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Resumen

Esta tesis estd dirigida al estudio de factores regulatorios, de produccién y accidn local, que
controlan el desarrollo del foliculo ovirico en mamiferos. El modelo que se escogi6 es el
bovino, del cual se obtuvo tluido folicular de foliculos en diversos estadios de desarrollo asi
como también células de la granulosa con las que se establecieron cultivos primarios.
Alternativamente se utiliz6 la linca celular BGC-1, obtenida a partir de cultivos primarios de
granulosa bovina, la cual fue validada en términos de su respuesta proliferativa y productos
de secrecion caracteristicos de los estadios inmaduros de desarrollo folicular. Se determiné
que la actividad mitogénica presente en medios condicionados de células BGC-1 cs debida a
la presencia de ftibronectina (IFN). La expresion de ésta fue estimulada por la acciéon del
factor de crecimiento transformante B (I'GF-B), el cual a su vez alter6 el patréon de
“splicing” del ARNm de FN, estimulando la inclusion del exén ED-1 (FN-ED-I7).
Posteriormente, se determind por Western blot que existen importantes cambios en la
expresion de FN-ED-1" a lo largo del desarrollo folicular, los cuales estin correlacionados
inversamente con la actividad gonadotréfica en cada foliculo, evaluada a través de los niveles
de estradiol en fluido folicular. Asimismo, el tratamiento de cultivos primarios con AMPc,
mediador de la accién de gonadotrofinas, reduce sensiblemente la expresion de FN-ED-I".
Finalmente se determiné que el dominio ED-I confiere propiedades de factor de
crecimiento a la FN, ya que un péptido recombinante de esta regién promovié la
proliferacion de cultivos de células BGC-1.

Estos resultados indican que la FN jucga un papel importante en el desarrollo folicular,
regulando la proliferacion de las células de la granulosa en las primeras etapas del desarrollo

folicular.
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Abstract

This thesis is aimed at studying the production and action of local regulatory factors that
control ovarian follicular development in mammals. The experimental system chosen was
the bovine. Therefore, follicular fluid and granulosa cells were collected from follicles at
different developmental stages. Alternatively, a bovine granulosa cell line, obtained from
primary cultures, was used. This cell line was validated in terms of its proliferative response
and the characteristic sccretion products, typical trom immature stages of follicular
development. It was determined that the mitogenic activity present in BGC-1 conditioned
medium can be ascribed to the presence of fibronectin (FN). The expression of this
extracellular matrix protein was stimulated in culture by the addition of transforming growth
factor B (TGF-B), which also altered the pattern of alternative splicing, stimulating the
inclusion of the ED-I exon. Then, it was determined that by Western blot that there are
important changes in the expression of ED-I'FN during follicular development. This
changes are inversely correlated with FHS activity, estimated by the levels of estradiol in
follicular fluid. Moreover, the treatment of primary cultures with cAMP, that mediates the
action of gonadotropins, reduced the expression of ED-I"FN. Finally, it was determined
that the ED-I region confers growth factor like properties to the FN molecule, since a
recombinant peptide of this region promoted BGC-1 cells proliferation.

These results indicate that FN plays an important role in the ovary, regulating the

proliferation of granulosa cells in the early stages of follicular development.



Key Words
Granulosa cell

Growth Factors
Follicular development
Fibronectin
Alternative splicing

TGF-B

Ovary



INDICE

INTRODUCCION

Desarrollo del foliculo ovarico

Fase preantral. Crecimiento

Fase antral. Seleccién del foliculo dominante
Biosintesis de esteroides oviricos. Teoria de las dos células

Factores locales en el control del desarrollo folicular

El sistema intraovarico del Factor de Crecimiento Similar a la Insulina I (IGF-I)

El sistema intraovarico del Factor de Crecimiento transformante 3 (TGF-3)
La Fibronectina
El TGF-B y la Fibronectina

Las células BGC-1 y los cultivos primarios

OBJETIVOS

MATERIALES Y METODOS

Materiales

Establecimiento de cultivos primarios

Cultivo de las células BGC-1

Marcacién metabdlica, electroforesis en geles de poliacrilamida y fluorografia

Determinacién de actividad 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa/A®" isomerasa

(3BHSD) en células BGC-1
Metabolismo de esteroides y anilisis en cromatografia en capa delgada
Clonado de las células BGC-1
Preparado y caracterizaciéon del medio condicionado (MC) de células BGC-1
Microconcentradores
Tripsina
Cromatografia de afinidad en columnas de Heparina
Obtencién de células de la granulosa de rata

Diferenciacién celular

o 0 N U LW NN

10
13
13

15

17
18
18
18
19

19
20
21
22
22
22
22
23
23



Colecta de fluido folicular y purificacién de la FN
Radioimunoensayos
Ensayo de sintesis de ADN
Péptidos recombinantes
Anticuerpos
FN total
FN-ED-I"
Inmunoprecipitacién de FN
Western blots cuantitativos
Preparado de la muestras
Western blot
Cuantificacién
Extraccion de ARN y Northern blots
Experimentos de adhesién celular

Anilisis estadistico

RESULTADOS

1.Comparacién entre cultivos primarios de células de la granulosa y la linea celular

BGC-1
1.1Secrecién de proteinas
1.2Metabolismo de esteroides
2. Regulacién autocrina de la proliferacion
2.1 Clonado de las células BGC-1
2.2 Caracterizacion del medio condicionado
2.3 Efecto del MC sobre cultivos primarios de rata
3. Efecto del Factor de Crecimiento Transformante B (TGF-) sobre células
BGC-1
3.1 Sintesis de ADN
3.2 Regulacién de la expresion de fibronectina
3.2.1 Secrecién de FN
4. Papel de la variante ED-I" de fibronectina en el desarrollo folicular

4.1 Expresion de FN-ED-I" en el fluido folicular

23
24
24
25
25
25
25
26
26
26
26
28
28
28
29

30
3

31
31
36
36
39
46



4.2 Concentracién de FN-ED-I" y el estado fisiologico del foliculo

4.3 Regulacion del “splicing” alternativo de la fibronectina en cultivos primarios
de células de la granulosa bovina

4.4 Regulacion del “splicing” alternativo en células BGC-1

4.5 El dominio ED-I de fibronectina estimula la proliferacién de células de la
granulosa

4.6 El dominio ED-I de FN bloquea la adhesién de las células de la granulosa al

sustrato

DISCUSION
Las células BGC-1 y los cultivos primarios
El medio condicionado
Papel de la variante ED-I" de fibronectina en el desarrollo folicular
El dominio ED-I durante el desarrollo folicular
La funcién del dominio ED-I

Regulacion de la expresion de FN y del “splicing” alternativo

CONCLUSIONES

BIBLIOGRAFiA

54

58
58

60

63

66
67
69
71
!
73
74

76

78



Introduccion

INTRODUCCION



Introduccion 2

Desarrollo del Foliculo Ovarico

El foliculo es la unidad funcional del ovano. Su funcién primaria es la liberacién de un ovocito capaz de
ser fertilizado. Este proceso involucra ¢l crecimiento y la maduracidn del foliculo, asi como también, el
crecimiento, meiosis y ovulacion del ovocito. Cada foliculo esta constituido por un ovocito rodeado por
células de la granulosa, un tipo celular de ongen epitelial. Este complejo ovocito-granulosa esta envuelto
por una membrana denominada lamina basal. Segun el estadio de desarrollo en que se encuentre el
foliculo, es posible distinguir por fuera de la lamina basal un tipo celular mesenquimatico denominado

teca.

Fase preantral. Crecimiento

El foliculo es una estructura esencialmente dindmica, que a lo largo de cada ciclo estral pasa por diversas
ctapas. Cada ovario contiene una reserva de unos cientos de miles de foliculos primordiales que estan
constituidos por un ovocito en arresto meidtico (profase I), denominado ovocito primarnio, y una capa
simple de células pregranulosa encerradas por la lamina basal. La fase de crecimiento preantral
comprende la conversion del foliculo primordial (de alrededor de 30 um de diametro) a foliculo
sccundano maduro (con un didmetro de 120 um). Este proceso se considera independiente de
gonadotrofinas y esta caracterizado por la transformacion de las células pregranulosa de aspecto achatado
en verdaderas células de la granulosa epiteliales cuboides. Este es ahora un foliculo primario. En esta
etapa las células de la granulosa secretan mucopolisacaridos hasta formar alrededor del ovocito la
denominada zona pelicida (21). También en esta ctapa se establecen las uniones estrechas entre las
células de la granulosa y entre ellas y el ovocto dando como resultado una estructura sincicial.
Gencralmente se asume que estas uniones pueden ser importantes en el transporte de pequefias
moléculas entre las células de la granulosa cercanas y el ovocito. Ademds, este sistena seria el
responsable del control del arresto meidtico en los ovocitos. Simultineamente, las células de la granulosa
comienzan un proceso de proliferacién, aumentando el nimero de capas intrafoliculares y se diferencian
las células de la teca a partir de células del estroma ovarico, alcanzandose de esta forma el estadio de
foliculo secundano. Asi, las células de la granulosa presentan, por pnmera vez, receptores para I'SH,
estrogenos y andrégenos, y las células de la teca expresan receptores para LH. Al formarse la capa tecal se

adquiceren vasos sanguineos con un par de arteriolas adyacentes a la lamina basal.
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De entre estos foliculos se reclutan aquellos foliculos que seguiran las siguientes ctapas de maduracién
que los transformaran de foliculos secundarios preantrales (entre 0,1 y 0,2 mm) en foliculos antrales (con
un diametro de mas de 2 mm). Estc incremento de 15 veces en el diametro total del foliculo es el
resultado de un aumento de 600 veces en ¢l numero de células de la granulosa y de la aparicién una
nueva cavidad, el antro, en donde se vuelcan los productos de secrecion de las células foliculares. En este
momento el ovocito toma una posicioén excéntrica y es rodeado por 2 o 3 capas de células de la granulosa
que se denominan “cimulus oophorus”. El fluido antral, o folicular, contiene hormonas esteroideas
libres y unidas a proteinas ligadoras, proteinas del plasma menores del peso molecular limite que permite

la lamina basal (97), proteinas de produccion local, proteoglicanos y electrolitos (27).

A partir de esta etapa, paulatinamente se van a diferenciar 3 poblaciones de células de la granulosa: las
células murales, las antrales y las del camulus. Las células murales, mas cercanas a las lamina basal y por
consiguiente a la teca, son esteroidogénicamente mas activas por lo que poseen altos niveles de la enzima
3B-hidroxiesteroide-deshidrogenasa-A>4isomerasa (126). Las células antrales manticnen un estado menos
diferenciado y retienen una mayor capacidad proliferativa. Estas 2 poblaciones seran incorporadas en el
cuerpo luteo luego de la ovulacién. Otro es el destino de las células del cimulus, que son liberadas junto

con ¢l ovocito en el momento de la ovulacion.

Fase antral. Seleccion del foliculo dominante. El ciclo estral de la vaca es de 21 dias. A diferencia de
otras especies, cn el bovino se pueden detectar 2 o 3 cohortes de foliculos (son las llamadas ondas
foliculares) que se desarrollan sucesivamente en un mismo ciclo estral. El comienzo de la primera onda
folicular se puede detectar sonograficamente como un grupo de pequefios foliculos antrales de 4 mm de
didgmetro justo antes del dia de la ovulacion. A los pocos dias, uno de los foliculos se hace “dominante”
mientras que el resto sc transforma en “‘subordinados”. A los 10 dias postovulacidn, una segunda onda
folicular emerge y, para las vacas que presentan 3 ondas, a los 16 dias emerge otra. El foliculo ovulatorio
se ornigina de la ultima onda (36). El destino de los foliculos subordinados es sufnir la atresta, un proceso
degenerativo caracterizado por masiva apoptosis de todos los componentes celulares (44). Tipicamente,
un foliculo, el foliculo dominante, (pueden se mas dependiendo de la especie) cscapa a la atresia,

continua creciendo y madurando para eventualmente ovular.

El mecanismo responsable del fendmeno de seleccion folicular adn no ha sido plenamente establecido.

El momento en que ocurre la seleccion cs aquel en que comienza a observarse una gran diferencia en la
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tasa de crecimiento entre el futuro foliculo dominante y el foliculo subordinado mas grande. Este
momento se denomina tiempo de desviacion y en la vaca ocurre alrededor de 3 dias después de que cl
futuro foliculo dominante alcanzara los 4 mm de diametro (36). El resto de los foliculos subordinados

comienza la regresion atrética aproximadamente en el mismo momento que el foliculo subordinado mas
grande.

‘Todos los foliculos en crecimiento son potencialmente capaces de ser dominantes, como lo indican las
sigutentes observaciones: 1) el tratamiento con FSH durante los primeros dias de la onda folicular
estimula a muchos foliculos a lograr diametros normalmente privativos de foliculos dominantes;2) un
foliculo elegido al azar de entre un grupo de foliculos de 5 mm al comienzo de la onda puede ser dingido
a ser dominante destruyendo todos los otros foliculos de 5 mm; y 3) ain luego de la desviacion en la tasa
de creaimiento entre los 2 foliculos mas grandes, el foliculo subordinado es viable por uno o dos dias y

puede asumir la dominandaia, si el foliculo onginalmente dominante es destruido (36,52).

