
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FACTORES MITOGENICOS Y DE CRECIMIENTO

En los dltimos afios, gran cantidad de esfuerzos se han orientado hacia la
investigacion de actividades mitogénicas ovaricas, diferentes de las de las
gonadotrofinas y los esteroides y se ha descripto la accion de numerosos factores

de crecimiento polipeptidicos sobre células ovaricas in vivo € in vitro.

Insulina e IGF

La insulina regula un amplio espectro de procesos metabodlicos in vivo, a través
de mecanismos alin no totalmente dilucidados. Ademas de sus conocidos efectos
sobre el metabolismo, la insulina estimula el crecimiento y la proliferacion de
diversos tipos celulares in vitro y hay evidencias que sugieren que la insulina es

un importante regulador del crecimiento in vivo (62).

A comienzos de los afios 20, Gey describid efectos positivos de la insulina sobre
la proliferacion de fibroblastos, constituyendo la primera observacion de la accion
mitogénica de esta hormona in vitro (62). Desde entonces, la insulina ha sido
utilizada en la mayoria de los sistemas para suplementar o reemplazar al suero,

con el fin de optimizar el crecimiento celular en cultivos prolongados (63,64).

La insulina interactia sinérgicamente con otras hormonas y factores de
crecimiento como FGF, EGF, ésteres de forbol, etc., estimulando la progresion a
través del ciclo celular de células que han sido arrestadas en fase Go del ciclo por

privacion de suero o de nutrientes esenciales como los fosfatos (62).
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La insulina y el IGF-I son estructuralmente similares: las posiciones 1 a 29 de la
molécula de IGF-I son homdlogas a las de la subunidad B de la insulina; las
posiciones 42 a 62 son homoélogas a las de la subunidad o y la estructuras
tridimensionales de ambos péptidos son virtualmente idénticas (65,66). Sendos
receptores presentan también una gran homologia mutua (67): ambos son
heterotetrameros, que constan de dos subunidades o (de 130KD) y dos
subunidades B (de 90KD). Las subunidades a contienen el sitio de unién a la
hormona, mientras que las subunidades B sufren autofosforilacién en residuos

tirosina (actividad de tirosina quinasa).

La insulina se une a los receptores de IGF-I, aunque con una afinidad menor que
la que tiene por su propio receptor y no parece tener una afinidad significativa por
los receptores de IGF-II (62). Si bien la insulina es estructuralmente similar al

IGF-II, sus receptores no lo son.

En ciertos tipos celulares, como por ejemplo fibroblastos de epitelio humano, los
efectos mitogénicos de la insulina parecen estar mediados, principalmente por su
interaccién de baja afinidad con receptores de IGF-1. En hepatocitos, células de
hepatoma, de tumores mamarios y de tumores adrenocorticales, la accion
mitogénica de la insulina estaria mediada por la interaccion con sus propios
receptores de alta afinidad. El mecanismo por el cual la unién de insulina a sus
receptores y la activacion de la actividad de tirosina quinasa controlan las
reacciones de fosforilacion y desfosforilacion de proteinas y el modo en que estos
eventos estimulan el pasaje de las células a través de la fase S del ciclo celular,

aun no han sido totalmente establecidos (62).
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Los primeros trabajos que estudian el efecto de insulina sobre cultivos de células
de la granulosa en medio definido fueron realizados por Channing y col. y
demuestran que la insulina modifica la morfologia y la viabilidad de los cultivos

de células de la granulosa porcinas (68).

Savion y col. demostraron que la insulina y el IGF-I estimulan la proliferaciéon de

las células de la granulosa bovinas en cultivo (69).

May y Schomberg demostraron que si bien la insulina no tiene un efecto sobre el
crecimiento en la fase temprana del cultivo, estimula dramaticamente la
proliferacion y el mantenimiento de la monocapa de las células de la granulosa
porcinas en una fase tardia. Asimismo observaron un efecto diferencial

dependiente de la densidad de plaqueo (70).

Debido a que las células de la granulosa tienen un contacto limitado con la
circulacion, la hipotesis de que la insulina o el IGF-I afectan la diferenciacion y la
proliferacion de las células ovaricas adquirié relevancia fisiologica al demostrarse

que estos péptidos tienen acceso a las células de la granulosa in vivo.

Diamond y col. demostraron la presencia de insulina en fluido folicular humano y
una correlacion positiva entre su concentracion y los niveles de progesterona

detectados (71).

Hammond y col. demostraron que las células de la granulosa porcinas producen
IGF-I e IGF-BPs in vitro, sugiriendo que el ovario produce IGF-I in vivo (72).

Esta posibilidad se vi6 apoyada por el hecho de que los niveles de IGF-I en el
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fluido folicular de foliculos preovulatorios son significativamente mayores que los

presentes en suero o en foliculos inmaduros (72).

Hay gran cantidad de informacion que sugiere la existencia de un sistema IGF
intraovarico en el que el ovario es un sitio de produccion, recepcion y accién del
IGF-I (65), y en este sentido este factor es, de todos los descriptos hasta ahora, el

que mejor se ajusta a los criterios que definen a una hormona intragonadal (60).

Se ha establecido claramente en varias especies, que el ovario es un sitio de
expresion de IGF-I (73-78). De todos los 6rganos de rata adulta examinados, el
ovario presenta el mayor nivel de expresion de IGF-I después del utero y del

higado (78).

Estudios de localizacién celular, en células murinas (79) y porcinas (72,80-82),
indican que las células de la granulosa serian las principales involucradas en la
expresion de IGF-I. Estas células poseen ademas sitios receptores de alta afinidad
y baja capacidad para IGF-I (83,84). Si bien las células tecales/ intersticiales no
expresan IGF-I, estudios recientes revelan que éstas células poseen receptores
especificos para IGF-I y por lo tanto serian blanco del IGF-I producido por las

células de la granulosa (61,85).

Ademas de ligandos y receptores en el ovario, la acciéon hormonal del IGF-I
estaria sujeta a modulacion a través de la elaboracion local de proteinas ligadoras,
que constituyen un grupo heterogéneo de al menos seis proteinas diferentes, de

bajo peso molecular, que unen IGF-I (pero no insulina) (86,87).
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Si bien la funcién exacta de estas proteinas es aiin motivo de estudio, hay

consenso sobre su funcidn en el transporte de IGF-I y en su biodisponibilidad

(72,80,88,89).

Estas observaciones sugieren que el IGF-I estaria involucrado en el desarrollo
coordinado del foliculo ovarico comunicando los diferentes compartimientos

celulares.

A pesar de toda la informacion existente involucrando al IGF-I en la funcion
ovarica, hasta el momento no hay evidencias incontrastables que indiquen que el
IGF-1 sea indispensable para la funciéon ovarica, si bien gran cantidad de
informacion de naturaleza indirecta sugiere fuertemente esta posibilidad. De
todos modos, se requerira mas trabajo antes de que podamos sacar conclusiones
inequivocas sobre la relevancia de los IGFs en la fisiologia ovarica. En realidad,
las limitaciones impuestas por los procedimientos experimentales actuales nos
impiden avanzar mucho mas en este sentido. Probablemente, aproximaciones
experimentales mas sofisticadas, como por ejemplo la tecnologia transgénica, que
permitan una ablacion selectiva de los IGF a nivel del ovario, nos provean mayor

informacion sobre la funcion reproductiva de estos factores.

EGF y TGFa

Originalmente extraido de glandulas submaxilares murinas (90) el EGF esta
intimamente relacionado con el TGFa. El EGF maduro es una cadena

polipeptidica de 53 aminoécidos con tres puentes disulfuro internos. El TGFa es
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una cadena polipeptidica relacionada con el EGF, de 50 aminoacidos, aislada por

primera vez de cultivos de diferentes células tumorales (91).

El TGFo humano tiene un 40% de homologia con el EGF humano. Ambos
péptidos reconocen el mismo receptor celular y producen una respuesta

estimulatoria del crecimiento, similar en todos los modelos estudiados (92).

Los estudios iniciales de Gospodarowicz y col. demostraron la actividad
mitogénica de EGF en células de la granulosa bovinas, porcinas, de conejo y
humanas in vitro (58,93). Contrastando con estos resultados, las células de la
granulosa de ratas intactas o hipofisectomizadas tratadas con estrégenos y las

células luteales bovinas no proliferan en presencia de EGF o FGF in vitro (58).

Estas acciones aparentemente dispares del EGF sobre la proliferacion de las
células de la granulosa pueden estar relacionadas a diferencias en el estadio de
diferenciacion de las células o a la necesidad de factores de crecimiento
adicionales. De este modo, diferentes factores potencian la acciéon mitogénica del

EGF, como por ejemplo el TGFB (94), el PDGF y la a-fetoproteina (95).

La acciéon mitogénica de EGF/TGFa no se limita sélo a las células de la
. L : ., 3

granulosa. Las células de la teca bovinas incrementan la incorporacién de [ H]-

timidina como respuesta a TGFa a las 24 h y el numero de células aumenta

durante 4 dias de cultivo (96).

Se ha demostrado la presencia de receptores para EGF/TGFa en células de la

granulosa bovinas, ovinas y murinas (97) y en células de la teca bovinas (98).
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En la rata, se ha localizado TGFa exclusivamente en células tecales/intersticiales
(99), sugiriendo una accién paracrina sobre las células de la granulosa. Sin
embargo, en hamster se ha localizado actividad simil EGF, por técnicas
inmunocitoquimicas, tanto en células de la granulosa como en células tecales. Por
lo tanto, el origen de la actividad folicular de EGF/TGFa en diferentes especies

de mamiferos y en distintos estadios de diferenciacion permanece ain sin definir.

TGFB y factores relacionados

Los TGFBs son péptidos polifuncionales que afectan la migracion celular, la
proliferacion y la elaboracion de la matriz extracelular. Hay hasta el momento tres
TGFB que han sido clonados y secuenciados y que presentan una homologia de

70-80%. Todos comparten actividades bioldgicas similares, aunque no idénticas.

Existen otras proteinas pertenecientes a la familia de los TGFB. Entre ellas
podemos mencionar la hormona anti-Mulleriana (AMH) (100), inhibinas (101),

activinas (102), todas involucradas en la regulacion de la reproduccion.

Se ha descripto que el TGFB afecta la proliferacion de la células foliculares.
Estimula la proliferaciéon de las células de la granulosa murinas (103,104) y
porcinas (105), pero suprime la accién estimulatoria del TGFa en células tecales

bovinas (96).
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Se ha demostrado la produccion de TGFB en células de la granulosa (106) y en
células tecales/intersticiales (104,107,108), como asi también en células luteales

pequeiias y en el ovocito (109).

Bendell y Dorrington han sugerido que la proliferacion de las células de la
granulosa inducida por estrogenos estaria mediada por la produccion de TGEB,
asignando una accién paracrina y autocrina de este factor en la regulacion

ovarica(110).

Estos y otros factores han sido ampliamente ensayados en distintos sistemas de
células ovaricas. Si bien la mayoria de los trabajos han enfocado sus efectos
promotores del crecimiento celular, estos factores también modulan Ia
diferenciacion celular y esta accion puede estar desacoplada de los efectos sobre

la proliferacion.

En contraste con los efectos establecidos de los factores de crecimiento
peptidicos sobre la proliferacion de las células de la granulosa in vitro, la accién
de las gonadotrofinas y de los estrégenos, conocidas como las principales
hormonas tréficas involucradas en el control del crecimiento folicular in vivo ha

sido dificil de demostrar en células de la granulosa in vitro.

En nuestro laboratorio hemos desarrollado un sistema de células de la granulosa
de rata cultivadas en medio libre de suero, que nos ha permitido demostrar los
efectos de FSH y de los esteroides sexuales sobre estas células in vitro y su
interaccion con factores de crecimiento como la insulina/IGF-I y con factores

producidos por otros tipos celulares ovaricos.



EL MODELO EXPERIMENTAL

Con la introduccion de diferentes metodologias de la biologia celular a la
investigacion endocrinoldgica, en particular las técnicas de cultivo de tejidos,
numerosos laboratorios han estudiado la maduracion de las células de la
granulosa in vitro y han dilucidado el control hormonal de su diferenciacion. Sin
embargo, los mecanismos de regulacion de la proliferacion de estas células han

sido comparativamente menos estudiados.

Bjersing y Carstensen (45) fueron los primeros en aislar células de la granulosa
de foliculos porcinos y realizar una incubacién de poco tiempo para demostrar la
capacidad esteroidogénica de estas células in vitro. Después de este primer
experimento, células de la granulosa de numerosas especies fueron cultivadas en
medios de cultivo con suero, manteniendo su capacidad de producir progesterona

y de luteinizarse in vitro.