Asi como cada pico en los niveles circulantes de FSH es el responsable de la emergencia de cada onda
folicular (1), la posterior disminucién de su concentracion esta directamente asociada al momento de la
desviacion y la consiguiente atresia de todos los foliculos subordinados; el foliculo dominante continda
creciendo debido, posiblemente, a que es ¢l Gnico foliculo que adquiere receptores para LH, cuyos
niveles se manticnen relativamente constantes a lo largo de esta etapa. La caida en los niveles sanguineos
de FSH parece ser causada por el propio foliculo dominante. Esto esta apoyado en la siguiente evidencia:
la remocidn del foliculo dominante en el momento de la desviacién resulta en un inmediato pico de FSH
(1), el retraso de 2 dias en la caida de los niveles de FSH mediante la inyeccién de FSH por ese lapso,
retrasa también 2 dias ¢l momento de la desviacion (36). Si bien la naturaleza de las moléculas
responsables de estos efectos no ha sido ain establecida, la inhibina y el estradiol son los mejores
candidatos. Por otro lado, se ha demostrado la influencia local del foliculo dominante sobre el resto de
los foliculos subordinados. La inyeccion de fluido folicular sin inhibina, es decir, sin afectar los niveles de

FSH, produce inhibicion en el crecimiento folicular.

Los mecanismos fisioldgicos involucrados en la diferenciacion celular dentro del foliculo elegido son
todavia especulativos. Muchos aspectos de la diferenciacion de las células foliculares estin
probablemente mediados por factores de produccién local, tales como péptidos, factores de crecimiento

y sus proteinas higadoras.



Introduccion . 5

Biosintesis de esteroides ovaricos

Teoria de las “dos células”. La sintesis de los esteroides en el ovanio es un proceso que requiere la
cooperacion de al menos 2 tipos cclulares foliculares: las células de la granulosa y las células de la teca
(5,15,28,63,64,69). St bien las células de la granulosa sintetizan progesterona y son capaces de convertir
androgenos como la testosterona y la androstenodiona en estradiol, no pueden sintetizar androgenos.
Por otro lado, las células tecales sintctizan andrégenos a partir de progesterona o pregnenolona que son

provistos como sustrato de aromatizacion para las células de la granulosa.

La teoria de las dos células esta apoyada por evidencia bioquimica y molecular que demuestra que estos
dos tipos celulares expresan un complemento distinto de enzimas esteroidogénicas: mientras que las
células de la granulosa expresan la aromatasa, enzima P450 que convierte andrégenos en estrogenos, las
células tecales expresan la 17 hidroxilasa/17-21 liasa, que permite convertir esteroides de 21 carbonos,
como la progesterona y la pregnenolona en compuestos de 19 carbonos, como la androstenodiona y la
dihidroepiandrostenodiona. Por otro lado estos dos tipos celulares expresan receptores a gonadotrofinas
distintos, las células de la granulosa son el blanco de la FSI, mientras que las tecales lo son de la LH. En
ambos casos, la estimulacién gonadotrofica induce un aumento en la expresion de las enzimas claves
para la sintesis de estradiol: un aumento en la aromatasa y en la 17 hidroxilasa/17-21 liasa. Asi sc logra
una mayor provision de androgenos para la aromatizacion. El aumento en los niveles de estradiol es

esencial para la correcta maduracion del foliculo dominante.

Si bien el estradiol, la progesterona y algunos androgenos son los prncipales esteroides sintetizados en el
foliculo antral no atrésico, los foliculos inmaduros que tienen baja expresion de aromatasa, sintetizan
principalmente progestinas reducidas, de menor actividad progestagena (79). Las enzimas presentes en

las células de la granulosa de estos foliculos estan esquematizadas en la Figura 1.
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Figura 1. Esquema de las pnncipales rutas del metabolismo de esteroides en las células de la granulosa inmaduras. 1a
pregnenolona se convierte a progesterona y parte de esta sufre una reduccién en el carbonilo ubicado en C20 mediante la

accion de la enzima 20ct-esteroide deshidrogenasa (200-SHD). Ambas moléculas, ahora pueden sufrir la reduccién de su doble
enlace por parte de la 5at-reductasa, entrando dos protones de forma de que el anillo A , el primero de la izquierda, queda en

posicién a. Estos compuestos 5a reducidos pueden ser reducidos atin mds, por accién de la 3a-SHD, que reduce el otro
carbonilo, ubicado en C3.
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Factores locales en el control del desarrollo folicular

Los estadios mas tempranos del crecimiento folicular son aparentemente independientes de las
gonadotrofinas circulantes (84). Por ello, se asume que la niciacién 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 scleccidon folicular dependan exclusivamente de estas hormonas.

Un factor ovarico de accion paracrina o autocrina debe ser producido en la gonada, en ella deben existir
receptores para €l y debe tener una accion biologica en la misma. Hasta el presente, la mayonia de los
factores no esteroideos considerados reguladores paracrinos o autocrinos de la funcién ovarica no
resisten una evaluacién rigurosa segun estos tres critenios. El punto crtico, salvados los escollos
referentes a la produccion local y a la presencia de receptores, es el de la funcion biologica intragonadal.
En la mayoria de los casos, ésta se ha deducido de modelos “in vitro”, que no necesariamente
representan la situacion fisiologica. Localmente, son producidos en muy pequefias cantidades y en
algunos casos estan sujetos a una rapida degradacion. Aparentemente actuarian en conjuncion con las
gonadotrofinas y esteroides, asumiendo un papel modulatonio. De esta manera, su accion dependeria
estrechamente del estado fisiologico del foliculo y estarian involucrados en el ajuste fino de la accion de
los macrorreguladores, las gonadotrofinas y los esteroides. Su naturaleza quimica es de lo mas diversa:

aminas, neuropéptidos, péptidos, eicosanoides y proteoglicanos.

Se ha demostrado, a través de experiencias en modelos “in vitro”, que las células foliculares, son
susceptibles a una amplia variedad los factores de crecimiento y citoquinas, tales como el TGF-a/ EGF,
el IGF-1, la mnsulina, el TGF-B, TNF-a, FGFs, PDGFs e interleuquinas. En general, estos factores
modulan tanto la proliferacién de las células de la granulosa y tecales como la esteroidogénesis y la
expresion de receptores a gonadotrofinas de las mismas. En general siguen el paradigma segun el cual, la
proliferacion y la diferenciacién son procesos opuestos. Asi, s1 un factor de crectmiento determinado
estimula la proliferacion, también disminuye la aparicion de caracteres diferenciados; sin embargo, este
no parece ser el caso del IGF-1. Los factores mas estudiados son el IGF-I, el TGF-a/EGF y el TGF-p.
En el caso de estos dos ultimos, la nformacién es muy confusa, debido a una enorme varabilidad entre
especies y entre los distintos modelos expenmentales utilizados por los distintos grupos de investigacion.
A esto también se suma ¢l hecho de que los efectos suelen ser muy sensibles a la concentracidon de

gonadotrofinas. En general, podemos decir que cl sistema TGF-0./ EGF estimula la proliferacion de las
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células foliculares y reduce la sintesis de progesterona y estradiol. El sistema del IGF-I y del TGI-B seran

abordados separadamente.

El sistema intraovarico del Factor de Crecimiento Similar a la Insulina I (IGF-I). Una gran
cantidad de evidencia actualmente sugiere la existencia de un sistema intraovarico completo, con
ligandos, receptores y proteinas ligadoras. Mas ain, se ha demostrado que los IGFs son capaces de
provocar efectos significativos en células ovaricas somaticas en una amplia variedad de especies, lo que
induce a pensar que este sistema juega un papel importante “in vivo”. Sin embargo, no existe hasta el
momento una evidencia directa de que los IGFs sean indispensables para la funcion ovarica. El blanco
del IGF-1 en el ovario son las células de la granulosa. En células de rata, pero no en porcinas, su efecto
parece dependiente de su habilidad de sinergizar con las gonadotrofinas. Los efectos reportados en todos
los casos muestran que el IGF-I a la vez que estimula la proliferacién celular, induce la aparicién de
caracteres mas diferenciados en las células de la granulosa, aumentando la biosintesis de progesterona,
estradiol y proteoglicanos, induciendo la expresion de receptores para LH y estimulando la sintesis de
inhibina. (2). Recientemente se ha descripto en bovinos que los niveles de IGF-I intrafoliculares y la
cantidad de receptores de tipo I son relativamente constantes en foliculos en distintos estadios de
maduracion. Sin embargo, se observan significativas alteraciones en la expresion de sus proteinas
ligadoras, las IGF-BPs. Estas proteinas, al unir IGF-1, impiden que éste interactiie con su receptor. Asi,
en foliculos preovulatonos, ciertas IGI-BPs estan ausentes, mientras que en los foliculos subordinados,
destinados a la atresia, éstas mismas moléculas son facilmente detectables (109). La hipdtesis es, pues, que
los foliculos mantienen la dominancia merced a una concentracion efectiva de IGF-I mayor, lo que se
logra mediante la represion de la expresion de algunas de sus proteinas ligadoras. Cudl es la sefial que

desencadena este proceso, es algo que esta actualmente en intensa investigacion.
El sistema intraovérico del Factor de Crecimiento Transformante 3 (TGF-B).

<l factor de crecimiento transformante B, originalmente aislado de medios condicionados de células
transformadas por infeccion viral, fue descnpto como la molécula capaz de inducir la proliferacion de
fibroblastos de nfion de rata en agar blando en presencia de EGF (86). Posteriormente se entendid que
los TGF-PBs constituyen una familia de péptidos multifuncionales de expresién verdaderamente ubicua,
cuyos efectos pueden ser observados sobre casi todos los tejidos del cuerpo, debido a que sus receptores
estan ampliamente distribuidos en los distintos tipos celulares. Hace unos pocos afios se determiné que,

a diferencia de los principales grupos de receptores a hormonas y factores de crecimiento, los receptores
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de membrana del TGF-B son kinasas de serina y treonina. El TGFE-B requiere de la unién simultinea a
dos receptores transmembrana conocidos como receptores de tipo I y II. Ambos receptores son
indispensables para la sefializacion tanto en mamiferos como en insectos. Una familia de proteinas
citoplasmaticas denominada Mad parecen ser el sustrato de estos receptores. Ast las proteinas Mad
activadas sc traslocan al nicleo donde regulan la expresion de los genes que responden a TGF-8 por un

mecanismo ain no dilucidado (65).

Una de las claves para entender el funcionamiento de este sistema es que el TGF-f se sintetiza y secreta
como una molécula precursora inactiva. Fsta esta constituida por dos subunidades de alrededor de 400
aminoacidos (aa) unidas por tres puentes disulfuro en una configuracion denominada “nudo de
cisteinas”. De esta molécula, solo los 112 aa C-terminales de cada subunidad corresponden a la forma
activa, un dimero de 25 kDDa, la cual se genera “in vivo” por corte proteolitico por una amplia diversidad
de proteasas. Incluso, una vez activado, el TGF-f3 puede permanecer cn forma latente, uniéndose a las
proteinas que impiden la interaccion del TGF-B con su receptor, como las proteinas ligadoras del TGF-
B latente (LTBPs), la az-macroglobulina o bien permaneciendo unido a la matriz extracelular o a la
membrana plasmatica, a través de ciertos proteoglicanos. Por esto, es muy complicado determinar
inequivocamente para una determinada situaciones fisiologica, si el TGF-f esta en su forma activada o
no. Igualmente, una vasta cantidad de informacién sugiere que la familia de citoquinas del grupo de los
TGEF-Ps regula la proliferacion, diferenciacion, reconocimiento y muerte celular y es un regulador del
desarrollo, reciclaje y reparacion de tejidos.

En el caso del ovario, se ha determinado, mediante Northem blot y RT-PCR de ARNm de células en
cultivo y por inmunolocalizacién en cortes de ovario de varias especies que el TGF-Bi y el TGF-f2 se
expresan tanto en las células somaticas foliculares como en el ovocito (75). St bien existen excepciones,
tales como las células de la granulosa porcinas, por ejemplo, que no expresan TGF-B2 (73). No existe
informacion acerca del grado de activacion en que se encuentra el TGF-f detectado en cl ovario. El
papel que juega el TGF-f en el desarrollo folicular es un tema sobre el cual no existe acuerdo. El hecho
de que su expresion en el ovario sea regulable por gonadotrofinas, estrogenos y factores de crecimiento

(62,72,74,89) sugiere su participacion en el desarrollo folicular.

Experimentos con células de la granulosa y tecales en cultivo de diferentes especies demostraron que cl

TGF-B “in vitro” modula la proliferacion, la sintesis de estrogenos y progesterona y la expresion de los
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receptores para gonadotrofinas (75). Sin embargo, el efecto del TGF-P varia considerablemente segun la
especie, por lo que es posible especular que su funcidn fisiologica también sea especie especifica. Por
cjemplo, en cultivos de células de la granulosa de ratas inmaduras tratadas con DES, el TGE-f3 estimula la
proliferacion por si solo y sinergiza considerablemente con la FSH (25,26). En cuanto a la diferenciacion,
el TGF-B potencia la accion de bajas dosis de FSH, tanto en la induccién de receptores para LH como
en la sintesis de progesterona. Sin embargo, su efecto es inhibitorio cuando se lo ensaya conjuntamente
con dosis maximas de FSH (51). Los datos aportados por este modelo experimental inducen a pensar
que ¢l TGF-B promucve el desarrollo folicular durante los estadios tempranos, cuando los niveles de
FSH son bajos, mientras que Limita la diferenctacion terminal del foliculo, normalmente gatllada por un
pico de FSH. Un efecto practicamente opuesto es el que sc observa cuando se ensaya este factor de
crecimiento en células foliculares porcinas o bovinas. El TGFE-B es moderadamente inhibitorio de la
proliferacion de estas especies (34,68,88,103). Ademas, en células de la granulosa y tecales porcinas, el
TGE-B consistentemente inhibe la esteroidogénesis (68,112). En concusién, segun los resultados

obtenidos en estas especies, el TGE-B actuaria impidiendo la maduracion del foliculo.

La Fibronectina

El proceso de adhesion celular en los organismos multicelulares involucra a un grupo de proteinas
caracterizadas por tener multiples dominios, los que les conficren un amplio rango de actividades de
unién. Estas macromoléculas son sccretadas y depositadas en la vecindad de las células formando una
red organizada conocida como matriz extracelular (MIEC) (46). De entre las proteinas de la MEC, la
glicoproteina de alto peso molecular fibronectina (IFN) es la mas ampliamente distnbuida y mejor
caracterizada. Aparte de estar presente en los tejidos conectivos y en las membranas basales, la FN se
encuentra en alta concentracion en ¢l plasma. La FN jucga un papel clave en el comportamiento
adhesivo y mugratorio de las células en procesos fundamentales tales como la embriogénesis, la
transformacién maligna, la hemostasis, la cicatrizacion de hendas, la defensa inmunologica y el
mantenimiento de la integridad de los tejidos. La importancia de la FN queda concluyentemente ilustrada

por ¢l efecto letal que produce la disrupcién de ambos alelos del gen de FN en el raton (35).

Existen 2 formas principales de FN: una forma diménica soluble que es sintetizada por los hepatocitos y

secretada al torrente sanguineo (FN plasmatica, FNp), y una forma dimérica o multiménica estabilizada
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por uniones covalentes, hecha por fibroblastos, células epiteliales y otros tipos celulares, que es
depositada como fibrillas en la MEC (FN celular, FNc). Ambas formas estin consttuidas por
polipéptidos stmulares pero no idénticos que comparten una organizaciéon modular (Figura 2) que
consiste en una sucesion de unidades de homologia de 40, 60 y 90 aminoacidos, denominadas
homologias de tipo I, IT y 111, respectivamente (82). El gen de la FN presenta una longitud aproximada
de 75 kb, conteniendo 50 exones. En el gen de la rata, todas, excepto una de las 12 homologias de tipo 1
y las 2 homologias de tipo II estan codificadas por un unico ex6n cada una, mientras que 14 de las 17
homologias de tipo III estan codificadas por 2 exones cada una. Las otras repeticiones de tpo HI (ED-I,
ED-II y I11-9) estan codificadas por un tnico exdn mas largo (probablemente resultado de una fusién de

2 exones independientes ancestrales) (46).

Las distintas vanantes polipeptidicas que presentan la FN son el resultado de un complejo patedn de
maduracién (“splicing”) alternativa en 3 sitios del Gnico transcripto primario: de 3’ a 5, IIICS, ED-I y
ED-II (Figura A). ED-I y ED-II (también conocidos como ED-A o EIIIA y ED-B o EIIIB,
respectivamente) son incluidos o excluidos por “splicing” alternativo. Sin embargo, la region IHCS da
origen a 2 vanantes en el pollo, 3 en la rata y 5 en humanos por “splicing” dentro de la region codificante
(53). Como consecuencia de todas las posibles combinaciones, €l maximo numero de variantes en

humanos es de 20.

Existen en la FN al menos 2 dominios que median la adhesion a células. Uno es el dominio ubicado en
la repeticion 111-10, que contiene 2 la secuencia RGD (Arg-Gli-Asp) y que es reconocido por una amplia
variedad de células a través de la integrina o5/PB1. La region IICS contiene al segundo dominio,
mnvolucrando a la secuencia LDV (Leu-Asp-Val) ubicada en la region 5° de esta repeticion. Este domunio
interactia con la integrina o4/ presente en la membrana de células linfoides (41). Esto indica que el
“splicing” alternativo en la regién ITICS juega un papel importante en la adhesion selectiva de diferentes
tipos cclulares a especificas formas de FN.

El “splicing” altemativo de  ED-I y ED-II esta bajo un estricto control espacio-temporal. Los exones

ED-1 y ED-II estan presentes en la FN embnionana mientras que en la vida adulta estan practicamente

ausentes (76,114). I.a FNp carece de estos exoncs, los cuales son detectables,
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Iiigura 2. Varaciones en la estructura primana de la fibronectina. Il gritico supenior representa al polipéptido de FN mis largo
posible, mostrando las homologias internas. Se indican sitios de unidn a célula consttutivo (RGD) y de “splicing” altemativo
(1.DV). Las lineas punteadas verticales indican la posicion aproximada de los intrones en el gen de la rata. Las repeticiones de
tipo 111 s¢ numeran del 1al 15 y la numeracion excluye a ED-T'y ED-IL



Introduccién 13

aunque en pequenas cantidades en las MEC del resto de los tejidos. Sin embargo, en ciertas condiciones
fisiopatologicas , la FN-ED-I* reaparece. En general, la reexpresion de esta variante ocurre en tejidos
prolifcrantes, como cn ciertos tumores (78) o durante la cicatnzacion (30), suginendo que la EN-ED-I*

juega un papel en la proliferacion celular.

Las células de la granulosa “inmaduras™ secretan en cultivo grandes cantdades de N (6,14,40,102),
siendo ésta una de las principales glicoproteinas presentes en el fluido folicular (81,113). Si bien se ha
demostrado que la FN (7) o la activacidén de su receptor celular (40) es capaz de inducir la diferenciacion
de las células de la granulosa en cultivo, ¢l papel de esta proteina en ¢l desarrollo folicular permancce

desconocido.
El TGF-f y la Fibronectina

Cuando el TGF-$ interactiia con su receptor, gencralmente desencadena sefiales intracelulares que
regulan dos aspectos criticos en la fisiologia celular: ¢l ciclo celular (8,71,92) y la sintesis de componentes
de la MEEC (85). Es nteresante notar que ambos efectos son gatllados por dominios independientes del
mismo receptor, y pucden ser disecados por mutagénesis diriggda (91). En cuanto a la sintesis de
moléculas de la MEC, el papel del TGF-B en la induccion del gen de la FN esta ampliamente
documentado para una gran variedad de tipos celulares (85). Ademas, ¢l TGF-B tiene afinidad por
matrices de FN, tanto en su forma activa (70) como en su forma latente (111). Incluso, gran parte de los
efectos fisiologicos del TGF-B pueden ser adscriptos a la FN, como lo prueba la reversion, mediante la
inycccidon de péptidos derivados de la N, del fenotipo altamente inflamatorio caracteristico de los

ratones null (-/-) para ambos alclos del gen de 'TGF-B, (43).

Hasta el presente no sc ha estudiado en el ovario el papel del TGF- en la sintesis de las distintas formas

de FN.

Las células BGC-1 y los cultivos primarios

Los cultivos primarios y secundarios de células de la granulosa bovina vienen siendo estudiados desde
hace dos décadas, a partir de los trabajos de Gospodarowicz ct al. (38) que determinaron la respuesta de
éstas células a EGF y FGFb. De ahi a esta parte, sc han publicado una extensa cantidad de trabajos
describiendo distintos aspectos funcionales de éstas células, tales como la respuesta proliferativa y

esterordogénica a factores de crecimiento(37,95,103,107,115), interleuquinas (3,106), GnRH (100,101),
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GIIRH (108), GH (55). Una de las funciones pnncipales de las células de la granulosa, especialmente de
las células del cumulus es controlar la maduracion del ovocito. Asi se ha determinado que las células de

la granulosa bovinas en cultivo son capaces de regular el arresto meidtico de ovocitos homélogos (98,99).

St bien todos estos estudios han contribuido a la comprension de la fisiologia folicular en bovinos, los
cultivos primarios de células de la granulosa no son un buen modelo para el estudio de funciones de
proliferacién y diferenciacion propias de foliculos inmaduros, no preovulatorios. Esto se debe
fundamentalmente a que a los pocos dias de establecido el cultivo primario, las células de la granulosa
sufren un proceso de luteinizacion espontanea, caracterizado por un abrupto descenso de la sintesis de
estradiol, tanto basal como cstimulada por FSH. Este fendmeno, sumado al ya de por si artificial entomo

de cultivo, aumenta la distancia respecto de los fenémenos que ocurren “in vivo”.

Las células de la granulosa preantrales producen bajas concentraciones de esteroides activos. Savion y
Gosporadowicz (94) han propuesto que , sumada a la ya conocida alta tasa proliferativa, una caracteristica
de las células de la granulosa de este estadio es la activa secrecidon de factores proteicos. La diferenciacion
de las células de la granulosa que acomparia a la maduracién folicular se evidencia en el progresivo

cambio desde una célula secretora de proteinas a una célula altamente esteroidogénica.

En nuestro laboratorio se ha obtenido, por inmortalizacién espontanea, la linea de células de la granulosa
bovina BGC-1 que fue onginalmente seleccionada por el mantenimiento de la expresion, regulada
hormonalmente, de FN (14). A diferencia de los cultivos primarios, las células BGC-1 tienen bajos
requerimientos de factores de crecimiento y han sido cultivadas por mas de 300 generaciones son el sélo

agregado de 5 % de suero de temero neonato (NCS) al medio de cultivo.

Una linea celular ofrece la ventaja de una mayor reproducibilidad y homogeneidad en la poblacion
celular. Este aspecto es particularmente inquictante, dado que se ha demostrado que los resultados
obtenidos con preparaciones celulares impuras deben ser considerados con precaucidn, dada la
interferencia potencial resultante de la interaccion célula-célula entre tipos celulares distintos (18). Una
comparacion entre los requerimientos y las acciones de los factores de crecimiento entre las células BGC-
1 y los cultvos primarios puede ofrecer ciertas claves concemientes a los mecanismos moleculares

responsables del control de la proliferacion celular en tejidos normales.



OBJETIVOS



En esta tesis se propusieron los siguientes objetivos:

¢ Realizar una comparacion funcional entre las células BGC-1 y los cultivos primarnios para determinar

hasta qué punto, la linca cclular BGC-1 es atil como modelo para el estudio del desarrollo folicular.

Demostrar las siguientes hipotesis:
e Dado que las células BGC-1 presentan bajo requerimiento de suplementos para su crecimiento:

Entonces, las células BGC-1 secretan factores de accién autocrina, los cuales pueden tener

relevancia fisiologica. St esto es asi se intentara caractenizar dicha actividad.

¢ Dado que
a) FN-ED-I* se expresa en tejidos proliferantes

b) Durante el desarrollo folicular hay una intensa proliferacion de las celulas de la granulosa

Entonces,

a) las células de la granulosa expresan FN-ED-I+,
b) el fluido folicular contiene FN-ED-I+, quc proviene de las células de la granulosa, y esta

variantc de FN juega algin papel durante el desarrollo folicular.
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Materiales

El IGF-1 fuc provisto por Bachem California (Torrace, CA); el TGF- recombinante por R&D
systems (Minneapolis, MN); el suero de temero nconato (NCS), el medio de cultivo, los
antibidticos y el sistema de marcacion de sondas por “primers al azar”, por Gibco BRL Products
(Gaithersburg, MD); todos los compuestos radioactivos y el sistema de deteccion de Western
blots por quimioluminiscencia fueron adquiridos a DuPont NEN Research Products (Boston,
MA); las membranas para Northem blots, a Bio-Rad Laboratories Inc., (Hercules, CA); la resina
de Hepanna-Ultrogel, a IBF biotechnics; la Gelatina-Sepharosa, por Pharmacia Fine Chemicals
AB (Suecia); 1a FN plasmatica humana (IFNph), a Boehringer Mannheim (Mannheim, Alemania);
todo el matenal de plastico para cultivo de células fue provisto por Nunc A/S (Roskilde,
Denmark); la hormona foliculo estimulante ovina (0FSH), por NIH (Bethesda, VI); el resto de
los reactivos, incluyendo el EGF, el PDGF, la tnpsina, los reactivos de electroforesis para geles
de poliacrilamida y agarosa, fueron adquindos a Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). El

colageno tipo I fue preparado a partir de colas de rata segin se ha descripto previamente (18).

Establecimiento de cultivos primarios

Los cultivos primarnios de células de la granulosa bovina fueron establecidos de la siguiente
manera: las células de la granulosa fueron colectadas por centrifugacion del fludo folicular
obtenido de foliculos pequefios (entre 2 y 8 mm de diametro), por aspiracton utilizando una
aguja (18 gauge) y jeringa (5 ml). Los globulos rojos fueron eliminados exponiendo a las células a
un breve tratamiento hipotonico (resuspension de 20 scgundos en agua destilada). Lucgo, las
células de la granulosa fueron sembradas a una densidad de 6 x 10* células/cm® en medio
DMIEM:F12 (1:1) suplementado con bicarbonato de Na* (2,2 g/1) en presencia de 10 % NCS y
antibioticos. Luego de 2 dias de incubacidon a 37°C  en atmésfera de 5% de CO», las células
alcanzan confluencia. Postenormente ¢l medio se lava 2 veces con PBS y se agrega medio de

cultivo fresco sin suero en presencia o ausencia de las drogas indicadas en cada caso.

Cultivo de las células BGC-1



Matenales y Métodos 19

Las células BGC-1 fueron obtenidas por inmortalizacién espontinea a partir de cultivos de
células de la granulosa (14). Las células BGC-1 se crecieron en placas de cultivo de 10 cm de
didmetro en DMEM:F12 (1:1) suplementado con bicarbonato de Na* (2,2 g/I) en presencia de 5
% de NCS y antibidticos. Una vez que se llega a confluencia las células se despegan por
tripsinizacién (0,5 %o tapsina y 0,2 % EDTA) y se siecmbran 5 x 105 células/placa. Para todos los
expenimentos excepto los de sintesis de ADN, las células fueron crecieron con 5 % de NCS
hasta alcanzar confluencia. Luego, los cultivos se lavan 3 veces con PBS y se agrega medio de

cultivo sin suero en presencia de las drogas indicadas en cada caso.