Desde entonces ha ido en aumento la utilizacion de sistemas de cultivo de células
aisladas y de tejidos, como un medio directo de estudiar la regulacion ovarica, en
la medida en que diferentes marcadores de la diferenciacion celular  podian

mantenerse in vitro.

Células de la granulosa de numerosas especies se han utilizado para estudiar
aspectos como la biosintesis de esteroides, la regulacion de los receptores de las
gonadotrofinas, la comunicacion intercelular, la proliferacion celular y mas
recientemente la regulacion de la expresion de diversos genes involucrados en

estos procesos.
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Muchos de estos estudios se han realizado en medios suplementados con suero,
que provee nutrientes especificos, factores de crecimiento y hormonas que
facilitan la adhesion celular, el mantenimiento y el crecimiento in vitro. Sin
embargo, no hay que olvidar que las células de la granulosa estan separadas de
los vasos sanguineos y de las células de la teca por una membrana basal que
rodea al foliculo y que es relativamente impermeable a numerosos factores

presentes en la circulacion.

El suero contiene una multiplicidad de sustancias que pueden interferir con las
funciones fisioldgicas de las células de la granulosa, pero afortunadamente hoy
podemos reemplazarlo por suplementos definidos que, adicionados al medio de
cultivo, permiten el mantenimiento y crecimiento de las células. De este modo se
ponen en evidencia relaciones y respuestas insospechadas, que permanecian

enmascaradas por la presencia de suero.

Asi pudo demostrarse, utilizando sistemas de cultivo libres de suero, que el EGF,
el FGF, la insulina, la transferrina, la fibronectina, la hidrocortisona, la FSH, la
LH, T4 y cortisol intervienen tanto en la proliferacion de lineas de células
ovaricas de rata, como en el mantenimiento de las propiedades diferenciadas de

cultivos primarios de células de la granulosa de rata y porcinas (69).

Los experimentos presentados en esta tesis, fueron realizados utilizando cultivos
primarios de células de la granulosa, obtenidas por punciéon de foliculos
preantrales de ratas inmaduras tratadas con estrogenos. Las células fueron
cultivadas sobre una matriz de colageno y mantenidas en medio definido, libre de

suero, en presencia de diferentes factores.
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Este modelo experimental presenta varias ventajas:

[) El tratamiento con estrogenos in vivo induce la formacion de foliculos
preantrales y provee una gran cantidad de células, relativamente homogéneas, en

el mismo estadio de desarrollo.

2) El aislamiento de las células no requiere tratamiento enzimatico (colagenasa o
enzimas proteoliticas), por lo que se preserva la integridad de las membranas,

evitando posibles cambios en la respuesta celular a horionas.

3) La utilizacion de medios libres de suero para el cultivo de las células nos
permite estudiar el efecto de hormonas circulantes y de factores presentes en el

SuUcro.

4) El cultivo de las células sobre matriz de colageno modifica la adherencia de las

células al sustrato y entre si y las sensibiliza a factores agregados al cultivo.

5) Los cultivos primarios de células de la granulosa, a diferencia de las lineas
celulares de células ovaricas, retienen la respuesta hormonal y funciones

fisiologicas observadas in vivo.

Si bien los cultivos de células resultan un medio conveniente y reproducible de
estudiar la regulacion hormonal de la diferenciacion y crecimiento de las células

de la granulosa, el método tiene varias limitaciones:
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1) Los métodos in vitro no tienen en cuenta los posibles cambios en la
vascularizacion y la microcirculacién, que es importante para el suministro de

hormonas a los diferentes foliculos in vivo.

2) El cultivo de células de la granulosa aisladas no permite evaluar la interaccion
con los demas componentes celulares presentes en el foliculo (células
tecales/intersticiales, complejo ovocito-células del cumulus). Las células de la
teca proveen los precursores para la esteroidogénesis de las células de la
granulosa, pero ademas pueden secretar factores que promueven la diferenciacion

y crecimiento de las mismas.

Si bien es cierto que cuando se trata de relacionar respuestas hormonales de
células en cultivo con niveles mas elevados de organizacion fisioldgica, las dudas
sobre los posibles artefactos del sistema subyacen, no podemos negar la
importancia que ha tenido el desarrollo de las técnicas de cultivos celulares como
base del conocimiento que hoy tenemos sobre los diversos aspectos relacionados

con los mecanismos de la regulacion ovarica.
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MATERIALES Y METODOS
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ANIMALES

Se utilizaron ratas hembras de destete (21-22 dias) de la cepa Sprague-Dawley en
todos los experimentos. Se mantuvieron los animales a una temperatura constante
de 25°C, bajo un regimen de 12 h de luz y 12 h de oscuridad, en grupos de 8-9
animales lactantes, en presencia de una hembra puérpera. Después del destete
recibieron alimento balanceado y agua ad libitum y se sacrificaron por
dislocacion cervical, al cabo de 3-4 dias de tratamiento con dietilestilbestrol

(DES).

TRATAMIENTO CON DES

Se anestesiaron los animales con eter etilico (Merck, Argentina) y se les practico
una incision en la base de la nuca. Se introdujo un implante subcutaneo de
silastico conteniendo 20% en peso de DES (Smg) por animal. La sutura se realiz

con agrafes de cirugia o con un adhesivo anaerdbico.

PREPARACION DE COLAGENO

El colageno se prepard a partir de colas de ratas adultas intactas de la cepa
Sprague-Dawley, de acuerdo a la técnica de Bornstein (111). Se pelaron las colas
y se sumergieron en etanol (96°, Sorialco, Argentina) durante 2 horas a -20°C.
Luego se extrajeron cuidadosamente las fibras de coldgeno con pinza y bisturi,

dejandolas libres de tejido muscular. Se cortaron en trozos de 3-4cm y se
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colocaron en una placa de Petri de vidrio, bajo una lampara UV (NIS, GL-4
Germicidal, 4W) durante 48 horas. Una vez esterilizado, el colageno se transfirio
a un tubo de plastico de 15ml (Falcon) y se peso. Luego se suspendid en 300ml]
por gramo de peso, de una diluciéon 1:1000 de acido acético glacial (Mallinkrodt)
en agua. Se agitd suavemente la suspension durante 48-72 horas a 4°C. Se
transfirié a tubos de polipropileno (Sorvall) de 50ml y se centrifugd en una
centrifuga refrigerada (Sorvall RC-5B) durante 30 minutos a 10.000 rpm (rotor
SS-34, Sorvall Instruments, USA). Finalmente se decanté la solucion de colageno
en un frasco de vidrio de 500ml y se almacen¢ alicuotada en tubos de plastico de
50ml (Falcon) a 4°C. Las diferentes preparaciones de colageno realizadas durante
el transcurso de esta tesis se normalizaron a igual absorbancia a 280nm,
correspondiente a una concentracion de proteinas de 100 pg/iml. La solucion
resultd estable a 4°C durante unos 6-8 meses, al cabo de los cuales se reemplazé

por una nueva preparacion.

AISLAMIENTO Y CULTIVO DE CELULAS OVARICAS

Obtencion de células de la granulosa:

Las células de la granulosa se obtuvieron segin el método de Campbell (112) con
algunas modificaciones. Se sacrificaron los animales y se disecaron los ovarios
cuidadosamente, recogiéndolos en un vial previamente autoclavado, conteniendo
10 ml de buffer PBS. Luego se enjuagaron dos veces con medio de incubacion
(D-MEM (Gibco, n°430-2100EA):F-12 (Gibco, n°430-1700EA) (1:1), HEPES
10 mM (Sigma, USA), pH ajustado a 7,4 con unas gotas de HCL(c), bajo
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campana de flujo laminar (EdgeGard Hood, USA). Los ovarios se transfirieron a
una placa de plastico de 35mm (Falcon, USA) desprovistos del tejido graso
remanente y se punzaron varias veces con un par de agujas hipodérmicas. Luego
se transfirieron a un tubo de plastico de 50ml (Falcon) y se incubaron en 5ml de
medio D-MEM:F-12 (1:1), EGTA 6,8mM (Sigma), HEPES 10mM, a 37°C
durante 15 minutos, con agitacion suave cada 5 minutos. Se aspird el medio y se
incubaron los ovarios en 5ml de medio D-MEM:F-12 (1:1), sacarosa 0,5M
(Sigma), HEPES 10mM, a 37°C durante 5 minutos. Luego se agregaron dos
volumenes de medio de incubacién y una vez sedimentados los ovarios, se
descartd el sobrenadante. Los ovarios se depositaron sobre dos mallas de nylon
(Nytex 50) y se presionaron a través de ellas, enjuagando varias veces con medio
de incubacioén. Las células en suspension (unos 25ml) se recogieron en dos tubos
de plastico de 15ml (Falcon) y se centrifugaron durante 10 minutos a 1000 rpm
(200 x g centrifuga Intemnational IEC, modelo CS). Se descart6 el sobrenadante y
se resuspendieron las células en 9ml de medio de incubacién, pasdndolas varias
veces por una pipeta de plastico de 10ml (Falcon). Luego se centrifugaron
nuevamente durante 10 minutos a 1000 rpm. Se descarté el sobrenadante y se
resuspendieron las células en 5Sml de medio de incubacion. Se tomé una alicuota
de la suspension en un vial de polietileno (Polistor Argentina, n° 72), para
determinar la viabilidad de las células. Se tifiieron durante 10 minutos, con una
solucion de Azul de Trypan (Sigma) en agua (0,4% final) y se contaron con un

hemocitometro (Neubauer).

La suspension de células (Sml) se diluy6 hasta alcanzar una concentracién de 10°
células vivas por ml, con medio de cultivo (D-MEM:F-12 (Gibco, 1:1),
bicarbonato de sodio 2,2 g/l (Carlo Erba), gentamicina 40pg/ml (Schering-

Plough). Después de resuspender las células con una pipeta de plastico de 5ml
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(Falcon), se sembraron en placas de plastico (Nunclon Microwell F96, Nunc,
Denmark), recubiertas con coldgeno de cola de rata, a una densidad de 3x10°
células por cm®. Luego se incubaron durante 90-120 minutos en una estufa
gaseada (5% CO,, Forma Scientific) a 37°C y una vez adheridas las células
viables al sustrato, se aspir6 el medio de siembra para eliminar las células

muertas. Se agregaron finalmente los tratamientos, en medio de cultivo fresco.

Purificacién por centrifugacion sobre colchén de Percoll:

Se preparo una solucién isoténica de Percoll (Pharmacia) al 40% en solucion
salina (densidad 1,040g/ml), agregando 1ml de solucién fisioldgica 10x (NaCl
1,5M), 5ml de agua estéril y 4ml de solucién de Percoll puro (densidad 1,130
g/ml) en un tubo de plastico de 15ml (Falcon).

La suspension de células (unos 25ml) obtenida al presionar los ovarios a través
de las mallas de nylon se resuspendio en 1ml de medio de incubacidn, pasandola
varias veces por una pipeta de plastico de 1ml (Falcon). Se depositd sobre 3ml
del colchén de Percoll y se centrifugd durante 20 minutos a 1500 rpm (centrifuga
International IEC, modelo CS)., segun la técnica descripta por Magoffin y
Erickson (113). Se aspird la banda de células del tope del colchén con una pipeta
de 1ml y se transfirié a un tubo de plastico de 15ml, conteniendo 9ml de medio de
incubacién. Las células se pasaron varias veces por una pipeta de plastico de
10ml (Falcon) y luego se centrifugaron nuevamente durante 10 minutos a 1000
rpm (200xg). Se descarto el sobrenadante y se resuspendieron las células en 5ml

de medio de incubacién, procediendo a continuacién segin la técnica ya
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descripta. Se pudo comprobar, por observaciéon al microscopio dptico, que la

preparacion obtenida estaba practicamente libre de células tecales/intersticiales.

Obtencién de subpoblaciones de células de la granulosa.

Se preparé un gradiente continuo de Percoll (Pharmacia) estéril en una camara de
fluyjo laminar (EdgeGard Hood, USA), utilizando un armador de gradientes
conteniendo soluciones de Percoll al 15% y al 45% en solucion salina (NaCl
0,15M). Mediante una bomba peristaltica (LKB, Micropetrex) se armé el
gradiente en un tubo de plastico de 15 ml (Falcon), a una velocidad de 20 gotas
por minuto. Se determiné la linealidad del gradiente midiendo el indice de
refraccion de alicuotas de 1 ml a medida que se armaba el gradiente, mediante un
refractometro. Una vez armado el gradiente se depositaron las células de la
granulosa aisladas de ratas tratadas con DES durante 3 dias y se centrifugaron
durante 30 minutos a 1500 rpm en una centrifuga International IEC, modelo CS.
Las cinco fracciones resultantes fueron recolectadas mediante un tubo capilar
estéril desde el fondo del tubo, utilizando la bomba peristaltica y separadas en
sendos tubos. La densidad de las fracciones se calcul6 utilizando los respectivos
indices de refraccion. Se determiné la viabilidad celular y se sembraron 1x10°
células por celda, en una placa de plastico. Las células fueron mantenidas con

diferentes tratamientos para luego determinar la incorporacion de [ H]-timidina.
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Obtencion de células tecales/intersticiales

El tejido ovérico remanente de la obtenciéon de las células de la granulosa se
diginé durante 30 minutos, a 37°C, en medio D-MEM:F-12 (1:1), HEPES
10mM, colagenasa 3mg/ml (Sigma), albumina sérica bovina 1mg/ml (Sigma) y
Desoxirribonucleasa I 10ug/ml (Sigma), a pH 7,4 (0,1ml por ovario), con suave
agitacién en un bafio termostatizado (Vicking,USA). El tejido disgregado se pasé
numerosas veces por una pipeta de plastico de 1ml (Falcon) primero sin y luego
con una punta de pipeta automatica (BioRad, Type BR-35) en su extremo. Se
filtré la suspension de células a través de una malla de nylon (Nytex 50) y se
centrifugé a 200 x g durante 10 minutos. Se resuspendid el pellet en 1ml de
medio de cultivo y se transfirié una alicuota de células en suspension a un vial de
polietileno (Polistor), para determinar su viabilidad. Las células se sembraron en
placas de plastico Multiwell (Nunc), recubiertas con colageno de cola de rata, a
una densidad de 3x10° células por cm®. Se incubaron durante 24 horas en estufa
gaseada (5% CO,, Forma Scientific) a 37°C, aspirando el medio de siembra al
cabo de la incubacién. Se agregaron finalmente los tratamientos, en medio de

cultivo fresco.

Preparacion de medios condicionados por células tecales/intersticiales

Se cultivaron células tecales/intersticiales durante 7-9 dias en estufa gaseada (5%
CO,, Forma Scientific) a 37°C, en presencia o en ausencia de estradiol 1pg/ml
(Sigma). El medio de cultivo se reemplaz6 cada 2-3 dias por medio fresco y se

recogieron y alicuotaron los medios condicionados. No se observaron diferencias
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evidentes entre el nimero de células de los cultivos tratados con estradiol y los
cultivos controles. Una alicuota se mantuvo a 4°C para ensayar su actividad sobre
los cultivos de células de la granulosa y las restantes se almacenaron a -20°C.
Los medios condicionados solo se congelaron y descongelaron una vez y se

descartaron aquellos que no mostraron actividad in vitro.

MEDIDAS DE LA SINTESIS DE ADN
Incorporacion de [*H]-timidina:

Las células de la granulosa se sometieron a distintos tratamientos, cultivandolas
durante diferentes tiempos, al cabo de los cuales se marcaron con [3H]-timidina
(10C/mmol, American Radiolabeled Chemicals Inc., USA). Las curvas de
tiempo se realizaron cultivando las células durante 96h con los distintos
tratamientos (1x10°> células por cultivo, en 0,1ml de medio, por triplicado),
marcando cada 12h con [3H]-timidina (0,4 uCi por cultivo) y cosechando las
células al cabo de cada pulso. El medio de cultivo no fue cambiado a lo largo del
experimento. En todos los experimentos restantes, los cultivos de células se
incubaron durante 24h con [3H]-timidina (0,4 uCi por cultivo), después de
preincubar las células durante 24h (1x10° por cultivo en 0,Iml de medio, por
triplicado) con los distintos tratamientos. Se cosecharon las células a las 48h
posteriores al plaqueo con un cosechador de células maultiple (Cell harvester,
Nunc). Se aspiré el medio de cultivo y se realizaron seis lavados sucesivos con
agua desionizada para romper las células y liberar su contenido. Al aspirar la
suspension acuosa, el ADN qued6 retenido por filtros de fibra de widrio

(Whatmann GF-C) y se fij6 mediante dos enjuages finales con etanol. Se
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recogieron los filtros en tubos de polietileno (Polistor) y se secaron al aire. Luego
se agregaron 3ml de solucién centelleante preparada con PPO, 6 g/l (NEN, USA)
en tolueno (Dorwill, Argentina) y la radiactividad se midi6 con un contador de

centelleo liquido (Beckmann LS1801, USA), con una eficiencia del 50%.

Indice de marcacion de nucleos.

Con el objeto de determinar el porcentaje de células de la granulosa que
sintetizan ADN in vitro, las células se marcaron con [3H]-timidina y se
autorradiografiaron para determinar el indice de marcacion de nicleos. Los
cultivos de células se incubaron durante 24h con [3H]-timidina (0,3 uCi por
cultivo), después de preincubarlas durante 24h en placas de plastico (35mm de
diametro, 10® células por placa en 2ml, por duplicado), con los distintos
tratamientos. Se interrumpio la incubacion a las 48h posteriores al plaqueo y se
fijaron las células mediante dos lavados en frio (0-4°C) con PBS, dos lavados con
TCA 5% (Merck) y dos lavados con etanol (Sorialco). Luego se procesaron las
células para ser autorradiografiadas y se determind el porcentaje de células
marcadas radiactivamente por conteo al microscopio optico de unas 500 células

por placa (114).
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ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados fueron expresados como cpm por celda, promedio + ES de
cultivos realizados por triplicado (n=3). Las comparaciones estadisticas de los
resultados fueron realizadas utilizando el analisis de la varianza de una via y el
test de comparaciones miltiples de Scheffe (115) o el test de Chi cuadrado (para
los ensayos de determinacion del indice de marcacién de nucleos). El ajuste de
las curvas dosis-respuesta y la determinacion de la EDsy fueron realizados
mediante el programa ALLFIT basado en una ecuacion logistica de cuatro

parametros (116).
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CAPITULO 1
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LOS ESTROGENOS Y EL CRECIMIENTO FOLICULAR

Los estrogenos constituyen un poderoso estimulo para la proliferacién de las
células de la granulosa de rata in vivo (49,117,55,57). Sin embargo, el mecanismo

por el cual éstos ejercen su accion mitogénica aun no ha sido dilucidado.

Diferentes hipotesis han sido formuladas para explicar el efecto mitogénico de los
estrogenos sobre diferentes tipos celulares y se ha propuesto un efecto directo del

estradiol sobre la sintesis de ADN de las células efectoras (118).

En general se considera que los estrogenos son incapaces de estimular la
proliferacion de las células de las granulosa in vitro. En consecuencia, es mas
probable una accién indirecta de los estrogenos, a través de la regulacion de la

sintesis y/o liberacion de factores de crecimiento intraovaricos (80,119,104,98).

Alternativamente, los estrogenos podrian sensibilizar a las células de la granulosa
a la accion mitogénica de otros factores de crecimiento normalmente presentes en
el medio folicular, o bien, bloquear la accién de inhibidores del crecimiento

celular (120).

Hasta el momento no ha sido posible verificar estas ultimas hipdtesis debido a la
carencia de un sistema adecuado para el estudio de la proliferacion de las células

de la granulosa.

En esta tesis se describe un sistema que permite la evaluacién de reguladores

potenciales del crecimiento de las células de la granulosa basada en la medicién



41

de la incorporacién de [ H]-timidina a células de la granulosa de rata cultivadas

bajo condiciones definidas.

La incorporaciéon de [ H]-timidina es de facil medicion y cuando los resultados
son validados por métodos independientes como la determinacion del contenido
de ADN o del nimero de células, constituye una buena estimacion de la

proliferacion celular (119,98).

Utilizando este sistema se ha estudiado el efecto de los estrogenos sobre la
respuesta de las células de la granulosa de rata al estimulo con insulina y hemos
encontrado cierta evidencia de que el estradiol podria interactuar con un factor
derivado de las células tecales/intersticiales que estimula la proliferacion de las

células de la granulosa.
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RESULTADOS

Efecto del tratamiento con estr6genos in vivo sobre el nimero de

células de la granulosa ovaricas.

La figura 1.1 muestra el efecto del tratamiento de los animales con estrogenos en
funcion del tiempo. Ratas inmaduras de 21 dias de edad fueron implantadas
diariamente durante cuatro dias con implantes de silastico que contenian 5mg de
DES. El efecto del DES sobre el crecimiento ovarico fue dependiente del tiempo
de tratamiento y hubo un incremento del nimero de células de la granulosa
viables recuperadas por ovario (cuatro dias de tratamiento aumentaron en mas de

cuatro veces el numero de células recuperadas, comparadas con el grupo control).

Efecto del tratamiento con estrégenos sobre la sintesis de ADN de

las células de la granulosa estimulada por insulina.

Con el objeto de determinar si el tratamiento con estrogenos alteraba la respuesta
a insulina de las células de la granulosa, se aislaron las células de animales
tratados y sin tratar con DES y se cultivaron en presencia o ausencia de insulina.
La sintesis de ADN se evalu6 mediante la incorporaciéon de [3H]-timidina durante
periodos consecutivos de 12 horas, sin cambiar los medios de cultivo durante el
experimento. Como puede observarse en la figura 1.2, las células de la granulosa
aisladas de animales sin tratar mostraron una incorporaciéon comparativamente
baja durante todo el periodo de cultivo. En presencia de insulina sélo se observo

una leve estimulacién (p<0,05).
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Figura 1.1

Efecto del tratamiento con estrégenos in vivo sobre el nimero de células de la granulosa ovaricas.

Lotes de 4 animales de 21 dias de edad fuecron implantados con implantes de sildstico conteniendo 5 mg de
DES durante 4 dias consecutivos. Se determind el nimero de células de la granulosa viables incubando con

azul de tripan al 0,4%. Los resultados representan los promedios + ES de dos experimentos diferentes.
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entre las 36 y las 72 horas de cultivo. En cambio, las células aisladas de animales
tratados con DES durante tres dias mostraron una alta incorporacién durante el
periodo inicial posterior al plaqueo, tanto en presencia como en ausencia de
insulina. Este comportamiento probablemente refleje el fin de un ciclo de
replicacion de ADN inducido por el tratamiento con estrogenos. En presencia de
insulina la incorporacion de timidina aumenté significativamente (p<0,05) a las
48 y 60 horas y luego descendi6 a los valores basales, en cambio en ausencia de
hormona el incremento se observé a las 84 y a las 96 horas alcanzando valores
maximos comparativamente menores (3 veces contra 6 alcanzado en presencia de

insulina, p<0,05).

Entre las 24 y las 60 horas posteriores al plaqueo, la maxima respuesta en
términos de incorporacion de [3H]-timidina se observd con concentraciones de
insulina entre 800 y 1600 ng/ml (figura 1.3). Se selecciondé una dosis de 1pg/ml

para todos los experimentos subsiguientes.

La baja taza de incorporacion observada auin en los cultivos tratados con insulina
indica que solo una pequeiia proporcion de las células esta involucrada en una
activa sintesis de ADN. Por lo tanto, para obtener mediciones confiables de la
sintesis de ADN es necesario medir la incorporaciéon durante periodos
relativamente largos, evitando, de este modo, resultados confusos debidos a

ligeras variaciones de la curva de tiempo entre diferentes preparaciones.
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Figura 1.2
Efecto del tratamiento con estrégenos in vive sobre la sintesis de ADN de las células de la granulosa
estimulada por insulina.

Las células de la granulosa fueron aisladas de animales tratados (®,0) y sin tratar (A,A) con DES (implantes

con 5 mg) durante 3 dias. Las células (1x10° por celda) fueron cultivadas en presencia (®,4A) o ausencia (O,

A) de insulina (1pg/ml). Se determind la incorporacién de timidina tritiada durante periodos consecutivos de
12 horas. Los resultados fueron expresados en cpm por celda + ES, (n=3) y corresponden a un experimento

representativo de tres experimentos diferentes.
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Efecto del tiempo de tratamiento con estrégenos in vivo sobre la

induccién de la respuesta a insulina.

Para determinar la duracion del tratamiento estrogénico necesario para observar
el efecto de insulina, las células de la granulosa fueron aisladas de animales
tratados con DES por diferentes periodos y luego cultivadas en presencia o
ausencia de insulina. Se evalu6 la sintesis de ADN mediante la incorporacion de
[3H]-timidina durante 72 horas en periodos consecutivos de 24 horas. No se
cambiaron los medios de cultivo durante el experimento. Como puede verse en la
figura 1.4, se observé una respuesta significativa (p<0,05) a insulina recién
después del primer dia de tratamiento y la respuesta maxima se alcanz6 después

de 2 a 4 dias de tratamiento con DES.

El medio condicionado de células tecales/intersticiales (MCTI)
estimula la sintesis de ADN de las células de la granulosa y el

estradiol potencia su efecto.