Marcacién metabélica, electroforesis en geles de poliacrilamida y fluorografia

Los cultivos primarnios y de células BGC-1, crecidos como se indica mas arriba, se lavaron tres
veces con medio de culivo DMEM libre de metionina, y se le agregd 150 uCi/ml de metionina-
[*S]. Luego de incubar a 37 °C por 5 horas, el medio fue colectado, suplementado con 2 mM
PMSF y guardado a -20 °C hasta ¢l momento de ser analizado. Para esto, alicuotas de estos
medios se diluyeron al medio con buffer de muestra 2X (0,125 M tns-HCI pH=6,8, 4 % SDS,
20 % glicerol, 10 % P-mercaptoctanol), se hirvieron 2 minutos para finalmente ser aplicados a
geles de poliacrilamida en gradiente continuo (8-12 %) (54). Al finalizar la electroforesis, las
proteinas incluidas en el gel fucron fijadas por incubacidén por 30 minutos en una mezcla de
acido acético y metanol (40 % y 10 %, respectivamente). Luego de ser eliminada esta mezcla por
agitacion en agua, el gel se lavod en salicilato de Na* al 1 % en 2 % de glicerol. El gel asi
preparado fue secado y fluorograftado en peliculas Kodak X-OMAT AR-5 por 24 horas.

Determinacion de actividad 3p-hidroxiesteroide deshidrogenasalA54
isomerasa (3p-HSD) en células BGC-1

Las células BGC-1 fueron sembradas a una densidad de 10° células en celdas placas de 24
pocillos y fueron incubadas por 3 horas en presencia de 5 % de NCS para permitir una adhesion
completa. Luego de lavar al cultivo tres veces con medio sin suero, se agregd pregnenolona (10
ng/ml) hasta un volumen final de 500 pl. A diferentes tiempos, el medio fue colectado y los

niveles de progesterona sintetizados fueron evaluados por radioinmunoensayo segun se explica
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mas abajo. Los coeficientes de CV intra e interensayo fueron de 12 y 16.9 %, respectivamente. La
produccion de progesterona fue cxpresada como ng/ml. La concentracion de pregnenolona

utilizada no produce reaccion cruzada en cstos ensayos.

Metabolismo de esteroides y analisis en cromatografia en capa delgada.

Los cultivos primarios y de células BGC-1, crecidos como se indica mas arnba, se lavaron tres
veces con medio de culivo DMEM:F12, luego de lo cual se agregaron diferentes esteroides
radioactivos (2 x 105 cpm/pocillo de placa de 24 celdas de pregnenolona-[*H], progesterona-[*H]
o testosterona-[*H]). Lucgo de 6 horas (24 horas cuando se utilizé testosterona-[*H] como
sustrato, el medio fue colectado, extraido con éter y los distintos mctabolitos fueron separados
en cromatografia en capa delgada, utilizando como solvente una mezcla de ciclohexano,
cloroformo y éter (2:2:1). Las placas de silica luego fueron rociadas con un mntensificador de la
sefial de triio (DuPont NEN Research Products) y autorradiografiadas en con pelicula Kodak
X-OMAT AR-5 por 4 dias.

El valor de Rp4 (la movilidad relativa a la progesterona) de vanos esteroides fue calculada como el
cociente entre los valores de Rr de cada esteriode y el de la progesterona. Los resultados se
presentan en la Tabla I. Los metabolitos producidos por las células de la granulosa fueron
determinados de la siguiente forma: primero, la comparacioén de la movilidad de los metabolitos
producidos con respecto a la de esteroides conocidos cormdos cn paralelo, en al menos 2
sistemas de solventes diferentes, produjo una lista de productos putativos; segundo, teniendo en
cuenta el sustrato agregado a los cultivos y las rutas metabdlicas conoadas, los productos
posibles fueron restringidos ain mas; finalmente, la identidad de los mismos fuc confirmada por
la desaparicién de dicho metabolito radioactivo luego del agregado de un gran exceso de
sustratos competitivos de las correspondientes enzimas (ej., dehidroepiandrosterona y
testosterona para competir por la 3B-hidroxiesterotde deshidrogenasa/A>*somerasa y la 50.-
reductasa, respectivamentc). FEste método perminé la identificacién de todos los prnncipale.
metabolitos, con la dnica excepcion de los isdmeros 20a-hidroxi y 20B-hidroxiprogesterona, que
se forman en cantidades comparativamente bajas y no pudieron ser resueltos en la cromatografia

utilizada.
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Tabla I. Movilidad relativa a 1a Progesterona (Rps) de varios esteroides!

Esteroide Rps
5a-pregnano-3,20-diona (5aPs) 1,290,018
S5a-androstane-3,17-diona 1,120,019
Progesterona (Ps) 1
5a-pregnano-3a-ol-20-one (Sa3aP) 0,8910,019
Pregnenolona (Ps) 0,82+0,020
5a-pregnano-200-ol-3-ona (5020aP) 0,800,020
4-androsteno-3,17-diona (A4) 0,7710,020
Dihidrotestosterona (DHT) 0,69+0,027
17B-estradiol (E2) 0,6310,033
Androsterona (A) 0,570,027
200.-dihidroprogesterona (20DHP) 0,480,030
Testosterona (T) 0.414£0.022
5a-androstano-3a,17B-diol (Adiol) 0:35 iO:Ol 6
5a-pregnano-3a-200-diol (Pdiol) 0,330,020

17-hidroxiprogesterona 0,310,022

'El valor de Ry, se define como el cociente entre el Ry de cada esteroide y el R; de la progesterona. Los valores de Ry,
fueron determinados realizando tres comidas de cada uno de los esteroides indicados en el sistema descripto. La
placa de silica fue rociada con una mezcla de etanol, acido sulfurico y vainillina. Los compuestos fueron visualizados
calentando la placa seca.

Clonado de las células BGC-1

El clonado de las células BGC-1 se realizé por el método de diluciones sertadas. En una placa de
96 celdas se sembraron diluciones al medio de células, partiendo de 1.000 células/celda en un
volumen de 50 pl en medio DMEM:F12 suplementado con 25 % NCS y antibiético hasta una
dilucién de 3,9 células/celda, por octuplicado. A las 8 horas, sc observé al microscopio y se
determiné cudles de las celdas contentan aparentemente una unica célula. Estas celdas fueron
controladas en los dias sucesivos para confirmar la presencia de una unica colonia. Cuando
alcanzaron confluenda, los cultivos de los pocillos seleccionados fueron despegados por
tratamiento con a tripsina y amplificados en medio de cultivo con 10 % NCS. Los clones asi
obtenidos fueron reclonados para asegurar el estado clonal. De esta forma se obtuvieron varios

clones, de los cuales los clones bautizados A4 y A10 fueron utilizados en los experimentos

descriptos en la tesss.
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Preparado y caracterizaciéon del medio condicionado (MC) de células BGC-1

Cultivos confluentes de células BGC-1 o de los clones correspondientes fueron lavados tres
veces con PBS para eliminar restos de suero, luego de lo cual se agreg6 DMEM:F12 sin suero.

Luego de dos dias de incubacién, el medio fue colectado y almacenado a 4 °C.

Como parte de la caractenizacion, el MC de las células BGC-A4 fue sometido a distintos
tratamicntos, tales como calentamiento a 60 °C, congelamiento a -20 °C y los que se detallan a

continuacion:

Microconcentradores: 2 ml de MC fueron sembrados en microconcentradores (AMICON)
con un limite de exclusién de 30 kDa. Posteniormente se lo someti6 a centrifugacion a 2,500 x g
por 90 minutos. El volumen colectado en la fase superior (concentrado en moléculas de mas de

30 kDa de PM) fue de 200 pl. Este MC concentrado, fue diluido 10 veces antes de ser ensayado

en los cultvos.

Tripsina: 1 ml de MC fue incubado por 1 hora a temperatura ambicnte en presencia de 1 pg/ml

de tripsina. La reaccion fue detenida por el agregado de 1 pg/ml de mnhibidor de tripsina de
poroto de soja. Como control se ensayé la misma reaccidon pero con el agregado del inhibidor

desde el comienzo.

Cromatografia de afinidad en columnas de Heparina. Se utilizaron 10 ml de MC por las
células BGC-A4. Este MC, fue aplicado a una columna de 1 ml de lecho de Heparina-Ultrogel
previamente lavada con PBS y equilibrada con medio de cultivo. La elucion de los componentes
se rcalizo con 1 ml de soluciones de creciente fuerza 16nica: 0,2, 0,35, 0,5, 0,8, 1,2y 3 M en NaCl
y posteriormente una solucién de glicina 100mM pl1=3. Cada una de las fracciones se dializ6

contra PBS 0.1X por 24 hs. y luego contra medio de culivo DMEM-F12.

Para las columnas de hepanna realizadas con MCs con proteinas marcadas metabdlicamente se
procedi6 de la siguiente forma: la marcacion se realiz6 como se indica mas arriba, excepto que se
incubd toda la noche cn vez de 5 horas. EIl MC marcado se aplicé a columnas de heparina como
se describe mas arriba y se eluyeron las muestras correspondientes. Las fracciones asi obtenidas,
fueron dializadas contra H2Q y fueron posteriormente llevadas a sequedad por evaporacion cn

vacio. Cada fraccion fue resuspendida en 100 pl de buffer de muestra 1X por cada ml de MC
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onginal, hervida por 2 minutos, centnfugada 10 min. a 10.000 x g y posteriormente aplicada a

geles de 10 % de poliacrilamida. La fluorografia se realiz6 segin se explica mas arriba.

Obtencién de células de la granulosa de rata

Ratas inmaduras (21 a 23 dias) fueron tratadas con implantes de dietilestilbestrol (5 mg
DES/implante) por 5 dias (17). Los ovarios fueron liberados de tejido conectivo y adiposo y se
trataron secuencialmente con una solucion de EGTA 6,8 mM y sacarosa 0,5 M en medio de
cultivo. Las células fueron obtenidas por extrusion a través de una malla de nytex, resuspendidas
en medio de cultivo contentendo HEPES 10mM, pH:7,4 y punficadas por colchon de Percoll

(40°%). La viabilidad se evalud por exclusion de azul de tripan.

Las células fueron cultivadas en medio DMEM:F12 (1:1), suplementado con bicarbonato de Na*
(2.2 g/)) conteniendo gentamicina (40 pg/ml), en placas de cultivo cubiertas con colageno
purificado de tendones de cola de rata. El medio se suplementd con hormonas y factores segun

el disefio expenmental.
Diferenciacion celular

El efecto de los distintos tratamientos en la diferenciacion de células de granulosa de rata en
cultivo se evalud por radioinmunoensayo especifico de progesterona y estradiol. En ambos casos
se analizd la produccién basal y estimulada por FSH (oFSH 20 ng/ml); para la determinacion de

estradiol se afiadi6 al cultivo androstenodiona como sustrato aromatizable (10).

Colecta de fluido folicular y purificacion de la FN.

ILos ovanios bovinos fueron obtenidos de un frigorifico cercano a partir de vacas justo luego del
muertas. Luego del transporte al laboratorio a 30°C los ovarios fueron lavados 3 veces con
solucion fisiologica previamente entibiada. El fludo folicular fue colectado por aspiracion de
foliculos de diferentes tamafios y se les agregd 2mM fenimetisulfonidfluoruro (PMSF). El fludo
folicular de foliculos con diametros entre 2 y 5 mm y entre 5 y 8 mm fueron reunidos en dos
grupos separados; el resto de los foliculos fueron procesados individualmente. El volumen de

fludo fue tomado con un indicador del tamafio del foliculo. ILas células fueron substraidas por
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centrifugacion a 3.000 x g por 2 minutos, luego cada muestra fue recentrifugada por 10 minutos a

10.000 x g para descartar detnitos celulares.

La FN fue punificada siguiendo el siguiente protocolo: 200 pl de cada muestra se diluyeron cn un
volumen igual de PTE (PBS, 0,02 % Tween-20 y 2mM EDTA) y medio volumen extra de
Gelatina-Sepharosa 4B. La muestra fue mantenida a temperatura ambiente toda la noche con
suave pero constante agitacion. Las interacciones de baja afinidad fueron lavadas con 3M NaCl y
la FN fue recuperada con 8M urea. Luego, la muestra fue dializada contra 0,01X PBS toda la
noche a 4 °C. Finalmente, cada muestra fue liofilizada, resuspendida en 100 pl de buffer de

muestra 1X y hervida por 2 minutos.

Para la cuantificacion relativa de los niveles de FN total y la FN-ED-I* por Western blot, se
utiliz6 10 pl de una dilucion 1/100 y 10 pl de muestra no diluida de cada muestra,

respectivamente.

Radioinmunoensayos

Los niveles de progesterona y estradiol en el fluido folicular fueron determinados por
radioinmunoensayo luego de una extraccidon con éter, segin ha sido descripto previamente (10).
Las determinaciones de progesterona y estradiol en medios condicionados de células cn cultivo
fueron determinados de la misma forma, exceptuando el paso de extraccidn etérea, ya que cl

medio condicionado no contiene suero.