Investigaciones recientes han demostrado que las células tecales/intersticiales
secretan factores mitogénicos (119,98,121). Se decidioé entonces, comprobar si el

estradiol es capaz de inducir la sintesis y/o liberacién de mitégenos por estas
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Figura 1.4

Efecto del tiempo de tratamicnto con estrégenos in vivo sobre la induccion de la respuesta a insulina.
Animales de 21 dias de edad fueron implantados con implantes de DES (5mg), durante 4 dias consecutivos
(paneles 1 a 4) y operadas sin implantes (panel 0). Las células de la granulosa aisladas fueron cultivadas en
presencia (circulos llenos) y en ausencia (circulos vacios) de insulina (1pg/ml por celda) durante 72 horas. Se
determiné la incorporacién de timidina tritiada durante periodos consecutivos de 24 horas. Los resultados
fueron expresados como cocientes entre los valores de cpm por celda correspondientes a cultivos tratados con
insulina y a cultivos sin tratar (cocientes promedio + ES, n=3). Los asteriscos indican diferencias significativas

(p<0,05, ANOVA) respecto de los controles.
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células. La figura 1.5 muestra el efecto del MCTI sobre la sintesis de ADN de las
células de la granulosa. El MCTI recogido el dia 9 de cultivos control produjo un
aumento dosis-dependiente de la incorporacién de [3H]-timidina, medida entre la
24 y las 48 horas posteriores al plaqueo. Este efecto fue significativamente mayor

(p<0,05) con MCTI proveniente de cultivos tratados con estradiol.

Cuando el MCTI se obtuvo de cultivos tratados con diferentes dosis de estradiol,
se observo un incremento dosis-dependiente en la incorporacion de [3H]-timidina
a células de la granulosa. La EDsy para estradiol fue de 20 ng/ml (datos no

mostrados).

El mayor efecto estimulatorio del MCTI proveniente de cultivos tratados con
estradiol puede deberse a una amplificacion de la accién mitogénica del factor

derivado de las células tecales/intersticiales debida al esteroide.

Como puede verse en la tabla 1.1 el agregado de estradiol a los cultivos de
células de la granulosa amplifica el efecto del MCTI provenientede cultivos no

tratados con estradiol.

En la mayoria de los experimentos realizados, la incorporacion de [3H]-timidina a
las células de la granulosa en presencia de estradiol (0,1-1 pug/ml) no fue diferente
de la incorporacién a los grupos sin tratamiento. Sin embargo, observamos cierta
variabilidad en los resultados, pues en algunos preparados la incorporacién de
[3H]-timidina fue levemente mayor en presencia de estradiol (datos no

mostrados).
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Por cuanto estos preparados presentaban acimulos de células y trozos de tejido
ovarico observables al microscopio Optico, supusimos que células
tecales/intersticiales contaminantes del cultivo podrian estar mediando el efecto
de estradiol. Por lo tanto, se decidid incorporar un paso de purificacion al
protocolo de obtencion de las células de la granulosa, con el ojeto de determinar
si esta variabilidad de la respuesta a estradiol se debia a la presencia de otro tipo

de célular en los cultivos.

Se procedi6 a centrifugar la suspension de células, obtenida al presionar los
ovarios a través de las mallas de nylon, sobre un colchon de Percoll, de acuerdo a

la técnica descripta por Magoffin y Erickson (113).

Los autores aplicaron esta técnica para purificar células tecales/intersticiales,
basandose en la mayor densidad de este tipo celular, respecto a la de otras células
ovaricas. Obtuvieron de este modo preparados de células tecales/intersticiales,

libres de células de la granulosa.

Aplicando el mismo principio, obtuvimos preparados de células de la granulosa,
libres de células tecales/intersticiales, tal como se describe en los Materiales y

Métodos.
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Figura 1.5

Efecto de medios condicionados por células tecales/intersticiales sobre la sintesis de ADN de células de la
granulosa.

Las células de la granulosa aisladas de animales tratados con implantes de DES (5 mg) durante 3 dias, fueron
cultivadas (1x10° por celda) en presencia de concentraciones crecientes de medios condicionados por células
tecales/intersticiales tratadas con estradiol (1pg/ml) (®) y sin tratar (O). Se determiné la timidina tritiada
incorporada entre las 24 y las 48 horas de cultivo. Los resultados fueron expresados en cpm promedio + ES,
n=3. Los valores que comparten la misma letra no fueron significativamente diferentes (p>0,05, por ANOVA y

test de Scheffe de comparaciones multiples).
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Tratamiento [3H]-timidina incorporada
(cpm/celda)

C 97 £ 192

E 164 + 272

MCTI-C 702 + 85b

MCTI-C + E 1331 + 45¢

MCTI-E 1181 = 256¢

Tabla 1.1: Interaccién entre ¢t MCTI y el estradiol en la estimulacién de la sintesis de ADN de las

c€lulas de la granulosa.

Las células de la granulosa fueron cultivadas cn auscncia (C) y presencia de 100 ng/ml dc cstradiol (E), cn
prescncia de 20% v/v de: medio condicionado por células tccales/intersticiales sin tratar (MCTI-C), medio
condicionado por células tecales/intersticialcs tratadas con cstradiol (MCTI-E) y medio condicionado dc células
tecales/intersticiales sin tratar mas 100 ng/ml dc cstradiol (MCTI-C +E). Se determiné la timidina tritiada
incorporada entre las 24 y las 48 horas de cultivo. Los rcsultados fueron expresados cn cpm promedio + ES,
n=3. Los valores que comparten la misma lIctra no fucron significativamente diferentes (p>0,05, por ANOVA y

test de Scheffe de comparacioncs multiplcs).
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La purificacion de las células de la granulosa modifica su

respuesta a estradiol.

Se cultivaron células de la granulosa purificadas y sin purificar por centrifugacion
sobre un colchén de Percoll en ausencia y en presencia de estradiol, a diferentes
densidades de plaqueo. Se evalu6 la sintesis de ADN midiendo la [3H]-timidina
incorporada en dos periodos consecutivos de 24 horas, concluyendo el
experimento a las 72 horas de cultivo. Las células tratadas estuvieron en
presencia de estradiol durante todo el periodo de incubacion y el medio de cultivo
no fue renovado durante el experimento. Como puede verse en la figura 1.6, hubo
una marcada estimulacion de la incorporacion de [3H]-timidina como respuesta al
estradiol agregado a cultivos de células de la granulosa sin purificar, plaqueados a
alta densidad (10° células por celda). El efecto de estradiol dejé de verse a
densidades menores o al purificar la preparacion de células de la granulosa antes
del plaqueo. Ambos efectos pueden explicarse asumiendo que el efecto de
estradiol requiere la presencia de células tecales/intersticiales. Los resultados
fueron similares en los cultivos marcados entre 48 y 72 horas, no observandose
diferencias entre cultivos de células purificadas tratados y sin tratar. En los
cultivos de células sin purificar la estimulacién de la sintesis de ADN en
presencia de estradiol fue mayor que la observada entre las 24 y 48 horas de
incubaciéon y nuevamente se evidencié una dependencia de la densidad de
plaqueo. La incorporacion basal fue mayor en los cultivos de células purificadas
que en los de células sin purificar, pero este efecto no se repiti6 en todos
experimentos realizados y parecio ser dependiente de las condiciones de

preparacion de las células.
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CRUDAS PURIFICADAS

[*H]-timidina incorporada (cpm/celda x 107)

P
.
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Figura 1.6

Efecto del estradiol sobre la sintesis de ADN de células de la granulosa in vitro.

Las células de la granulosa fueron aisladas de animales tratados con implantes de DES (5mg) durante 3 dias.
Se cultivaron las células crudas (sin purificar) y purificadas por centrifugaciéon sobre un colchén de Percoll
segun la técnica descripta en los Materiales y Métodos, en presencia (barras ralladas) y en ausencia (barras
llenas) de estradiol (1pg/ml), a diferentes densidades de plaqueo durante 72 horas. Se determind la timidina
tritiada incorporada entre las 24 y las 48 horas de cultivo (panel A) y entre las 48 y 72 horas de cultivo (panel
B) . Los resultados fueron expresados en cpm promedio por celda + ES, n=3. Los asteriscos indican diferencias

significativas (p<0,05,por ANOVA) respecto de los cultivos controles (en ausencia de estradiol).
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Efecto del tratamiento estrogénico in vivo sobre la respuesta al

MCTIL

Con el fin de determinar si las células de la granulosa no expuestas a los
estrogenos /n vivo son capaces de responder al MCTI, se cultivaron células
aisladas de animales tratados y sin tratar con DES en presencia de
concentraciones crecientes de MCTI provenientes de cultivos de células
tecales/intersticiales tratados con estradiol. En la Figura 1.7 podemos observar
que, si bien la incorporacion maxima de [3H]-timidina observada fue mayor en los
cultivos de células aisladas de animales tratados con DES que en los cultivos de
células aisladas de animales sin tratar, estas Gltimas exhibieron una sensibilidad

similar a la estimulacion por el MCTI.

El MCTI y la insulina estimulan la proliferacion de las células de

la granulosa.

Si bien la incorporacién de [3H]-timjdina es comunmente considerada como una
medida de la sintesis de ADN, también se acepta que en ciertos casos,
variaciones de la incorporacion de [JH]-timidina no reflejan necesariamente la
proliferacion celular (122). Con el objeto de evaluar si los aumentos en la
incorporaciéon de [3H]-timidina estaban asociados a cambios en el namero de
células, las células de la granulosa fueron cultivadas durante 9 dias en presencia
de MCTI obtenido de células tecales/intersticiales tratadas y sin tratar con estra

diol y de insulina. Al cabo de este periodo las células fueron fijadas y tefiidas.



56

. 2DF -
®
o
«
x
S
o 20¢F -
O
£
Q.
&,
©
o 15+ -
o
o
2
o
%)
£
© 10' -
£
o
=
i
=) -

T T T T T

0 5 10 15 20

MCTI-E (%V/v)

Figura 1.7

Influencia del tratamiento con estrogenos in vivo sobre la respuesta de las células de la granulosa al medio
condicionado por células tecales/intersticiales.

Las células de la granulosa fueron aisladas de animales tratados con implantes de DES durante 4 dias (®) y de
animales control (O) y cultivadas en presencia de concentraciones crecientes de medio condicionado por células
tecales/intersticiales tratadas con estradiol (MCTI-E). Se determind la timidina tritiada incorporada entre las 24
y las 60 horas. Los resultados fueron expresados en cpm promedio + ES, n=3. Los valores que comparten la
misma letra no fueron significativamente diferentes (p>0,05, por ANOVA y test de Scheffe de comparaciones

multiples).
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La apariencia morfoldgica de los cultivos puede apreciarse en la figura 1.8. Las
densidades finales fueron evaluadas por conteo de tres campos no superpuestos
de diferentes cultivos correspondientes a cada grupo experimental. Solo la
insulina y el MCTI proveniente de células tratadas con estradiol produjeron un
incremento significativo (p<0,05) en el numero final de células, CONTROL.:
206+26, MCTI-C20%v/v): 234+19; MCTI-E(20%v/v): 405+20; insulina
(1pg/ml): 307430 células por campo. No se observaron cambios significativos en
el nimero de células durante las primeras 48 horas de cultivo con ninguno de los
tratamientos. Por esta razon, resulta equivalente expresar los cambios observados
en la incorporacion de [3H]-timidina como cpm incorporadas por millén de

células o por celda.
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Figura 1.8

Efecto del medio condicionado por células tecales/intersticiales e insulina sobre la proliferacion de las
células de la granulosa.

Las células de la granulosa fueron aisladas de animales tratados con implantes de DES durante 3 dias y
cultivadas durante 9 dias en presencia de: (A): sin tratamiento; (B): medio condicionado por células
tecales/intersticiales control sin tratar (20% v/v); (C): medio condicionado por células tecales/intersticiales
tratadas con 1pg/ml de estradiol (20% v/v) y (D): insulina (1pg/ml). Tincién con Giemsa, x200.
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CONCLUSIONES

Hace décadas es sabido que los estrdgenos aumentan el peso ovarico de ratas
hipofisectomizadas y aumentan la respuesta a las gonadotrofinas (49,117). Este
ultimo efecto ha sido reproducido con éxito in vitro, utilizando sistemas de
cultivo definidos de células de la granulosa de diferentes especies (64). Por el
contrario, hay muy pocas evidencias experimentales de la accion mitogénica de

los estrogenos sobre células de la granulosa en cultivo (123,124).

Los tratamientos con estrogenos han sido ampliamente utilizados en ratas
inmaduras, para aumentar el rendimiento de células de la granulosa (64). Sin
embargo, las células de la granulosa de rata parecen ser resistentes a la
estimulaciéon de la divisién celular in vitro (93,125). Hemos observado que
cuando las células de la granulosa de rata, obtenidas de animales tratados con
DES, son cultivadas en medio DMEM:F12, sobre placas cubiertas con colageno,

la sintesis de ADN puede ser estimulada por insulina.