Ensayo de sintesis de ADN

Las células BGC-1 se siembran en placas de 96 pocillos previamente cubiertas con colageno a
una densidad de 5 x 10? células/pocillo en medio DMEM:F12 en ausencia de suero. Luego de 2
horas, los estimulos indicados junto con la PI]-tmidina (concentracion final: 10 uCi/mi).
Veinticuatro horas mas tarde, las células fueron cosechadas sobre filtro de vidro en un
cosechador de células (Nunc, A/S, Roskilde, Denmark) y la radioactividad incorporada en el

ADN fue determinada en un contador de centelleo liquido.
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Para obtener placas cubiertas con colageno, una solucién acida de colageno tipo I de rata
(aproximadamente 100 pg/ml in acido acético 0,1%) se agregd en alicuotas de 25 wl a los
pocillos correspondientes. Luego de que la solucion cubriera totalmente la superficie el exceso

fue aspirado y la placa fuc secada bajo una corriente de aire estéril.

Las células de granulosa de rata se cultivaron en placas de 96 celdas en las condiciones
anteniormente descriptas a una densidad de 100.000 células/celda. Luego de 24 hs se agregd la
timidina trittada (4 uCi/ml) y los cultivos se cosecharon sobre filtros de fibra de vidro, usando
un cosechador automatico (Nunc) a las 48 hs de sembradas. La radioactividad fue medida en un

contador de centelleo liquido.

Las células CCL-64 fueron cultivadas como se ha descripto previamente (23). Brevemente, los
cultivos fueron mantenidos en medio DMEM suplementado con 10 % de sucro fetal bovino
(FBS). Para los ensayos de incorporacién de timidina, las células se plaquearon en placas de 96
pocillos a una densidad de 7,5 x 103 células/pocillo en medio DMEM suplementado con 0,2 %
de FBS. Luego de 2 horas, los estimulos indicados fueron agregados. Veintidos horas mas tarde,
se agregd la [3H)-timidina (concentracién final: 10 puCi/ml) y luego de dos horas las células
fueron cosechadas. La radioactividad incorporada en ¢l ADN se determiné en un contador de

centelleo liquido.

Péptidos recombinantes

Los péptidos recombinantes correspondientes al dominio ED-I de rata (ED-Irr) o a los

dominios adyacentes 11 y 11 (11-12rx) fueron preparados como se describid previamente (48)

Anticuerpos

FN total. Para reconocer todas las vanantes de FN se utiliz6 un anticuerpo policlonal contra
FNph (Sigma Chemical Co.), desarrollado utilizando FN plasmatica humana punficada como

inmundgeno. En Western blots, este anticuerpo se utiliz6 en una dilucion 1/1.000.

FN-ED-I*. Para detectar la variante ED-I* de FN se utilizé un anticuerpo monoclonal contra
la FN celular (clon FN-3E2, Sigma Chemical Co.). Este anticuerpo reconoce la FN celular pero

no la plasmatica, como se muestra en la Figura 3. Mas ain, este anticuerpo reconoce
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especificamente el segmento ED-I contenido en la FN por Westem blot (13). En Wester blots,

este anticuerpo se utiliz6 en una dilucién 1/10.000.

Inmunoprecipitacion de FN.

La EN presente en MC de células BGC-A4 fue inmunoprecipitada segun se ha descnpto
antenormente (46). Brevemente, se agreg6 al MC ¢l anticuerpo policlonal contra FN hasta una
dilucion de 1/100 y se incubd la muestra por 90 min. a 37 °C, luego de lo cual se agregd un
segundo anticuerpo contra IgG de cabra, en una concentracion tal que se formé una red
precipitante y se incub6 por 45 min. mas a 37 °C. Pasado este pedodo, se eliminé el precipitado
por 10 min. de centrifugacién a 10.000 x g. El sobrenadante fue considerado MC depletado de
I*N. Como control sc realiz6 la inmunoprecipitaciéon  reemplazando el primer anticuerpo por

suero de cabra no inmune en la misma dilucién.

Western blots cuantitativos.

Preparado de las muestras. Al final de cada experimento, el medio condicionado fue colectado
y se le agregd inmediatamente 2 mM PMSF. Los extractos celulares se prepararon agregando 150
pl de buffer de muestra 1X por pocillo de placa de 35 mm de didmetro. Posteriormente, se
hirvio la muestra por 5 minutos. Tanto los medios condicionados como los extractos celulares

fucron conscrvados a -20 °C hasta que se realizaron los Westem blots correspondientes.

Western blot. La electroforesis en geles se realizo en condiciones reductoras en geles de 6% de
poliacrilamida, segun sc detalla mas arniba. Posteriormente, las proteinas fueron
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Figura 3. Western blot mostrando la especificidad de los anticuerpos utilizados en la tesis para las distintas variantes
de FN. El anticuerpo monoclonal contra FN-ED-I" no reconoce a la FN plasmatica.

Los carriles 1 a 3 gueron sembrados con 1 pg de FN plasmatica humana y los carriles 4 y 5 con una muestra
conteniendo FN-ED-I" (2 pg de proteina correspondiente 2 un medio condicionado de células BGC-1 tratadas con
5 ng/ml de TGF-B por 2 dias). Carril 1, suero de cabra normal; carril 2, anticuerpo contra FN plasmatica (1:1.000);
carriles 3 a 5, anticuerpo monoclonal contra FN-ED-I" (1:10.000); y carril 4, sin primer anticuerpo (se utiliz6 el
mismo segundo anticuerpo que en 3y 5).
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clectrotransferidas a membranas de nitrocelulosa, sobre las que se hicieron los siguientes ensayos.
Los niveles de FN y de FN-ED-I* acumulada en los sobrenadantes de los cultivos, en los
extractos celulares o en las muestras de fluido folicular fueron determinados por Western blot
utilizando los anticuerpos descriptos mas arriba. Estos primeros anticuerpos fueron detectados
mediante sendos segundos anticuerpos biotimlados, seguidos del agregado de Extravidin (avidina
acoplada a peroxidasa, Sigma Chemical Co.). El sustrato de la peroxidasa fue provisto por un

“kit” de deteccion por quimioluminiscencia (Dupont NEN Research Products, Boston MA).

Cuantificacién. Los analisis densitométricos se realizaron mediante un densitometro LKB.
Cada Western blot se cuantificé utilizando una curva standard que consistia en diluciones seriales
de una de las muestras incluida cn el ensayo. Las unidades densitométricas fucron transformadas

asi en unidades de concentracion relativa de proteina.

Extracciéon de ARN y Northern blots

El ARN total de los cultivos fuc extraido como se ha descripto previamente (22), y luego fue
separado segun su peso molecular a través de una clectroforesis en gel de agarosa al 1 %
conteniendo formaldehido. Luego el ARN fue transferido a membranas sintéticas Zeta-Probe, y
fue hibndizado segin las espectficaciones del fabrncante. EIl ARNm de FN fue detectado
utilizando una sonda correspondiente a un 5865 pb comprendido entre un sitio Sal I y Hind II1
(ED-I - ED-II' - ITIICS89%), mientras que para ¢l ARNm de la FN-ED-I* se utihiz6 sonda
M13ED1 (un fragmento de 160 pb Pst I /Sau IIIAI del exdn ED-I) (116). Los resultados fueron
normalizados con una sonda que reconoce al ARNm de la enzima constitutiva gliceraldehido 3
fosfato deshidrogenasa (G3PDH). Las sondas para detectar ARNm de FN y G3PDIH fueron
marcadas radioactivamente mediante el un “kit” de marcacion basado en el método de “primers”
al azar (Gibco BRI, Life technologies). La sonda de ED-I fue marcada por extensién con

nucleétidos marcados a partir de un “primer”.

Experimentos de adhesion celular

Las placas de cultivo plasticas fueron cubiertas con una solucién de 10 pg/ml de colageno tipo I

de cola de rata, FNph, ED-Irr, 11-12rr o diferentes combinaciones de ellos. Una gota de 50 pl,
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sembrada en el centro de pocillos de una placa de 24 celdas, se dejé evaporar toda la noche a
temperatura ambiente. Luego las células BGC-1 se sembraron a una densidad de 2 x 10¢
células/pocillo en medio DMEM:F12 en ausencia de suero. A distintos tiempos, las células

fueron fotografiadas en un microscopio invertido.

Analisis estadistico

Los datos presentados, corresponden a las medias * ESM de mediciones realizadas por
triplicado. Para evaluar la significacion estadistica de los tratamientos, se realizé el

correspondiente ANOVA seguida de la prueba de Scheffé para comparaciones multiples.

Los Westem blots y los Northem blots fueron cuantificados por analisis densitométrico. En el
caso de los Northemn blots, la densitometna fue validada mediante el conteo directo de la

radioactividad presente en cada banda.

Todos los experimentos que se presentan en la tesis fueron realizados al menos en tres

oportunidades.
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1. COMPARACION ENTRE CULTIVOS PRIMARIOS DE CELULAS DE LA
GRANULOSA Y LA LiNEA CELULAR BGC-1

1.1 Secrecién de proteinas

Para evaluar en forma cualitativa la presencia de alteraciones significativas en la linea celular
BGC-1 con respecto a los cultivos primanos, se estudio el perfil electroforético de las proteinas
secretadas marcadas radiactivamente. Para esto se sembraron células BGC-1 y células de la
granulosa bovinas obtenidas a partir de foliculos antrales pequefios (de entre 2 y 8 mm de
diametro), en presencia de 5% NCS y posteriormente ambos cultivos se marcaron por 5 horas
en ausencia de suero con 150 uCi/ml de metionina-[35S]. El patron de proteinas secretadas por
las células BGC-1 es similar al de los cultivos primarios, aunque se observan algunas diferencias
(Figura 4). Una banda intensa de PM aparente de 220 kDa producida por las células BGC-1 ha
sido previamente identificada como fibronectina (14). Puede observarse que la secrecion de FN
esta incrementada considerablemente en las células inmortalizadas. Otras proteinas no
identificadas hasta el momento, con PM aparentes que van desde 73kDa hasta 50 kIDa son
también mas abundantes en la células BGC-1. Sin embargo, la secrecion de otras proteinas por
parte de las células BGC-1 esta disminuida en comparacion con los cultivos primarios (por

ejemplo, las bandas de 92 kDa, 45 kDa y 42 kDa).

1.2 Metabolismo de esteroides

Para examinar otras funciones especificas de células de la granulosa, se investigd la capacidad
esteroidogénica de las células BGC-1. El primer paramctro funcional examinado fue la habilidad
de los cultivos de células BGC-1 para sintetizar progesterona (P4) en medio libre de suero. Tanto
células BGC-1 no estimuladas como aquellas que fucron tratadas con analogos permeables del
cAMP fueron incapaces de producir cantidades detectables de este esteroide. Resultados

obtenidos previamente en nucstro laboratorio habian confirmado la presencia de la actividad A>

Yisomerasa/3B-hidroxi-esteroide-deshidrogenasa (3BHSD) en las células BGC-1 (Figura 5).

Para evaluar la presencia de otras enzimas involucradas en el metabolismo esteroideo, células
BGC-1 y cultivos primarios fueron incubados con distintos esteroides radiactivos y sus
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Figura 4. Secrecién de proteinas por las células de la granulosa. Cultivos confluentes fueron marcados con 150
uCi/ml de [**Smetionina por 5 horas en medio DMEM libre de metionina, en ausencia de suero. Las proteinas
secretadas por los cultivos primarios (carril 1) o por las células BGC-1 (carril 2) fueron sometidas a electroforesis en
gel de poliacrilamida al 10 % que posteriormente fue fluorografiado. Los nimeros a la izquierda indican el peso
molecular (en kDa) correspondiente a los patrones corridos en paralelo. Esta autorradiografia es representativa de 4
experimentos con resultados equivalentes.




2.0

Progesterona (ng/ml)

14

Tiempo (horas)

Figura 5. Actividad 3BHSD en células BGC-1. Curso temporal de la acumulacién de progesterona en sobrenadantes
de cultivos de células BGC-1. 10° células fueron incubadas en 500 il de medio en ausencia de suero en presencia de
10 ng/ml de pregnenolona. El medio fue colectado en los iempos indicados y los niveles de progesterona fueron
determinados por RIA. Los valores son medias + ESM de cultivos realizados por triplicado de un experimento
representativo (n=4).
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metabolitos fueron separados por cromatografia en capa delgada (Figura 6). La conversion de
pregnenolona (P5) a P4 fue mayor en cultivos primarios, indicando una mayor actividad 3BIHSD
(Figura 6A, pancl 1zquierdo). En cambio, la actividad 5at-reductasa, estimada como la suma de
los metabolitos 5a-reducidos formados a partir de P4-[PH] parecia estar incrementada en las
células BGC-1 (Figure 6, panel central).

La diferencia cualitativa mas importante, en términos de metabolismo esteroideo, entre ambos
cultivos, fue la habilidad de los cultvos prnimanos de sintetizar 17-hidroxi-progesterona,
uttlizando como sustrato a la P5 (Figura 6, panel izquierdo, linea 2) o a la P4 (Figura 6, panel
central, linca 2).

En las condiciones de cultivos utilizadas tanto las células BGC-1 como los cultivos pnimarnios
fueron incapaces de convertir testosterona-[*H] a E2 (Figura 6, panel derecho). De hecho, la
mayor parte de la testosterona en células BGC-1 fue convertida a los metabolitos 5a-reducidos
dihidrotestosterona (DHT) y 5a-androstano-3a,17(3-diol, si bien pequefias cantidades de
androstenodiona, androstanodiona y androsterona también fueron detectadas. Los cultivos
primarios, sin embargo, mostraron muy poca metabolizacion de la testosterona, y produjeron

sOlo minimas cantidades de metabolitos 5a-reducidos.
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Figura 6. Metabolismo de esteroides por las células de la granulosa bovinas. Cultivos confluentes de células BGC-1
(carriles 1) o cultivos primarios de células de la granulosa (carriles 2) fueron incubados con ['HJ-pregnenolona
(izquierda), ["H]-progesterona (centro) o ['H]-testosterona (derecha) en medio de cultivo en ausencia de suero por
6, 6 y 24 horas, respectivamente. Las muestras fueron extraidas con éter y aplicadas a una placa de silica para
desarrollar una cromatografia en capa delgada. El solvente utilizado fue una mezcla de ciclohexano, cloroformo y
éter (2:2:1). A la izquierda de cada panel se indica la movilidad de esteroides patron: 5a-pregnano-3,20-diona (50P,);
progesterona (P,); 50.-pregnano-3a-ol-20-one (5030tP): pregnenolona (Ps); 5at-pregnano-20a-ol-3-ona (50200P); 4-
androsteno-3,17-diona  (Ad4); dihidrotestosterona (DHT); 17B-estradiol (E,); androsterona (A); 200
dihidroprogesterona (20DHP); testosterona (I); 5ct-androstano-3a,173-diol (Adiol); 50t-pregnano-3oi-20ct-diol
(Pdiol); 17-hidroxiprogesterona (170HP). n=3.
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2. REGULACION AUTOCRINA DE LA PROLIFERACION

Como parte de los cambios ocurndos en la linea celular BGC-1 que llevaron al establecimiento
de la linea, es posible que la sintesis de ciertos factores de crecimiento haya aumentado, de forma
tal que ahora sirvan para la estimulacion de la proliferacion y/o supervivencia de los cultivos.

Para evaluar la hipétesis de que las células BGC-1 producen sustancias con actividad
estimulatonia de la proliferacion, se prepararon medios condicionados (MC) incubando cultivos
confluentes de células BGC-1 en medio de cultivo en ausencia de suero, por un periodo de 48
horas. Posteriormente, células BGC-1 fueron incubadas con concentraciones crecientes de este
MC en presencia de timidina-[3H]. Como se observa en la Figura 7, el MC produjo un efecto

estimulatonio en una forma dependiente de la dosis.

2.1 Clonado de las células BGC-1

La heterogeneidad inicial de la linca celular presentaba ciertos inconvenientes. Existia el riesgo de
que con los sucesivos pasajes, uno o algunos clones con tasa de crecimiento mas elevada,
finalmente reemplace a la totalidad del cultivo. Por otro lado, sc hacia evidente la posibilidad de
que las respuestas observadas por las células BGC-1 no fueran homogéneas, es decir, que sdlo
una proporcion de las células sea la que responda a los estimulos, por lo cual sc estaria realizando
un andlisis erroneo de la magnitud de las respuestas observadas. Por estas razones, se procedio a
la obtencion de clones de las células BGC-1 mediante la técnica de diluciones senadas.

Una vez obtenidos, estos clones fueron evaluados por su capacidad de producir un medio
condicionado con actividad autocrina. Dicho parametro fue ensayado sobre células BGC-1. En
experimentos de sintesis de ADN como los detallados mas arnba, los MCs de dos clones
representativos, BGC-A4 y BGC-A10, mostraron actividad estimulatona (Figura 8). El hecho de
que el MC proveniente del clon A4 fuera mas potente que el del clon A10, confirmaba la

naturaleza heterogénea de las células onginales.
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Figura 7. El medio condicionado (MC) de ks células BGC-1 estmula la proliferacién de las propias células BGC-1.
Las células BGC-1 fueron sembradas a una densidad de 5 x 10° células/pocillo en placas de 96 celdas precubiertas
con colageno. A las 2 horas se les agregd concentraciones crecientes de MC por las células BGC-1 junto con 4
nCi/ml de ["H]timidina. Luego de 24 horas de incubacién a 37 °C, las células fueron cosechadas y la radioactividad
incorporada al ADN tue determinada en un contado de centelleo liquido. n=3.
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Figura 8. El MC de dos clones obtenido a partic de la linea BGC-1 presenta distinta potencia estmulatoria. Los
clones A4 y A10 fueron obtenidos por el método de diluciones seriadas de las células BGC-1. El ensayo de la
actividad esimulatoria de los MCs fue realizado sobre células BGC-1, en la misma forma que se explica en la leyenda
de la Figura 7. En la Figura se muestra la incorporacién de ['H]tmidina basal (barra llena), en presencia de 30 % de
MC de células BGC-1 (barra rayada) y de distintas concentraciones de MC del clon A4 (@) o del clon A10 (Q). n=3.



2.2 Caracterizacion del medio condicionado

La caracterizacién inicial del MC de las células BGC-A4 se presenta en la Tabla II. La actividad
fue completamente suprimida por el tratamiento con tripsina, revelando la naturaleza proteica del
factor estimulatonio. La centrifugacion en microconcentradores mostrd que se trataba de una

molécula de PM aparente mayor a 30 kDa. La actividad presente en el MC fue resistente a un

Tabla II: Sensibilidad del MC por células BGC-A4 a distintos tratamientos. La actividad
fue evaluada midiendo el efecto de 30 % (v/v) de MC sobre la incorporacién de
timidina-[>H] al ADN en cultivos de células BGC-A4.

Tratamiento % estimulacién
Ninguno 100
Conservacion a 4 °C estable
Congelamiento (2 veces a -20°C) 60
Calentamiento (15 minutos a 60°C) 92
Microconcentradores Retenido 80

(limate de exclusién 30 kDa) Filtrado 8,5
Tripsina (1 pg/ml 60 min. t.amb.) 2,5()

"El porcentaje de estimulacién fue calculado respecto del control en que se agregd inhibidor de tripsina al comienzo
de la reaccion.

tratamiento moderado con calor (15 minutos a 60 °C).

Posteriormente se determiné la cinética de produccién de actividad mitogénica. Para esto se
retiraron alicuotas a distintos tiempos y se ensayaron sobre células BGC-A4. la Figura 9
muestra quc a partir de 5 horas de cultivo es posible detectar actividad mitogénica. La potencia
relativa del MC va aumentando con el iempo de condicionamiento, lo cual es coherente con ¢l

hecho de que las células estén secretando activamente al medio de cultivo algun factor proteico.

En nuestro laboratonio hemos determinado que el IEGF y el IGF-I son capaces de inducir la
sintesis de ADN en células BGC-1. Para descartar la posibilidad de que la actividad presente en
el MC sea debida a la produccion Jocal de estos factores, células BGC-A4 fueron estimuladas con
30 % (v/v) de MC en presencia de ambos factores de crecimiento. En la Figura 10 se puede
observar que el MC fue capaz de provocar un aumento en la incorporacion de timidina ain en

presencia de concentraciones saturantes de ambos factores.
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Figura 9. Cinética de produccidn de actividad mitogénica por parte de las células BGC-A4. Cultivos confluentes de
células BGC-A4 fueron lavados tres veces con PBS, y fueron mantenidos por una hora mis en presencia de medio
de cultivo sin suero. Luego, el medio fue reemplazado por medio de cultvo fresco. A los tempos indicados en la
Figura, el medio fue colectado y ensayado en una concentracion de 30 % v/v sobre células BGC-A+4 en la forma
detallada en la Figura 7. n=3.
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Figura 10. La actividad mitogénica del MC de células BGC-A4 no es debida a la presencia de EGF o IGF-1. Células
BGC-A4 fueron estimuladas como se indica en la Figura 7, con concentraciones crecientes de MC de células BGC-
A4 en ausencia (@) o presencia (l) de una combinacion de EGF e IGF-I (10ng/ml y 100 ng/ml, respectivamente).
n=3,
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Dado que varios factores de crecimiento presentan afinidad relativamente clevada por
proteoglicanos tales como la heparina, se comenzo6 la separacion de la actividad presente en los
MCs, utihzando columnas de hepanna-ultrogel. Asi, el MC de las células BGC-A4 presento 2
picos de actividad cuando se lo ensayé sobre células BGC-1 (Figura 11 A), uno que eluye entre

0,3y 0,5 M de NaCl y el otro que recién cluye al lavar la columna con 100 mM Glicina a pH=3.

Para visualizar las proteinas presentes en estas fracciones, cultivos de células BGC-A4 fueron
marcados metabolicamente con metionina-[>S]. Los sobrenadantes luego fucron fraccionados
en las columnas de Hepanna-Ultrogel y las proteinas presentes en cada una de las fracciones
fueron separadas en geles de poliacrilamida al 10%. La Figura 12 muestra una autorradiografia
donde puede observarse una amplia variedad de proteinas marcadas. Las fracciones eluidas entre
300 y 500 mM, que habian presentado actividad bioldgica, resultaron ser las mas abundantes,

descontando la fraccion correspondiente a las proteinas que pasaron de largo en la columna.

El hecho de que las células BGC-1 sintetizaran FN, y que esta glicoproteina presenta afinidad
por heparina, la cual se inhibe con 0,5 M NaCl (46), sugeria que una de las moléculas
responsables de la accion bioldgica del MC fuera la FN. Ademas, la figura 12 muestra la
presencia de proteinas de alto PM en la fraccion eluida con 0,5 M NaCl, asi como también en las

fracciones circundantes.

Por lo tanto, se realizaron Jos siguientes experimentos de sintesis de ADN en células BGC-A4:
por un lado se estudio el efecto del agregado de FN plasmatica y paralelamente se ensayd en el
MC previamente depletado de FN por inmunoprecipitacion. La Figura 13 muestra que si bien ¢l
agregado exdgeno de FN plasmatica comercial no ejerce un efecto estimulatono significativo, el
MC depletado de FN carece de actividad mitogénica. Aunque no se muestra en la Figura 13, la
combinacién de FN plasmatica y MC depletado no recuperd la actividad. La especificidad del
tratamiento inmunologico queda confirmada por el hecho de que la incubacién con IgG de
animal no inmunizado no reduce la actividad del MC. Estos resultados en principio parecen
contradictorios, ya que si la eliminacion de la FN del MC, supnime su efecto, seria de esperar que
cl agregado de FN exogena tuviera un efecto estimulatorio de la proliferacion. Para reconciliar
estos datos, proponemos la siguiente hipdtesis: o bien la inmunodeplecion del MC arrastra a

otros factores que presentan afinidad
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Figura 11. Separacion de la actividad bioldgica presente en el MC mediante una columna de afinidad de heparina. El
medio condicionado de células BGC-A4 fue aplicado a una columna de heparina-ultrogel, la cual tue posteriormente
lavada con PBS. Luego distintas fracciones fueron eluidas con concentraciones crecientes de NaCl desde 0,2 M
hasta 1 M. Finalmente, la columna fue lavada con una solucién de 100 mM Glicina pH=3. Las fracciones asi
obtenidas fueron procesadas como se explica en Mateniales y Métodos y luego fueron ensayadas tanto sobre células
BGC-A4 (A) como sobre cultivos primarios de células de la granulosa de rara (B).

Panel A. Las células BGC-A4 fueron estimuladas como se indica en la Figura 7; se muestra la incorporacién de
[H]jtimidina basal (barra llena), el efecto de 30 % v/v de MC de células BGC-A4 (barra rayada) y el efecto de las
distintas fracciones de la columna de heparina. Se puede observar que la actividad mitogénica eluye en 2 picos, uno
entre 0,3 y 0,5 M de NaCl y el otro recién aparece cuando la columna se lava con Glicina.

Panel B. Las células de granulosa de rata se cultivaron en placas de 96 celdas en las condiciones descriptas en
Materiales y Métodos a una densidad de 100.000 células/celda. Los estimulos fueron agregados 2 horas después del
plaqueo. Luego de 24 hs se agregd la timidina trittada (4 uCi/ml) y los culavos se cosecharon sobre filtros de fibra de
vidrio, usando un cosechador automatco (Nunc) a las 48 hs de sembradas. La radioactividad fue medida en un
contador de centelleo liquido. Las barras de la izquierda muestran la incorporacién de [H]timidina de los controles:
células cultivadas en ausencia (C) o presencia (F+T) de una combinacién de FSH y TGF-B (20ng/ml y 2,5 ng/ml,
respectivamente) y en ausencia (barra llena) o presencia (barra rayada) de 30 % de MC de células A4. La actividad
inhibitoria del MC aparece en el percolado (P) y en las fracciones que eluyen entre 0,3 y 0,5 M de NaCl. Percolado
(@), 0,2 M NaCl (O), 0,3 M (¥), 0,5 M (), 0,65 M (), 0,8 M (J), 1 M (A) y 100 mM Glicina pH=3 (A). n=3.
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Figura 12. Autorradiografia mostrando las proteinas presentes en cada una de las fracciones de la columna de
heparina. Las células fueron incubadas toda la noche en presencia de 150 uCi/ml de [**Sjmetionina en medio libre de
metioneina en ausencia de suero. Los sobrenadantes de estos cultivos fueron aplicados a una columna de heprina, las
fracciones obtenidas por elucion con concentraciones crecientes de NaCl fueron procesadas como se indica en
Materiales y Métodos. Las muestras fueron corridas en un gel de poliacrilamida al 10 % que luego fue fluorografiado.
P, percolado; L, lavado con PBS; carriles 0,2 a 1, concentracion M de NaCl utilizada en la elucién de la respectiva
fraccion; G, 100 mM glicina pH=3. Los niimeros a la izquierda indican el PM y la posicién de los marcadores de
peso molecular correspondientes. n=3.
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Figura 13. La fibronectina secretada por las células BGC-A4 esta implicada en la accién mitogénica del MC. ElI MC
de las células BGC-A4 fue preparado como se indica en Materiales y Métodos. Luego, éste fue somendo a un
tratamiento con anticuerpos para lograr la deplecion de la FIN presente. Una alicuota del MC fue incubada con
anticuerpos contra la FN plasmatica (1/100), los cuales fueron posteriormente removidos del MC utlizando un
segundo anticuerpo en una dilucién tal que formaba una red precipitante, la cual fue separada por centnfugacion (ver
Mateniales y Métodos). El sobrenadante (MC -FN) fue utlizado en experimentos de sintesis de ADN sobre células
BGC-A+ segin se explica en Materiales y Métodos y en la Figura 7. Como control se unlizé6 un MC que fue
expuesto a suero de cabra no inmune (MC -NGS). En la Figura se muestra la incorporacién de ['H]timidina basal
(O), o estimulada con 30 pg/ml de FN plasmética humana (barra llena), con concentraciones crecientes de MC (
MC), de MC depletado de FN (MC-FN) o MC depletado con suero control (MC-NGS).