Este efecto, sin embargo, no ha podido observarse en cultivos de células de la
granulosa aisladas de animales no tratados. Esto sugiere que la exposicion a
estrogenos in vivo podria modular la respuesta posterior de las células de la
granulosa en cultivo. Los efectos de la insulina sobre la incorporacion de [3H]-
timidina por células de la granulosa obtenidas de ratas tratadas con DES,
concuerdan con una reduccion del periodo previo a la entrada en fase S (fase lag)
y con un aumento global del nimero de células que comienzan la sintesis de

ADN.



60

La respuesta a insulina fue observada sdlo después de 24 a 48 horas de
tratamiento con estrégenos in vivo. Dado que solo un pequeiio aumento del
numero de células recuperadas por ovario fue observado después de 48 horas de
tratamiento con DES, no podemos distinguir si los estrégenos ejercen su efecto
sobre una subpoblacion preexistente de células de la granulosa o si una nueva
generacion de células que responden a la insulina aparece como consecuencia de
la estimulacion estrogénica. Por otro lado, como este trabajo se ha llevado a cabo
con animales intactos, no pueden descartarse efectos mediados por cambios en

las hormonas hipofisarias debidos al tratamiento con estrogenos.

Mas aun, cuando agregamos DES a los cultivos de células de la granulosa
aisladas de animales inmaduros no tratados, no hemos podido observar una
amplificacidon de la estimulaciéon de la sintesis de ADN mediada por insulina
(126). De esta manera, la respuesta incrementada a insulina no parece deberse a

una accion directa de los estrogenos sobre las células de la granulosa.

Otro posible mecanismo para la acciéon mitogénica de los estrogenos fue sugenido
por los experimentos con el medio condicionado de células tecales/intersticiales
(MCTI). Aun cuando otros tipos celulares estén probablemente presentes en las
preparaciones de células tecales/intersticiales utilizadas para esta tesis (127),
diferentes evidencias sugieren que las células tecales/intersticiales son la fuente

de la actividad mitogénica.

La presencia de actividad mitogénica en células tecales/intersticiales fue descrita
por primera vez por Makris y col.(128). Estos autores mostraron que extractos de
tejido tecal porcino o medio condicionado por células tecales eran capaces de

estimular la sintesis de ADN de células BALB-3T3 y células de la granulosa. La
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fraccion activa ha sido parcialmente caracterizada como una proteina termo-labil

de peso molecular estimado entre 12,5 y 25 KD (128).

Dorrington y col. caracterizaron posteriormente esta actividad de cultivos de

células tecales/intersticiales bovinas y de rata ensayandola en cultivos de células

NRK y de células de la granulosa bovinas (119,121).

De esta manera, nuestro trabajo constituye la primera descripcion del efecto
mitogénico del MCTI sobre células de la granulosa de rata y de que este efecto es

amplificado por el tratamiento de los cultivos con estrégenos.

Con respecto a la identidad del mitégeno derivado de las células
tecales/intersticiales, Skinner y Coffey sugirieron que podria ser idéntico al TGFa

(98).

Por otro lado, se ha descrito que el estradiol aumenta la produccion de TGFa por

células de cancer de mama (129).

Sin embargo, este factor de crecimiento actiua a través de receptores que son
homologos (o idénticos) a los de EGF (130) y, de acuerdo a nuestros resultados,
este ltimo factor de crecimiento no fue capaz de estimular la sintesis de ADN de

las células de la granulosa bajo idénticas condiciones que el MCTI .

Esto sugiere que el TGFa no es el principal mitégeno presente en el MCTI, o
bien que se requiere la presencia de otros factores que también podrian ser

producidos por las células tecales/intersticiales.
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Esta dltima posibilidad seria consistente con los resultados de May y col.(105)
que describen la necesidad de multiples factores para la maxima estimulacion del

crecimiento de células de la granulosa porcinas.

En trabajos recientes realizados por Saragieta y col. en nuestro laboratorio se
observd que el TGFB ejerce un moderado efecto mitogénico sobre las células de
la granulosa de rata, el cual es marcadamente amplificado por estradiol y FSH
(132).

Mulheron y col. han descripto que las células tecales/intersticiales expresan

TGEFB de tipo 1 y 2 y que este Gltimo es regulado por gonadotrofinas (133).

Por otro lado, Bendell y col. sostienen que la accion mitogénica del estradiol
estaria mediada, al menos en parte, por TGFB (110). Estas evidencias sugieren

‘fuertemente que el factor mitogénico presente en el MCTI es TGFB.

La necesidad de células tecales/intersticiales para la induccion por estradiol de la
sintesis de ADN en células de la granulosa de rata puede explicar la incapacidad
de este esteroide de estimular la proliferacién de las células de la granulosa de
otras especies que son altamente sensibles a los estimulos de factores de

crecimiento peptidicos (134).

Los resultados presentados en esta tesis sugieren que los estrogenos aumentan la
sensibilidad de las células de la granulosa a un factor de crecimiento derivado de
células tecales/intersticiales. Sin embargo, no pueden descartarse efectos de

estradiol sobre la sintesis y/o liberacion de este factor por las células
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tecales/intersticiales hasta tanto se realice un ensayo independiente de su

actividad en medios condicionados obtenidos de cultivos tratados con estrogenos.

En este sentido, resultados preliminares realizados con cultivos prolongados de
células de la teca bovinas indican que el aumento del efecto estimulatorio de
cultivos tratados con estradiol perdura ain después de la remocion del esteroide

(datos no mostrados).

Es notable que el agregado de insulina 0 MCTI, obtenido de cultivos de células
tecales/intersticiales tratados con estradiol, a células de la granulosa produzca
s6lo un 50% o un 100% de aumento, respectivamente, del nimero final de células

después de 9 dias de cultivo.

Esto es coincidente con las observaciones realizadas por Orly y col. (125) que
describen un incremento maximo del nimero de células de la granulosa de rata,
cultivadas durante 7 dias en presencia de suero, que no excede una duplicacion

celular.

La regulacion de la respuesta de las células de la granulosa a los mitégenos al
igual que la estimulacion de la produccion de factores autocrinos y paracrinos
parecen ser parte del mecanismo por el cual los estrogenos promueven el

crecimiento folicular.
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CAPITULO 2
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LAS GONADOTROFINAS YEL CRECIMIENTO FOLICULAR

El desarrollo folicular en los mamiferos involucra la proliferacion y diferenciacion
de las células de la granulosa (59). Ambos procesos han sido parcialmente
reproducidos in vitro en diferentes sistemas (64,135), lo cual ha permitido la
identificacion de numerosos factores involucrados en el control de la
diferenciacion de las células de la granulosa. La proliferacion de estas células ha
sido comparativamente menos estudiada. La insulina y los factores de crecimiento
como EGF, FGF e IGF-I son conocidos mitégenos para las células de la
granulosa porcinas y bovinas en cultivo (93,136). El IGF-I es ademas producido
por las células de la granulosa, sugiriendo una funcién de regulador intraovarico

del crecimiento folicular (82,65).

Contrastando con los efectos establecidos de los factores de crecimiento
peptidicos que estimulan el crecimiento de las células de la granulosa in vitro, la
accion de las gonadotrofinas o los estrogenos, conocidas como las principales
hormonas tréoficas que controlan el crecimiento folicular in vive (57,55), ha sido
dificil de demostrar en estas células. Numerosos estudios indican un accién
estimulatoria directa de la FSH en la proliferacion de las células de la granulosa
in vitro, mientras que también se han informado efectos nulos o ain inhibitorios
de esta hormona sobre la sintesis de ADN en estas células (124,137). Algunas de
estas discrepancias pueden deberse a diferencias entre los sistemas de cultivo,

suplementos al medio o a la fuente de las células de la granulosa.

Los cultivos libres de suero de células de la granulosa han probado ser

extremadamente utiles para el estudio de la diferenciacién celular (64). Bajo
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ciertas condiciones estas células sintetizan ADN (138). Sin embargo, muy pocos
estudios se han focalizado en la regulacion de la proliferacion, ya que se asume
que las células de la granulosa de rata exhiben un potencial de replicacion

limitado (93, 116).

En el sistema de cultivo desarrollado en nuestro laboratorio ya hemos demostrado
efectos estimulatorios de insulina, de estradiol y de medio condicionado por
células tecales/intersticiales sobre la sintesis de ADN en células de la granulosa

de rata. En este capitulo evaluaremos las siguientes hipotesis:

1) El IGF-I y la insulina estimulan la proliferacion de las células de la granulosa

de rata.

2) Los efectos de ambos péptidos son potenciados por FSH y/o AMPc.
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RESULTADOS

La insulina y el IGF-I estimulan la sintesis de ADN y su efecto se

ve amplificado por MIX.

Se ha demostrado que el IGF-I estimula la proliferacion de las células de la
granulosa porcinas y bovinas a concentraciones menores que las que lo hace la
insulina (65). Experimentos preliminares indicaron que la acciéon de insulina en
nuestro sistema se veia potenciada mediante la adicion de MIX, un inhibidor de la
enzima fosfodiesterasa. Con el objeto de evaluar las potencias relativas de
insulina e IGF-I en la estimulacion de la sintesis de ADN bajo estas condiciones,
se cultivaron células de la granulosa de rata con diferentes concentraciones de
ambos péptidos, en presencia y ausencia de MIX (Figura 2.1). El andlisis de las
curvas de dosis-respuesta, ajustadas mediante una ecuacioén logistica de cuatro
parametros (116) nos muestra que el 1GF-I fue mas potente que la insulina en la
estimulacion de la incorporacion de [3H]-timidina en términos de la EDso (95+10
vs. 656110 ng/ml;p<0,05). La respuesta maxima, sin embargo no fue
significativamente diferente para ambos péptidos. La adicion de MIX a los
cultivos produjo un incremento del 100% en la respuesta maxima (16.100+915
vs. 8.300+580 cpm/celda; p<0,05), sin cambios en los valores de EDsg para cada
péptido.

Diferentes dosis de MIX (0,01-0,5 mM) produjeron una amplificacion similar del
efecto de insulina (1pg/ml) sobre la incorporaciéon de [3H]-timidina (datos no
mostrados). No se detectaron seiiales de toxicidad a ninguna de las

concentraciones de MIX al observar las células al microscopio.
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Figura 2.1

Efectos de insulina y de IGF-I sobre la sintesis de ADN de las células de la granulosa. Las células de la
granulosa fueron aisladas de animales tratados con DES durante 3 dias y cultivadas en presencia de
concentraciones crecientes de insulina (CJ,®) o de IGF-I (0, ®), en presencia (M, ®) o ausencia (0,0) de MIX
(0,1mM). Se determind la timidina tritiada incorporada entre las 24 y las 48 horas de cultivo. Los resultados

fueron expresados en cpm promedio + ES, n=3.




69

Accién de AMPc

Con el objeto de evaluar si la amplificacion producida por MIX podria estar
mediada por el incremento de los niveles de AMPc, estudiamos el efecto de
(Bu);AMPc sobre la accion estimulatoria de la sintesis de ADN de insulina (1
pg/ml) e IGF-I (100 ng/ml). En presencia de insulina, dosis crecientes de
(Bu);AMPc produjeron un efecto bifasico sobre la sintesis d¢ ADN (Figura 2.2).
Una amplificacion del efecto de insulina se observé en el rango de 0,2-0,5 mM,
mientras que concentraciones mayores que 1 mM del andlogo de AMPc
produjeron una marcada inhibicion de la incorporacién de [BH]-timidina. En
ausencia de insulina, el (Bu)AMPc (0,4-1 mM) estunul6 la incorporacién de
[3H]-timidina (p<0,05), y este efecto revirtid parcialmente a concentraciones
mayores.

Cultivos tratados con 1 pg/ml de insulina o con 100 ng/ml de IGF-I produjeron
curvas dosis-repuesta similares en presencia de diferentes concentraciones de

(Bu),AMPc (Figura 2.3).
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[*H]-timidina incorporada (cpm/celda x 107%9)

C | 005 01 02 04 08 16 32

(Bu),-AMPc (mM)

Figura 2.2

Efecto de AMPc sobre la sintesis de ADN estimulada por insulina.