“* indica diferencias signiticativas (p < 0.05) respecto del control sin MC, n=3.
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por FN, o bien existen diferencias cualitativas entre la FN plasmatica y 1a FN secretada por las
células BGC-A4. Como se muestra mas abajo, seccion 4.5, los datos sugieren que esta iltima

opcion es la correcta.

2.3 Efecto del MC sobre cultivos primarios de rata

Las células de la granulosa bovinas ¢n cultivo presentan una limitada respuesta a FSH, tanto a
nivel de proliferacion como en su capacidad esteroidogénica. En cambio las células de rata son
un excelente modelo para estudiar la modulacion de la respuesta gonadotrofica. Por este motivo,
resultd interesante estudiar ¢l efecto del MC sobre células de la granulosa de rata. En nuestro

laboratonio sc¢ ha caractenzado la respuesta de estos cultivos a FSIH y su interaccion con diversos

agentes como el E2y el TGF-f (11,17,18,56).

St bien el MC posec leve pero significativo efecto mitogénico ensayado sélo, no fue capaz de
modificar la estimulacién promovida por TGF-B (Figura 14 A). Por otro lado el potente
estimulo logrado por el tratamiento con 20 ng/ml de FSH y 2.5 ng/ml de TGF-$ (11,26)
(aproximadamente de 100 veces de estimulacion sobre el control), fue bloqueado por el agregado

de MC en una forma dependiente de la dosis (Figura 14 B).

Ademas, la respuesta sinérgica de FSH y E2 (20 ng/ml y 100 ng/ml, respectivamente), que
promueve un aumento de aproximadamente 10 veces en la incorporacion de tmidina (16,18),

también fue inhibida por el MC (Figura 15 A).

El MC parecia estar bloqueando la ruta de transduccion de sefiales de la FSH. E] primer paso en
esta ruta consiste en la activacion de la enzima adenililciclasa via una proteina G, con el
consiguiente aumento de los niveles de AMPc. Por esto, se decidié analizar si el efecto
inhibitorio sc¢ mantenia reemplazando el estimulo de la FSH por un anidlogo permeable del
AMPx, el dibutinil AMPc (Bt2AMPc). Las células fueron tratadas con una combinacion de 800
pM Bt2AMPc y 100 ng/ml de E2 en presencia o ausencia de 10 % (v/v) de MC. Se observé una
inhibicion de la sintesis de ADN provocada similar a la obtenida cuando se habia utilizado FSH
en vez de BtzAMPc (Figura 15 B). Este resultado sugeria que los factores presentes en el MC que
actian sobre las células de la granulosa de rata bloquean ¢l la estimulacion gonadotréfica en un

paso posterior a la sintesis de AMPc.
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Figura 14. El MC de las células BGC-A4 es inhibitorio de la proliferacion en cultvos primarios de células de la
granulosa de rata tratados con I'SH y TGF-B. Estos cultvos fueron realizados como se indica en la leyenda de la
Figura 11 B. Los siguientes paneles indican la incotporacion de [*H]timidina obtenida con los tratamientos que se
detallan:

Panel A. Las células fueron cultivadas en ausencia (barras vacias) o presencia (barras llenas) de 30 % v/v de MC en
ausencia de otros estimulos (C) o en presencia de 20 ng/ml de FSH (FSH). Ademis, se realizé una curva con
concentraciones crecientes de MC (O)en presencia de 2,5 ng/ml de TGF-f. La barra vacia sobre ¢l “0” corresponde
a la respuesta obtenida por el sélo agregado de TGF-B.

Panel B. En un expenimento similar al del panel A, las células fueron culavadas en ausencia de todo estimulo (barras
vacias en Ctrol), con el agregado de 30 % v/v de MC (barras rayadas en Crol). Ademis, se realiz una curva con
concentraciones crecientes de MC (@)en presencia de FSH y TGF-B (20 ng/ml y 2,5 ng/ml, respectivamente). La
barra vacia sobre el “0” corresponde a la respuesta obtenida por el sélo agregado de FSH + TGF-f.

“«* indica diferencias significativas (p < 0.05) respecto del mismo tratamiento pero sin el agregado de MC, n=3.
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Figura 15. El MC de las células BGC-A4 es inhibitorio de la proliferacion en cultvos pamarios de células de la
granulosa de rata tratados con FSH o dibutiil AMPc (Be2AMPc) en conjunto con estradiol. Los culavos sc
realizaron con se indica en la leyenda de la Figura 11 B. Los siguientes paneles indican la incorporacion de
[’H]umidina obtenida con los tratamientos que se detallan:

Panel A. A la derecha se muestran los datos de cultvos que fueron incubados con una combinacion de FSH y
estradiol (20 ng/ml y 100 ng/ml, respectivamente) en ausencia (barra vacia) o presencia (barras rayadas) de
concentraciones crecientes de MC. A la izquierda se muestran los controles: cultivos que fueron incubados
sélamente con medio de cultvo (barra vacta) o con 30 % v/v de MC (barra rayada).

Panel B. Los cultivos fueron cultivados en presencia (barras llenas) o ausencia (barras vacias) de 30 % v/v de MC, sin
ningan otro agregado (Ctol), en presencia de 800 pM Bt,AMPc (BtoAMPc) o con una combinacién de Bt.AMPc y
estradiol (800 pM y 100 ng/ml, respectivamente).

“=” indica diterencias significativas (p < 0.03) respecto del mismo tratamiento pero sin el agregado de MC, n=3.
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Las fracciones obtenidas por la columna de heparina (seccién 2.2) también fueron ensayadas en
este modelo experimental. Como estimulo se escogié la combinaciéon de FSH y TGF-$, dado
que es la evoca la maxima estimulacién. Como puede observarse en la Figura 11 B, se obtuvieron
2 picos con actividad inhibitoria, uno que no presentd afinidad por heparina, y que por lo tanto
aparecié en el percolado de la columna y otro que eluye a 0,5 M NaCL
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3. EFECTO DEL FACTOR TRANSFORMANTE DE TIPO B (TGF-B) SOBRE
CELULAS BGC-1

3.1 Sintesis de ADN

Experimentos dc dosis respuesta (Figura 16 A) mostraron que el TGF-B fue incapaz de
promover la sintesis de ADN cuando sc lo ensay6 en medio libre de suero. Sin embargo, TGF-3
potenciO significativamente la estimulacion provocada por el factor de crecimiento epidermal
(EGF). Este efecto fue dependiente de la dosis de TGF-8, mostrando una EDso de 200 pg/ml,
siendo 1 ng/ml la minima dosis requenda para lograr un efecto maximo.

Para determinar si la interaccion entre el TGF-B y el EGF era especifica de este factor de
crecimiento o si por el contrano, el TGF-B proveia de una sefial que podia amplificar el efecto
de otros mitogenos, se lo ensayd en combinacién con otros factores. Como se muestra en la
Figura 16 B, no se observd interaccidn alguna entre ¢l TGF-B y el IGF-1, 0 el PDGFE-AA.

La interaccion de las células con la matriz extracelular a través de la activacion de determinadas
integrinas desencadena sefales intracelulares que interactian con las rutas de sefializacion de
vanios factores de crecimiento (24). Por este motivo, se determind st la interaccidn sinérgica del
TGF-B y el EGF dependia del sustrato al que las células BGC-1 se adherian. En la Figura 16 C
se puede observar que cuando las células se sicmbran directamente sobre plistico ¢l TGI-f
provoca un efecto menor sobre la respucsta a EGF. Esto indica que sc requieren ciertas sefiales

provistas por la matriz de colageno para que la interaccién entre estos 2 factores.

3.2 Regulacion de la expresién de fibronectina

3.2.1 Secrecion de FN

Para estudiar ¢l efecto del TGF-P sobre la secrecion de FN, se colectd el MC de células BGC-1
incubadas en presencia o ausencia de 5 ng/ml de TGF-B durante diferentes intervalos de
tiempo. La secrecion de FN fue evaluada en estas muestras por Westem blot. La Figura 17
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Figura 16. El TGF-f ejerce un efecto sinérgico en combinacién con el EGF sobre la sintesis de ADN en células
BGC-1. Las células BGC-1 tueron culuvadas como se indica en la leyenda de la Figura 7. Los siguientes paneles
muestran los resultados de incorporacién de [*H]timidina obtenida con los tratamientos que se detallan:
Panel A. Las células fueron estimuladas con concentraciones crecientes de TGF-B en ausencia (@) o presencia
(A) de 10 ng/ml de EGF. La ED, para el efecto sinérgico del TGF-f fue de 200 pg/ml y la minima dosis que
evocd el maximo efecto fue de 1 ng/}:nl.
Panel B. Las células fueron estimuladas con distintas combinaciones de factores de crecimiento. C, control; E, 10
ng/ml de EGF; 1, 100 ng/ml de IGF-I; El, EGF + IGF-I; T, 5 ng/ml de TGF-B; ET, EGF + TGF-p.
“Control” (W), s6lo se agregd lo que se indica debajo de cada barra; “TGF-f,” (BR), ademis de lo indicado
debajo de cada barra, se adicionaron 5 ng/ml de TGF-B; “PDGF-AA” (£3), ademis de lo indicado debajo de
cada barra, se adicionaron 10 ng/ml de PDGF-AA.
Panel C. Las células fueron incubadas en ausencia (88) o presencia de 10 ng/mlde EGF  (g€R), 5 ng/ml de
‘TGF-B (222) o una combinacién de ambos ( &8 ). A la derecha se muestran los resultados obtenidos luego de
sembrar las células directamente sobre el plistco y la izquierda se puede comparar con lo obtenido cuando las
placas fueron precubiertas con colageno. Dado que los basales eran significativamente diterentes entre si., y para
facilitar la interpretacion de los resultados, en este caso los datos se expresan como veces de estimulacion por
sobre el control respectivo.
“N.S.” indica que no se observaron diferencias significativas entre los tratamientos unidos por lineas. indica
diferencias significativas (p < 0.03). Cuando ““” esti direcamente sobre una barra, dicho tratamiento se compara
con el control del grupo, cuando “*” estd sobre una linea, se comparan los tratamientos unidos por ella, n=3.

“en
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muestra un experimento representativo en donde se puede ver que el TGF-B aumenta la
cantidad de FN acumulada en el medio de cultivo. Este efecto es evidente a partir de las 48 horas
de cultivo. Aunque las mayores diferencias se observaron a los 3 dias de cultivo, los cultivos
controles a este tiempo mostraban ciertos signos de viabilidad disminuida. Por tal motivo, para
los siguientes experimentos se decidi6 utilizar un tratamiento de 2 dias.

Cuando las células BGC-1 son expuestas a TGF-f3 por un largo periodo de tiempo, los Western
blots para FN muestran una banda extra que presenta un PM aparente de 190 kDa (Figura 17,
carriles 5y 6). Esta banda no es observa en los cultivos controles ain cuando se siembra un gran
exceso de proteina (datos no mostrados). Esto sugiere que la FN sufre un procesamiento

proteolitico en los cultivos tratados con TGF-f3.

C TGF-B
24 48 72 24 48 72

---._.-.

Figura 17. El TGF-f estimula la secrecién de fibronectina en las células BGC-1.

Western blot fue revelado con anticuerpos contra FN plasmatica de MCs obtenidos de células incubadas en ausencia
(Control) o presencia (TGF-B) de 5 ng/ml de TGF-B por 24, 48 y 72 horas. La banda superior corresponde al una
molécula de PM aparente de 220 kDa, mientras que la banda inferior, sélo presente en los cultivos tratados con
TGF-B, presenta un PM de 190 kDa.
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4. PAPEL DE LA VARIANTE ED-I' DE FIBRONECTINA EN LE DESARROLLO
FOLICULAR

4.1 Expresion de FN-ED-I* en el fluido folicular

Para determinar si el crecimiento del foliculo estaba de alguna manera asociado con cambios en
la expresion de la vanante ED-I* de FN, se mudieron las concentraciones de FN total y de FN-
ED-I* en el fluido folicular de foliculos en distintas fascs de desarrollo. En un analisis inicial los
foliculos fueron clasificados en 2 categorias, mayores y menores a 8 mm de diametro. La figura
18 muestra los resultados obtenidos en un Westem blot realizado con 17 muestras de fluido
folicular utilizando el anticuerpo policlonal anti-I'Nj, que detecta todas las formas de FN (Figura
18 panel superior), y el anticuerpo monoclonal anti-FN,, que sélo reacciona con el dominio ED-
I (Figura 18, pancl inferior). Dado que FN-ED-I* se expresa en bajos niveles en tejidos adultos,
fuc sorprendente cl hecho de que no so6lo 16 de las 17 mucestras resultaran positivas para ED-I*
sino que cra evidente que existian importantes cambios tanto en la concentracion como en la
proporcion relativa de FN-ED-1* respecto de la FN total. Las muestras 1 a 4, que corresponden

alos foliculos pequefios, mostraron las concentraciones mas altas de FN-ED-I*.