Las células de la granulosa fueron aisladas de animales tratados con DES durante 3 dias y cultivadas en
presencia (@) y ausencia (O) de insulina (1pg/ml), con concentraciones crecientes de (Bu),AMPc. Se determind
la timidina tritiada incorporada entre las 24 y las 48 horas de cultivo. Los resultados fueron expresados en cpm

promedio * ES, n=3.
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Figura 2.3

Efecto de AMPc: comparacion entre la interaccion con insulina y con IGF-L

Las células de la granulosa fueron aisladas de animales tratados con DES durante 3 dias y cultivadas con
concentraciones crecientes de (Bu);AMPc, en presencia de 1pg/ml de insulina (0) y 100 ng/ml de IGF-I (®),.
Se determiné la timidina tritiada incorporada entre las 24 y las 48 horas de cultivo. Los resultados fucron

expresados en cpm promedio + ES, n=3.
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Accion de FSH

A posteriori estudiamos el posible sinergismo entre FSH e insulina o IGF-I. Las
células fueron cultivadas con diferentes dosis de insulina a tres concentraciones
de FSH (Figura 2.4). FSH a 2 ng/ml produjo una amplificacion significativa
(p<0,05) del efecto de insulina sobre la sintesis d¢ ADN. Este efecto se produjo
sin una alteracion significativa de la EDs, para insulina (control: 364+70, FSH-2
ng/ml: 249+50 ng/ml; p>0,1). A una concentraciéon de 20 ng/ml, la FSH no
modificé significativamente la respuesta a insulina, pero a 200 ng/ml inhibi
completamente el efecto estimulatorio de esta hormona. En ausencia de insulina,
200 ng/ml de FSH produjeron un leve incremento en la incorporacion de [3H]-

timidina.

El efecto bifasico de la FSH sobre la estunulaciéon de la sintesis de ADN por
insulina se corroboré mediante detenminacién del indice de marcacion. Los
resultados se exponen en la Tabla 2.1 y podemos observar que 2 ng/ml de FSH
produjeron una amplificacion sensible de la estimulacion debida a insulina,
mientras que a la mayor concentracion no hubo diferencia con la estimulacion
observada en los cultivos con insulina sola. El bajo porcentaje de células
marcadas indica que sélo una parte de la poblaciéon de las células de la granulosa
sintetiza ADN en condiciones basales y que la adicion de hormonas sélo induce

la entrada en fase S de una pequeiia fraccion de células.
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Figura 2.4

Efecto de FSH sobre la sintesis de ADN estimulada por insulina.

Las células de la granulosa fueron aisladas de animales tratados con DES durante 3 dias y cultivadas en
ausencia (Controles: O) y en presencia de diferentes dosis de oFSH-16 (2 ng/ml: A, 20 ng/ml: l y 200
ng/ml: ¥), en combinacién con concentraciones crecientes de insulina. Se determiné la timidina tritiada
incorporada entre las 24 y las 60 horas de cultivo. Los resultados fueron expresados en cpm promedio + ES,

n=3.




FSH
(ng/ml)

% nucleos marcados

Control Insulina
0 10,41a 14,7b
2 9,9a 23,6¢
200 6,8d 7,9a,d

Tabla 2.1:

Efecto de FSH e insulina sobre la sintesis de ADN: demostracién autorradiogrifica.
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Las células de la granulosa fueron cultivadas con dos dosis de FSH (oFSH-16) en presencia o ausencia de

insulina. Se determind la timidina tritiada incorporada entre las 24 y las 60 horas de cultivo. El porcentaje de

nucleos marcados fue determinado por conteo de al menos 500 células en cultivos por duplicado. Los valores

; s B = ; 2
que comparten la misma letra no fueron significativamente diferentes (p>0,05, test de i ).
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La densidad celular afecta la interaccion entre FSH e IGF-I.

Los efectos de FSH sobre la sintesis de ADN estimulada por IGF-I fueron
comparables a los observados con insulina. Tanto la estimulacién por IGF-I como
la modulacion por FSH se vié afectada por la densidad celular de los cultivos
(Figura 2.'5). La incorporaciéon de [3H]-timidina, expresada como cuentas por
minuto/10* células, en cultivos tratados con IGF-I y 20 ng/ml fueron de 247+27 y
1810+18 para densidades de plaqueo de 25 y 100 mil células/celda,
respectivamente. Como puede verse en la figura 2.6, la amplificacion por FSH del
efecto de IGF-I se observd a densidades superiores a 25 mil células/celda (7,8 x

10* células/cm?).
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Efecto de la densidad celular sobre la interaccion entre FSH e IGF-1.

Las células de la granulosa fueron aisladas de animales tratados con DES durante 3 dias y plaqueadas a
diferentes densidades celulares: (A)=25, (B)=50, (C)=100 y (D)=200 mil células por celda. Las células fueron
cultivadas en ausencia (barras vacias) y en presencia (barras llenas) de IGF-I (100ng/ml), en combinaciéon con
diferentes dosis de FSH (oFSH-17). Se determind la timidina tritiada incorporada entre las 24 y las 48 horas de

cultivo. Los resultados fueron expresados en cpm promedio + ES, n=3.
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Efecto de la densidad cclular sobre la interaccion entre FSH ¢ IGF-L
Este gréafico muestra los resultados obtenidos en el experimento graficado en la Figura 2.5 en ausencia de FSH
(0) y en presencia de 20 ng/ml FSH (®), expresados como cocientes entre los valores de timidina tritiada

incorporada en presencia y en ausencia de IGF-I (100ng/ml), en funcién de la densidad celular.
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CONCLUSIONES

Se ha descrito que la insulina y el IGF-I estimulan la sintesis de ADN de células
de la granulosa porcinas, bovinas y humanas (136, 69, 139). Sin embargo,
numerosos laboratorios han reportado que ambos péptidos no fueron capaces de
estimular la proliferacion de las células de la granulosa de rata (64, 140), y por
este motivo la validez general de la accion mitogénica de la insulina y el IGF-I ha

sido cuestionada (65).

El sistema de cultivo de células de la granulosa de rata desarrollado en nuestro
laboratorio nos ha permitido observar que la insulina incrementa marcadamente la
sintesis de ADN. La optimizacién del medio nutriente, la cobertura de las placas
de cultivo con coldgeno, altas densidades de plaqueo y una ventana de tiempo
adecuada para las mediciones de incorporacion de [3H]-timidina, probablemente

constituyen factores fundamentales para evidenciar los efectos mitogénicos.

Utilizando este sistema, hemos demostrado que el 1GF-1 fue mas potente que la
insulina al estimular la incorporacion de [ H]-timidina. Esta observacion es
consistente con las potencias relativas de ambos péptidos en la estimulacion de la

sintesis de ADN en células de la granulosa porcinas (136).

Los valores de EDs, para cada péptido pueden estar sobreestimados debido a la
degradacion en el medio de cultivo. Es por esto que, basados en los presentes
resultados, no podemos asegurar que el efecto de insulina esté mediado por la
interaccion con su receptor y no con el receptor homélogo de tipo 1 de IGF-I

(141).
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La amplificacién de los efectos de insulina y de IGF-I observada en presencia de
MIX puede estar mediada por pequeiios incrementos del AMPc¢ enddgeno debido
a la inhibicion de la actividad fosfodiesterasa o a un efecto no especifico no

relacionado con cambios en los niveles de este nucleotido ciclico.

Evidencia de esta ultima posibilidad ha sido presentada por Weinenberg-Ohana y
col.(142), quienes demostraron efectos sobre la diferenciacion de las células de la
granulosa a concentraciones de MIX que no alteran significativamente los niveles

de AMPc intracelular.

En otros tipos celulares la amplificacion observada de los efectos de la insulina
parece deberse a cambios en los niveles de calcio intracelular (143). Si bien las
acciones directas de MIX no pueden descartarse, el hecho que bajas
concentraciones de un analogo del AMPc, el (Bu),AMPc, fueran capaces de
aumentar las acciones de la insulina y del IGF-I, sugiere que el efecto de MIX

esta mediado por un incremento del AMPc intracelular.

La funcién del AMPc como regulador de la proliferacion celular no ha sido
claramente establecida. Se han descrito efectos estimulatorios e inhibitorios sobre
la sintesis de ADN, dependiendo del tipo celular (144)). Los efectos
estimulatorios se han evidenciado casi siempre como producto de un sinergismo
con mitogenos polipeptidicos (144). En esta tesis, si bien hemos observado una
leve estimulacién tanto con FSH como con (Bu);AMPc solos, sus efectos se han
visto marcadamente amplificados en presencia de insulina o de IGF-1. Mas aun,

es posible que incluso en ausencia de estos péptidos, la FSH o el (Bu),AMPc
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estén interactuando con el IGF-I producido endégenamente por las células de la

granulosa en los cultivos (80).

El aumento de la accién del IGF-I sobre la sintesis de ADN podria deberse en
parte a la induccién de receptores de tipo I, ya que un incremento de la unién de
somatomedina-C ha sido descrita para células de la granulosa de rata estimuladas

con FSH o AMPc (145).

Sin embargo, nuestra observacién de una amplificacion similar de los efectos de
IGF-1 y de insulina a una concentracén de este ultimo péptido que no produciria
una marcada interaccion con los receptores de tipo I (141) y la ausencia de
cambios significativos en los valores de EDsg, sugieren que el efecto sinérgico

ocurre a un nivel posterior al de interaccion con el receptor.

En este sentido, el efecto de FSH sobre la sintesis de ADN de las células de la
granulosa estimulada por insulina/IGF-I asemeja al de TSH observado sobre
tirocitos caninos y sobre una linea de células tiroideas de rata: FRTL-5 (144). En
este ultimo sistema, Takahashi y cols. (146) propusieron que la potenciacion del
efecto mitogénico de IGF-I por TSH podria estar mediada por un factor de

amplificacién autocrino.

La secrecion de un factor autocrino explicaria la amplificacion de la interaccién
entre FSH e IGF-I que hemos observado al aumentar la densidad celular de los

cultivos de células de la granulosa de rata.
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Mas recientemente se ha descrito una interaccion entre AMPc y la via de
trasduccion de sefiales del IGF-I a nivel de la fosforilacion de su receptor en

tirosina en células FRTL-5 (147).

La interaccion entre ambas vias en la regulacion de la proliferacion celular puede
ocurrir también a niveles posteriores, como los del control de la expresion de

proteinas especificas involucradas en la respuesta proliferativa (148).

Al respecto, hemos demostrado recientemente que, bajo las condiciones
experimentales de este trabajo, la actividad de ADN-topoisomerasa I, una enzima
requerida para la replicacion del ADN, fue estimulada por FSH y (Bu);AMPc,

mientras que la insulina no tuvo efecto (149).

Los efectos tanto de FSH como de (Bu);AMPc sobre la sintesis de ADN
estimulada por insulina/IGF-I presentan un comportamiento bifasico, siendo las

dosis mas altas comparativamente menos efectivas o atun inhibitonas.

Este tipo de efecto bifasico ha sido descrito previamente para analogos de AMPc

en otros tipos celulares, como las células BHK y células BALB 3T3 (150).

Ademas, Adashi y col.(151) describieron que la modulacion que ejerce la FSH
sobre la liberacion de las proteinas ligadoras de IGF-I (IGF-BP) por parte de las

células de la granulosa de rata en cultivo seria también de naturaleza bifasica.

Sin embargo, la modulaciéon por FSH de la actividad mitogénica de IGF-I no

parece estar vinculada a la biodisponibilidad de este factor de crecimiento, ya que
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resultados similares fueron obtenidos con insulina, la cual no interactiia con estas

proteinas ligadoras (89).

A pesar de ello, no puede descartarse una funcion de estas proteinas ligadoras, en
vista de la evidencia de un efecto, independiente de IGF-I, de estas proteinas
sobre la incorporacion de [ H]-timidina en cultivos de células de la granulosa

estimuladas por FSH (152).

Dorrington y col. informaron que la FSH, sin tener un efecto per se, amplifico la
accion estimulatoria de TGFB sobre la sintesis de ADN de células de la granulosa

de rata (153).

Estos investigadores no observaron una estimulacion significativa de la

incorporacion de [3H]-timidina con IGF-I ni con la asociacion de IGF-I con FSH.

Como ya fue discutido, diversos factores podrian ser responsables de las
discrepancias en los efectos observados de FSH e insulina/IGF-I sobre la sintesis
de ADN. Mas aun, hemos observado que las dosis Optimas para detectar una
amplificacion del efecto de insulina/IGF-I puede variar entre diferentes

preparaciones de FSH (2 y 20 ng/ml para oFSH-16 y oFSH-17, respectivamente).

Por otro lado, si bien la insulina, el IGF-I y dosis bajas de (Bu),AMPc, son
capaces de producir incrementos significativos de la incorporacion de [SH]-
timidina, cuando son agregados por separado, la magnitud de estas respuestas
varia enormemente entre distintos preparaciones de células. En cambio, el efecto
maximo observado con asociaciones de insulina/IGF-I1 con FSH o AMPc fue

comparativamente mas reproducible.
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Nuestra interpretacion de estas observaciones es que la variacion de la respuesta
a un estimulo aislado, entre distintas preparaciones celulares, puede ser producto
de diferencias en los niveles basales de AMPc intracelular o de IGF-I endogeno,

que podrian interactuar con la insulina/IGF-I y con AMPc agregados,

respectivamente.

En este contexto es dificil asegurar cudl es el estimulo primario para la
proliferacion de las células de la granulosa. Sin embargo, es presumible que,
como ha sido descrito para una variedad de tipos celulares (144), la funcién del

AMPc sea la de aumentar el efecto mitogénico de insulina/IGF-1.

El requerimiento de la asociacion de FSH a insulina para la estimulacion de la
sintesis de ADN de las células de la granulosa descrito en este trabajo, seria
congruente con los resultados obtenidos con ovarios inmaduros de rata

perfundidos en cultivo (154).

En este sistema, la FSH produjo un aumento transiente de la incorporaciéon de
[ H]-timidina cuando fue agregada sola y amplificé el efecto estimulatorio de

insulina después de 24 horas de perfusion.

Se han acumulado evidencias que indican que el IGF-I cumple una funcion clave
como regulador intraovarico del desarrollo folicular. La mayoria de los estudios
sobre la accion de IGF-I se han ocupado de la amplificacion que produce sobre la

diferenciacion celular inducida por FSH (65).

Los resultados presentados en esta tesis sugieren que la interaccion entre FSH e

IGF-1 también estaria involucrada en la regulacion de la proliferacion de las
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células de la granulosa. En este sentido, la accion mitogénica de la FSH estaria
involucrando, no solo la estimulacién de la produccion de IGF-I por las células de
la granulosa (80), sino también la modulacion del efecto mitogénico de este factor

a través de un mecanismo mediado por AMPc.
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CAPITULO 3
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ACCION CONCERTADA DE GONADOTROFINAS Y ESTEROIDES

En contraste con los efectos establecidos de los factores de crecimiento
peptidicos sobre la proliferacion de las células de la granulosa in vitro (61), la
accién de las gonadotrofinas y de los estrogenos, conocidas como las principales
hormonas troficas involucradas en el control del crecimiento folicular in vivo

(55,57) ha sido dificil de demostrar en células de la granulosa in vitro.

Sobre esta base, se ha considerado que los efectos de FSH y estradiol sobre la
proliferacion de las células de la granulosa estan mediados por factores de
crecimiento peptidicos producidos localmente (61). En este sentido ya hemos

observado que:

1) El tratamiento con estradiol sensibiliza a las células de la granulosa de rata al
efecto mitogénico de la insulina y al efecto de un factor de crecimiento derivado

de células tecales/intersticiales.

2) La FSH ejerce un efecto co-mitogénico con IGF-I a través de un mecanismo

mediado por AMPc .

En estudios mas recientes hemos encontrado que ,si bien la FSH y el estradiol no
tienen efecto cuando se agregan separadamente al cultivo, la combinacion de
ambas hormonas produce una marcada estimulacion de la sintesis de ADN de las

células de la granulosa de rata (156).
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RESULTADOS

Interaccion entre FSH y estradiol: Curvas de tiempo.

La Figura 3.1 nos muestra las curvas de tiempo de incorporacion de [3H]-timid'ma
a células de la granulosa de rata tratadas con dosis crecientes de FSH, en
presencia y ausencia de estradiol. Puede observarse cémo, en ausencia de
estradiol o FSH, los niveles de incorporacion caen desde los valores
comparativamente altos observados inmediatamente después del plaqueo, hasta
un nivel basal bajo y comienzan a aumentar después de las 60 horas de cultivo.
Dosis crecientes de FSH producen una disminucién progresiva de la
incorporacion global. A la dosis maxima utilizada (200 ng/ml) se observa un leve
incremento en la velocidad de incorporacién de [3H]-timidina, que ya comienza a
aumentar respecto del nivel basal entre las 48 y las 60 horas posteriores al
plaqueo.

La presencia de estradiol en los cultivos, no induce cambios evidentes en el perfil
de la curva de tiempo, pero los niveles maximos alcanzados entre las 60 y 96
horas se reducen al 60% (comparar los paneles superior e inferior de la figura).
Sin embargo, en presencia de estradiol se observa un notable cambio en la
respuesta de las células a FSH. En presencia del esteroide, una dosis de 20 ng/ml
de FSH produce un incremento dramatico de la incorporacion de [JH]-timidina
observado después de las 24 horas. Este efecto, aunque menos pronunciado, se

observa también a la dosis maxima (200 ng/ml).

Basados en estos resultados, la incorporacion de timidina se llevo a cabo entre las

24 y las 48 horas posteriores al plaqueo, en todos los experimentos subsiguientes.
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Figura 3.1

Interaccion entre FSH y estradiol: Curvas de tiempo.

Las células de la granulosa fucron aisladas de animales tratados con DES durante 3 dias y cultivadas en
ausencia (panel A) y en presencia (panel B) de estradiol (100ng/ml), con dosis crecientes de FSH: 2 ng/ml (V)
; 20 ng/ml (M ) y 200 ng/ml (A) y grupos controles (0). Se determiné la incorporacién de timidina tritiada
durante periodos consecutivos de 12 horas. Los resultados fueron expresados en cpm por celda + ES, (n=3) y

corresponden a un experimento representativo de tres experimentos diferentes.




Interaccion entre FSH y otros esteroides sexuales

Efecto de andrégenos aromatizables.

Con el objeto de evaluar la especificidad del efecto estrogénico comparamos la
capacidad de diferentes esteroides para interactuar con una dosis Optima de FSH
en la estimulacion de la sintesis de ADN.

Los andrégenos aromatizables como androstenodiona y testosterona resultaron
tan potentes como el estradiol en la estimulacion de la incorporacion de [3H]-

timidina (Figura 3.2).

Efecto de andrégenos Sa-reducidos.

De modo similar y para nuestra sorpresa, los andrégenos Sa-reducidos como la
5a-dihidrotestosterona, Sa-androstano-3a,17B-diol y androsterona también
fueron capaces de interactuar de manera sinérgica con FSH (Figura 3.3).
Comparando las curvas de dosis-repuesta para estradiol y dihidrotestosterona
(figura 3.4) no se observan diferencias significativas en las EDso de ambos

esteroides (10£5 ng/ml).

Ni el estereoisomero 58 de la dihidrotestosterona (58-androstan-178-o0l,3-ona,
Figura 5), ni el epimero 178 de la testosterona (datos no mostrados) evidenciaron

interaccion significativa con FSH.



90

[*H]-timidina incorporada (cpm/celda x 10°%)
D
- Y

)

> O A T Y
mmmm AW

F T Y
F)) 1 T Y

AN
LTI

NI

T

SO

-
o
o
=k
-

1

@)
-
-
o
-
o
(@]
-
-
o

0 ng/ml

m
-1 o

Figura 3.2

Efecto de androgenos aromatizables.

Las células de la granulosa fueron aisladas de animales tratados con DES durante 3 dias y cultivadas con dosis
crecientes (1 a 100 ng/ml) de estradiol (E), androstenodiona (A) y testosterona (T), en ausencia (barras llenas) y
en presencia (barras rayadas) de FSH (20 ng/ml). Se determind la timidina tritiada incorporada entre las 24 y

las 48 horas de cultivo. Los resultados fueron expresados en cpm promedio + ES, n=3.
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Efecto de andrégenos Sa-reducidos.

Las células de la granulosa fucron aisladas de animales tratados con DES durante 3 dias y cultivadas con dosis
crecientes (1 a 100 ng/ml) de Sa-dihidrotestosterona (5a-DHT), Sa-androstano-3a,17B-diol (5a-DIOL) y
androsterona, en ausencia (barras llenas) y en presencia (barras rayadas) de FSH (20 ng/ml). Se determiné la
timidina tritiada incorporada entre las 24 y las 48 horas de cultivo. Los resultados fueron expresados en cpm

promedio + ES, n=3.
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Curvas dosis respuesta de esteroides: interaccion con FSH.

Las células de la granulosa fueron aisladas de animales tratados con DES durante 3 dias y cultivadas en
presencia de concentraciones crecientes de estradiol (0J) y de Sa.-dihidrotestosterona (O), en presencia de FSH
(20ng/ml). Se determiné la timidina tritiada incorporada entre las 24 y las 48 horas de cultivo. Los resultados

fueron expresados en cpm promedio £ ES, n=3.
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Efecto de progestagenos

El esteroide sintético MPA, que ha demostrado actuar como andrdgeno, como
progestageno y como glucocorticoide (157,158), interactud con FSH
evidenciando una potencia comparable a la observada con DHT (Figura 3.5),
mientras que, bajo las mismas condiciones, la progesterona fue completamente
inefectiva.

Mas aun, el agregado de progesterona (100 ng/ml) no altera la respuesta de las
células a FSH observada en presencia tanto de estradiol como de DHT

(resultados no mostrados).

Interacciéon de FSH con andrdégenos: bloqueo de receptores.

Con el objeto de verificar si el sinergismo observado entre FSH y DHT esta
mediado por el receptor de androgenos ensayamos el efecto del antiandrégeno
puro hidroxiflutamida. Como se puede observar en la Figura 3.6, este antagonista
no modifica el efecto de estradiol, pero suprime completamente el efecto de

DHT.

En la Tabla 3.1 se puede ver que los efectos de estradiol y DHT a dosis efectivas

maximas no fueron aditivos.
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Efecto de andrégenos y progestigenos.

Las células de la granulosa fueron aisladas de animales tratados con DES durante 3 dias y cultivadas con dos
dosis (10 y 100 ng/ml) de 5a-dihidrotestosterona (5a-DHT), 5B-dihidrotestosterona (58-DHT), acectato de
medroxiprogesterona (MPA) y progesterona (P), en ausencia (barras llenas) y en presencia (barras rayadas) de
FSH (20 ng/ml). Se determin6 la timidina tritiada incorporada entre las 24 y las 48 horas de cultivo. Los

resultados fueron expresados en cpm promedio + ES, n=3.
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[*H]-timidina incorporada (cpm/celda x 10-3)
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Figura 3.6

Bloqueo de accion androgénica.

Las células de la granulosa fueron aisladas de animales tratados con DES durante 3 dias y cultivadas sin
tratamiento (C), con FSH (20ng/ml, FSH) y con combinaciones de FSH y esteroides (10ng/ml, FSH+E y
FSH+DHT), en ausencia (barras vacias) y en presencia (barras llenas) de hidroxiflutamida (I1pg/ml). Se
determind la timidina tritiada incorporada entre las 24 y las 48 horas de cultivo. Los resultados fueron
expresados en cpm promedio + ES(n=3) y corresponden a un experimento representativo de dos experimentos

diferentes.




Tratamiento [3H]-timidina incorporada
(cpm/celda)

C 1227 + 244a

E 9269 + 383b

DHT 9593 £ 973b

E+DHT 10652 + 420b

Tabla 3.1

Interaccién entre FSH y csteroides sexuales: presencia simultanca de estradiol y DHT.
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Las células de la granulosa fueron aisladas de animalcs tratados con DES durante 3 dias y fueron cultivadas en

presencia de FSH (20ng/ml) cn combinaci6n con diferentes tratamientos: control (C), estradiol (100ng/ml, E),

Sa-dihidrotestosterona (100ng/ml, DHT) y la suma dc ambos cstcroides (100ng/ml c/u, E+DHT). Se determind

la timidina tritiada incorporada cntrc las 24 y las 48 horas dc cultivo. Los resultados fueron expresados ¢n cpm

promedio £ ES(n=3).
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Accion de AMPec.

Para comprobar si la interaccion entre FSH y los esteroides sexuales podria estar
mediada por el aumento de los niveles de AMPc, ensayamos el efecto del

analogo (Bu),AMPc en presencia de androstenodiona.

En combinacién con este esteroide, dosis crecientes de (Bu),AMPc produjeron
un efecto bifasico sobre la sintesis de ADN (figura 3.7). Se observé un aumento
de la incorporacion de timidina en el rango de 0,1 a 0,5 mM, mientras que
concentraciones superiores a ImM del andlogo produjeron una inhibicion

completa de la sintesis de ADN.

En ausencia de androstenodiona se observd una estimulacion significativa
(p<0.05) de la sintesis de ADN a dosis de (Bu),AMPc entre 0,2 y 0,4 mM que

revirtié a concentraciones mayores.

Similitud de 1a respuesta a hormonas proteicas y esteroides

Como puede verse en la Figura 3.8, hay un sorprendente paralelismo entre las

curvas dosis-respuesta de FSH en presencia de androstenodiona, insulina e IGF-I.

La principal diferencia observada entre las tres curvas fue que la androstenodiona
no tuvo efecto en ausencia de FSH o a dosis maximas de la gonadotrofina,

mientras que ese no es el caso con insulina e IGF-1.
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Si bien los niveles de incorporacion observados a una dosis Optima de FSH
fueron similares tanto para los esteroides (estradiol y androstenodiona), como
para insulina/IGF-, los tres tipos de estimulos producen efectos superaditivos.

La Tabla 3.2 muestra los resultados obtenidos de cultivos de células de la
granulosa tratados con diferentes combinaciones de FSH, estradiol e insulina. El
efecto de la insulina fue amplificado por la FSH. La interacciéon entre FSH y
estradiol fue aun evidente en presencia de insulina. La maxima estimulacion,
observada en presencia de las tres hormonas, representa un incremento de 27

veces sobre los valores basales.

Respuesta de diferentes subpoblaciones de células de la granulosa

Con el objeto de determinar la existencia de subpoblaciones de células de la
granulosa que presentasen una respuesta diferencial a FSH y hormonas
esteroideas en términos de sintesis de ADN, se intenté la separaciéon de las

células utilizando la técnica de centrifugacion en gradiente de densidad (159).

Se aislaron cinco fracciones, correspondientes a un rango de densidades entre
1,031 a 1,017 g/ml, y se cultivaron en presencia de FSH, androstenodiona y una

combinacion de ambas hormonas.

En la Tabla 3.3 puede verse que todas las fracciones aisladas (con excepcion de
la fraccion 5, de menor densidad, correspondiente al 5% del namero total de

células) mostraron una respuesta comparable.
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Interaccion entre FSH y androstenodiona mediada por AMPc.

Las células de la granulosa fueron aisladas de animales tratados con DES durante 3 dias y cultivadas cn
presencia (®) y ausencia (0) de androstenodiona (100ng/ml), con concentraciones crecientes de (Bu),AMPc. Se
determind la timidina tritiada incorporada cntre las 24 y las 48 horas de cultivo. Los resultados fueron

expresados en cpm promedio + ES, n=3.
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Paralelismo entre la interaccion de FSH con esteroides y factores proteicos.

Las células de la granulosa fueron aisladas de animales tratados con DES durante 3 dias y cultivadas en
presencia de: controles (O), 100 ng/ml de androstenodiona (OJ),1ug/ml de insulina (®) y 100ng/ml de IGF-I
(A), en ausencia y en presencia de concentraciones crecientes de FSH. Se determiné la timidina tritiada
incorporada entre las 24 y las 48 horas de cultivo. Los resultados fueron expresados en cpm promedio + ES,

n=3.




[*H]-timidina tritiada
Tratamiento (cpm/celda)
Control Insulina
C 788 +27a 1148 +313a
E 836 + 40a 2288 + 169a,b
FSH 852 + 130a 10758 + 592¢
FSH+E 9880 + 1410b,c 21093 +3384d
Tabla 3.2
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Efccto dc la combinacién dc FSH, csteroides y factores proteicos.

Las células de la granulosa fucron aisladas dc animales tratados con DES durante 3 dias y cultivadas con 20
ng/ml de FSH, 100 ng/ml de cstradiol (E) y la suma de ambos (FSH+E), en ausencia y en presencia de insulina
(1pg/ml). Se determind la timidina tritiada incorporada cntre las 24 y las 48 horas de cultivo. Los resultados

fucron expresados cn cpm promedio + ES, n=3.
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CONCLUSIONES

Si bien la FSH y el estradiol son potentes estimulos para la proliferacion de las
células de la granulosa in vivo (57), el efecto mitogénico de estas hormonas ha
sido dificil de demostrar en los sistemas de cultivo comunmente utilizados para

estudios de la diferenciacion de estas células (64).

En la presente tesis se ha desarrollado un sistema de cultivo de células de la
granulosa que nos ha permitido demostrar por primera vez que la combinacién de
FSH y esteroides sexuales, a concentraciones fisiologicas, estimulan la sintesis

de ADN de las células de la granulosa de rata in vitro.

Los datos presentados demuestran que cuando se cultivaron células de la
granulosa de rata purificadas en presencia de dosis crecientes de FSH, el efecto

global sobre la sintesis de ADN fue inhibitorio.

Como ya fuera descrito, el estradiol tiene un efecto nulo o levemente inhibitorio
sobre células purificadas. Sin embargo, en presencia de este esteroide hubo un
cambio dramatico en el efecto de FSH, evidenciado por la apariciéon de un efecto

estimulatorio de la gonadotrofina.

El aumento de la incorporacion de timidina en presencia de FSH (20 ng/ml) y
estradiol podria estar reflejando una entrada adelantada en fase S y una reduccién

del tiempo de duplicacion de 84 a 48 horas.
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Este efecto es similar a producido por el agregado de un analogo de AMPc a
cultivos de foliculos murinos intactos, el cual induce una reduccién del tiempo de

duplicacion de las células de la granulosa de 120 a 64 horas (160).

Epstein-Almog y Orly (138) demostraron que las células de la granulosa de rata
incorporan timidina sincronizadamente y en una estrecha ventana de tiempo entre
el cuarto y sexto dia posterior al plaqueo. Estos autores no observaron, sin
embargo, diferencias significativas entre cultivos tratados con FSH y FSH mas

androstenodiona.

Numerosas diferencias en las condiciones experimentales, como el uso de dosis
comparativamente altas (100 ng/ml) de FSH y los suplementos empleados en el

medio de cultivo podrian explicar estas discrepancias.

Por otro lado, MacNatty y Sawers, demostraron que el agregado de una
combinacién de FSH y estradiol a cultivos de células de la granulosa humanas en

diferentes estadios foliculares estimulé marcadamente el indice mitético (161).

En un trabajo reciente describimos como la FSH y el estradiol fueron incapaces
de estimular la proliferacion de células de la granulosa/luteinicas humanas (156).
Sin embargo, la ausencia de efecto se deberia, en apariencia, a la secrecion de un

factor de crecimiento inhibitorio.

Peluso y col. demostraron en un sistema de perfusion de ovarios de rata o
foliculos aislados que el tratamiento, tanto con FSH, como con un analogo de
AMPc incrementd la sintesis de ADN de las células de la granulosa. Este efecto

fue mas pronunciado en foliculos con altos niveles de estrogenos (162).
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Mas recientemente, estos autores describieron que, si bien el anilogo de AMPc
fue incapaz de incrementar la incorporacion de timidina en células de la granulosa
aisladas cultivadas por 24 horas, un antagonista de AMPc inhibié el efecto

mitogénico de ésteres de forbol (163).

El hallazgo de una actividad estimulatoria comparable a la de los estrogenos por
parte de los androgenos no-aromatizables resulté bastante sorprendente, ya que la
accion androgénica se relaciona usualmente con un efecto deletéreo sobre el
desarrollo folicular. Este concepto se basa principalmente en la asociacion entre

una relacion androgenos/estrogenos alta y la atresia folicular (164).

Sin embargo, los efectos estimulatorios sobre las células de la granulosa de
foliculos preantrales y la induccion de la atresia pueden representar fendmenos

separados (165).

Los androgenos, interactuando con receptores especificos, son capaces de
reproducir algunos (aunque no todos) los efectos de los estrogenos sobre la

diferenciacion celular inducida por FSH (64).

Por ello resulta plausible que el sinergismo entre los esteroides sexuales, tanto
estrogenos como andrégenos, y FSH sea otra consecuencia de la accion

pleiotrépica de estas hormonas sobre las funciones del foliculo ovarico.

El efecto estimulatorio del MPA es aparentemente mediado por su acion

androgénica (157), ya que la progesterona careci6 totalmente de efecto.
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Se ha desripto que este compuesto estimula la proliferacion de una linea de
células de carcinoma mamario murinas sensibles a androgenos (células Shionogi)

(166).

Las células de la granulosa separadas de acuerdo a su densidad no exhibieron
mayores diferencias en su respuesta a una combinacién de androstenodiona y

FSH, con la excepcion de una fraccion minoritaria (1,014 g/ml) que no respondio.

Estudios previos de Kasson y col. sugirieron la existencia de subpoblaciones de
células de la granulosa aisladas de ratas hipofisectomizadas mediante

centrifugacion en gradiente de densidad.

Si bien no pueden hacerse comparaciones directas, debido a que no se
consignaron las densidades correspondientes a estas subpoblaciones, es llamativo
que la fraccion minoritaria correspondiente a la menor densidad, tampoco

respondi6 a FSH (159).

Dorrington y cols. (110) propusieron que el efecto de los estrogenos sobre la
proliferacion de las células de la granulosa de rata estaria mediado por TGFB. A
su vez, este factor interactuaria con FSH de un modo sinérgico para estimular la

sintesis de ADN (153).

Sin embargo datos preliminares obtenidos en nuestro laboratorio, indican que el
sinergismo estre estradiol y FSH es evidente atin en presencia de dosis maximas

efectivas de TGFB (132).
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Por lo tanto, en nuestras condiciones de ensayo, la interacion entre ambas

hormonas no parece involucrar cambios en el TGFB.

Por otro lado, cambios en la produccion local de IGF-I y/o sus proteinas ligadoras
no serian absolutamente necesarios para la interaccion entre FSH y esteroides
sexuales, ya que fue igualmente observada en presencia dosis maximas de
insulina. Sin embargo, la existencia de un mecanismo autocrino de regulacion que
involucre a algin factor de crecimiento aun no identificado, no puede ser
descartada completamente, ya que el sinergismo entre FSH y los esteroides

sexuales se observa so6lo en cultivos de alta densidad de plaqueo.

Las curvas dosis-respuesta, tanto para FSH como para un analogo de AMPc, en

presencia de androgenos o estradiol fueron bifasicas.

Este tipo de curvas han sido observadas igualmente para la interaccion entre FSH
e insulina/IGF-I. Efectos bifasicos similares de AMPc fueron descriptos para la
estimulacion in vitro de la sintesis de ADN en células de la granulosa humanas
(167). De esta manera, la naturaleza bifasica de la respuesta a AMPc no seria

peculiar de la regulacion de la proliferacién celular.

Sin embargo, vale la pena destacar que tanto los datos de Yong y cols. (167)
como los nuestros indican que las maximas concentraciones de FSH o AMPc,
con efecto nulo o inhibitorio sobre la sintesis de ADN, tienen un efecto maximo

sobre 1a biosintesis de esteroides.

Esto estaria indicando una disociacion entre los niveles optimos de AMPc

requeridos para inducir el crecimiento o la diferenciacion celular.
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Los datos presentados en esta tesis apoyan el concepto de que la FSH estimula el

crecimiento de las células de la granulosa a través de un proceso mediado por

AMPc.

Las acciones del AMPc como regulador de la proliferacion celular varian desde
inhibitorias hasta estimulatorias, dependiendo del tipo celular y las condiciones
experimentales. La estimulacién de la proliferacion celular por AMPc parece

estar restringida a unos pocos tipos celulares (144).

Sus efectos inhibitorios parecen deberse al bloqueo de la activacion de raf
dependiente de ras, con la consiguiente inhibicién de la via de la quinasa activada

por mitogeno (MAP) (168,169).

Uno de los ejemplos mas conspicuos nos lo ofrecen los tirocitos caninos. Se ha
demostrado recientemente en estas células, que la cascada mitogénica
dependiente de AMPc difiere de aquella gatillada por EGF o ésteres de forbol en
que no involucra la fosforilacion y traslocacion nuclear de las quinasas MAP p42

y p44 (170).

Mas recientemente, sin embargo, se ha descripto en células de la granulosa la via
de la MAP quinasa puede ser activada por FSH a través de un mecanismo

mediado por la activacion del AMPc (171).
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CONCLUSION FINAL
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Hemos podido ver a lo largo de esta tesis que multiples factores estan
involucrados en la regulacion de la sintesis de ADN de las células de la granulosa

de rata

Si bien hemos visto que la insulina y el IGF-I son capaces de interactuar con el
AMPc para dar curvas de dosis respuesta similares a las observadas con
androgenos y estrogenos, mecanismos diferentes estarian involucrados, ya que la
interaccion entre FSH y estradiol pudo ser amplificada en presencia de una dosis
maxima efectiva de insulina. Esto sugiere que el control de la sintesis de ADN en
las células de la granulosa de rata integra cascadas de diferentes seiiales de

transduccion.

Queda por determinar si esta integracion ocurre al nivel de los promotores de los
genes que controlan la progresion de fase Gl a S del ciclo celular o si cada
hormona controla componentes discretos del mecanismo responsable de este

evento.

En conclusion, los datos aqui presentados demuestran que, si bien la FSH
actuando via un proceso mediado por AMPc, puede estimular la proliferacion de
las células de la granulosa, las acciones mitogénicas de la gonadotrofina son muy
dependientes de la concentracién, requieren de la presencia de esteroides
derivados de las células de la teca y pueden ser modulados por factores de

crecimiento peptidicos intraovaricos.

La interrelacion entre la estimulacion por la hipéfisis y la modulacion por
reguladores locales parece ser fundamental en la seleccion de los foliculos

ovulatorios en los mamiferos.
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