4.2 Concentracién de FN-ED-I* y el estado fisiolégico del foliculo

Para contar con un parametro que indicara en qué estadio de desarrollo se encontraba cada uno
de los foliculos analizados, se determiné la concentracion de estradiol y de progesterona. Con
cstos datos se establecid que los niveles de estradiol presentaban una correlacion mnversa
significativa tanto con la concentracion de FN-ED-1* (Figura 19 B, r = -0.787 p<0.002), como
con el cociente FN-ED-1*/EN total, una medida del “splicing” altemativo (Figura 19 A, ¢ = -
0.697 p<0.01). No sc observo correlacidn significativa entre estradiol y el nivel de FN total
(Figura 19 C). Por otro lado, la I'N total, la FN-ED-I* o ¢l cocicnte FN-ED-I*/FN total no

mostraron correlacion con la concentracion de progesterona o cl tamario del foliculo (Iigura 20).
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Figura 18. Expresion de la variante ED-I de fibronectina (FN-ED-1") en el fluido folicular.

Western blot de FN total (panel superior) y FN-ED-1" (panel inferior) purificada de un grupo de foliculos de 2a 5
mm de diametro (carriles 1y 2, 20 foliculos cada uno), de foliculos de 5 a 8 mm (carriles 3 y 4, 10 foliculos cada uno)
o de foliculos individuales mayores a 8 mm en didmetro (carriles 5 a 17).

La FN-ED-I" fue detectada en todas las muestras con excepcién de la muestra 17.
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Figura 19. Correlacién entre FN-ED-I°, FN-ED-I"/FN total o FN total y la concentracion de estradiol en el fluido
folicular.

Los niveles de FN-ED-I" y de FN total de los foliculos individuales mayores a 8 mm en diimetro total fueron
cuantficados y correlacionadas con la concentracién de estradiol en cada muestra. Tanto la FN-ED-I" (panel B) y el
cociente FN-ED-I°/FN total (panel A), pero no los niveles de FN total (panel C) correlacionaron significabivamente
con la concentracion de estradiol (r = -0,787 p < 0,002, r = -0,697 p < 0,01 y r = -0,17 N.S,, respectivamente).
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Figura 20. Correlacion entre FN-ED-I", FN-ED-I"/FN total o FN total y la concentracién de progesterona en el
fluido folicular.

Los niveles de FN-ED-I" y de FN totl de los foliculos individuales mayores 2 8 mm en didmetro total fueron
cuantificados y correlacionadas con la concentracién de progesterona y con el volumen de fluido folicular en cada
muestra. En ningin caso se observé correlacion significativa
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4.3 Regulacién del “splicing” alternativo de la fibronectina en cultivos primarios de

células de la granulosa bovina

Los resultados presentados en la Figura 18 indican que existen cambios marcados en la
concentracion de FN-ED-I* durante ¢l desarrollo folicular que probablemente resultan de
cambios en el “splicing” altemnativo del ARNm de FN. Por esto, el siguiente objetivo fue
identificar los factores hormonales o intraovaricos capaces de regular este proceso. Para esto se
utilizaron cultivos primarios de células de la granulosa bovina. La observaciéon de una fuerte
correlacién negativa entre las concentraciones de FN-ED-I* y estradiol sugeria que este esteroide
podria actuar dircctamente sobre este proceso. La FSH, actuando a través del AMPc, es el factor
regulatorio principal para el desarrollo folicular y se¢ ha demostrado que modula la expresion de
EN en células de la granulosa (14). Por otro lado, el TGF-B, que es sintetizado en el ovario (75),
afecta ¢l “splicing” del ARNm de FN en ciertas lineas celulares, cstimulado la inclusion del exon
ED-1 (53). Por lo tanto, los cultivos celulares fueron estimulados por 2 dias con 1 mM dibutinl
AMPc o con 5 ng/ml de TGF-B, en presencia o ausencia de 100 ng/ml de estradiol. Se
determin los niveles de FN-ED-I* en los extractos celulares por Western blot y los resultados
se mucstran en la Figura 21. Mientras que el AMPc produjo una reduccién del 50 % en la sintesis
total de FN y una disminucion de 20 veces en la expresion de la variante ED-I* (Figura 21, calle
1 vs. 2), el TGF-B provocd un aumento de 2 y 4 veces en la sintesis de FN total y FN-ED-I*,
respectivamente (Figura 21, calle 1 vs. 3). El tratamiento con estradiol no alter ni la sintesis total

de FN ni la de FN-ED-I* (Figura 21, calles 1,2 y 3 vs. 4, 5 y 6, respectivamente).

4.4 Regulacidn del “splicing” alternativo en células BGC-1

La maxima concentracion de FN-ED-1* fue observada en los foliculos pequefios, que contienen
células de la granulosa comparativamente menos diferenciadas. Cuando se cultivan en
monocapa, las células de la granulosa se diferencian espontaneamente a células luteales (57). Por
esta razon, los cultivos primarios podrian ser mnadecuados para el estudio de los estadios mas
iniciales del desarrollo folicular. Por este motivo, se eligié continuar los experimentos utilizando
una linea de células de la granulosa bovina, BGC-1, que constituye un modelo de células de la

granulosa inmaduras (60).
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Figura 21. Regulacién de la expresion de FN y de FN-ED-I" en cultivos primarios de células de la granulosa bovina.
Western blot de FN total (panel superior) y de FN-ED-1" (panel inferior) presente en extractos celulares obtenidos
de cultivos primarios de células de la granulosa, mostrando que mientras que el TGF-B incrementa y el AMPc
disminuye la inclusién del dominio ED-I en la molécula de FN, el estradiol no tuvo un efecto significativo.

Cultivos confluentes fueron tratados por 48 horas con 1 mM Bt,AMPc (A) o 5 ng/ml de TGF-B (T), en presencia
(estradiol) o ausencia (control) de 100 ng/ml de estradiol. Las células controles no recibieron ningin estimulo. Las
flechas grandes indican la posicién de las FNs. Las flechas pequefas, muestran un polipéptido no relacionado, que
reacciona con la Extravidina. Los niimeros a la derecha indican la posiciéon del marcador de peso molecular de 206
kDa. Los nimeros que se muestran abajo del panel inferior corresponden a los cocientes entre FN-ED-I" y FN
total (los valores fueron normalizados respecto del cultivo control en ausencia de estradiol). n=3.
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St el TGF-B actia como un regulador local del “splicing” altcrnativo del ARNm de FN en este
estadio de desarrollo folicular, su efccto deberia ser evidente en las células BGC-1. De esta
manera, los cultivos de células BGC-1 fucron estimulados con 5 ng/ml dc TGEF- por 2 dias. Al
final de este periodo, se determind la presencia de ARNm de FN y de FN-ED-I* por Northem
blot. Estos expernimentos demostraron que el TGF-f incrementa 3 veces la cantidad de ARNm
para I'N y que incrementa 6 veces Jos ARNm de FN que contienen al exon ED-1 (Figura 22, b).
Como control, se determind el efecto del T'GE-B sobre la secrecion de FN (Figura 22 a). Este

factor de crecimiento incremento en 100 % la relacion FN-ED-1*/FN total.

4.5 El dominio ED-I de fibronectina estimula la proliferacién de células de la granulosa

Uno de los rasgos fundamentales de las células de la granulosa de pequenios foliculos antrales es
su alta tasa de proliferacion. El hecho de que estos foliculos presenten una alta concentracion de
FN-ED-1* sugiere que esta molécula podria jugar algin papel en la regulacion del crecimiento
celular. Para estudiar una posible funcion de la variante ED-1* de FN como un regulador de la
proliferacion, se realizaron expenmentos para evaluar el efecto sobre la sintesis de ADN de un
péptido recombinante codificando la region ED-I humana (ED-Irr). La Figura 23 A muestra que
¢l agregado de ED-lrr al medio de cultivo estimula la incorporacion de tmudina-[*H] al ADN de
cultivos de células BGC-1 en una forma dependiente de la dosis. Ni el agregado del péptido
recombinante control, 11-12rr, ni de I'N plasmatica humana (I'Nph), que carece del dominio

ED-1, tuvieron efecto alguno(Figura 23 A).

Estos resultados son consistentes con la evidencia presentada en la Figura 14 de la seccion 2.2,
en donde se demuestra que la eliminacion de la FN presente en el MC de células BGC-1 suprime
la actividad mitogénica del mismo. Esta actividad no se recupera con el agregado exdgeno de
FNp, lo que indicaria que es la FN-ED-I* presente en ¢l MC la responsable de la accion
mitogénica.

Este efecto parece ser especifico del tipo celular, ya que otros tipos celulares no mostraron
sensibilidad al tratamiento con ED-Irr. De hecho, 1 uM de ED-Irr no estimul la sintisis de
ADN nt1 cn fibroblastos Swiss 313 ni en las células epiteliales CCl-64 (datos no mostrados y

Figura 23 B, respectivamente).
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Figura 22. Regulacion de la expresion de FN y de FN-ED-I" en la linea de células de la granulosa BGC-1. El TGF-8
modula el “splicing” alternativo del ARNm de FN, aumentando la inclusion del exén ED-I (panel b), efecto que es
evidente también a nivel proteico (panel a).
Panel a. Western blot de FN total (panel superior) y de FN-ED-I" (panel inferior) de MCs de células BGC-1.
Cultivos confluentes fueron tratados por 48 horas en ausencia (C) o presencia (T) de 5 ng/ml de TGF-f. Los
sobrenadantes fueron colectados y sometidos a electroforesis en un gel de 6 % de poliacrilamida en condiciones
reductoras. La FN total y la FN-ED-I" fueron detectadas utilizando los anticuerpos contra FNph y contra ED-1,
respectivamente.
Panel b. Northern blot de ARNm de FN total (panel superior), FN-ED-I" (panel central) y gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa (G3PDH, panel inferior) extraido de células BGC-1. Cultivos confluentes fueron tratados
por 48 horas en ausencia (C) o presencia (I) de 5 ng/ml de TGF-B. El ARN fue extraido y las muestras fueron
sometidas a electroforesis en un gel de 1 % de agarosa en condiciones desnaturalizantes.
Los nimeros abajo de los paneles a y b corresponden a los cocientes FN-ED-I" y FN total (los valores fueron
normalizados con respecto a los cultivos controles)
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Figura 23. Regulacion de la sintesis de ADN por el péptido ED-Irr.

[

Panel a. El péptido recombinante ED-Irr estimula la sintesis de ADN en células BGC-1. Las células BGC-1
fueron estmuladas como se indica en la Figura 7. Los culuvos fueron incubados con concentraciones crecientes
de ED-Irr (@), 11-12rr (A) o FNph (). n=3.

Panel b. El péptido ED-Irr no estimula la sintesis de ADN en las células de pulmoén de vizon CCL-64. Las
célutas CCL-64 tueron sembradas en placas de 96 pocillos en medio DMEM suplementado con 0,2 % de suero
fetal bovino . Dos horas mis tarde, se les agregd 10 pg/ml de ED-Ier (ED-I) o 20 pg/ml de 11-12rr. Veinudos
horas mis tarde, la [’H]timidina (concentracién final = 10 pCi/mi) fue agregada y las células fueron cosechadas 2
horas mis tarde. La radioacuvidad incorporada al ADN fue determinada en un contador de centelleo liquido.
n=3.

indica diterencias significativas (p < 0.05) respecto del control sin pépudo, n=3.
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4.6 El dominio ED-I de FN bloquea la adhesidén de las células de la granulosa al

sustrato

Para investigar si la variante ED-1* de FN modula la adhesion celular a2 la MEC de una forma
diferente a la FN plasmatica, s¢ sembraron células BGC-1 en placas de cultivo de plastico
previamente cubiertas con diferentes combinaciones de moléculas. En cultivos de 5 dias sobre
estas matrices, las células plaqueadas sobre ED-Irr solo (Figura 24 H) o sobre una combinacién

de ED-Irr y FNph (Figura 24 E) aparecian despegadas y flotando.

Las células plaqueadas sobre colageno mostraban una organizacion ahusada (Figura 24 A), la cual
estaba completamente ausente en las células sembradas sobre una combinacién de colageno y
ED-Irr (Figura 24 B). De hecho, en estos cultivos la mayoria de las células estaban flotando. El
péptido control 11-12¢r no ejerci6 un efecto evidente tanto cuando sc lo ensay6 solo (Figura 24

I) como cuando se lo combind con colageno (IFigura 24 C) o con FNph (Figura 24 F).

En contraste con los datos obtenidos en cultivos de 5 dias, cuando se observaron los cultivos
luego de 3 horas de sembrados sobre distintas matnices, el péptido ED-Irr no mostré ninglin
efecto cuando se lo ensayd combinado con colageno (no se muestra). A este iempo las células
sembradas sobre FNph o directamente sobre plastico exhibian una adhesién marcada (Figura 25
A y D). sin embargo, ED-Irr bloqueé completamente la adhesion de las células BGC-1 (Figura
25 E). La combinaciéon de ED-lrr y FNph resultd en un cfecto intermedio: mientras que las
células se adhirieron al sustrato, el “sprcading” aparecia reducido (Figura 25 B). Aunquc el
péptido control 11-12rx no interfinid con la adhesién celular, si alterd la morfologia de las células

con respecto a las células sembradas sobre plastico (compara la Figura 25 D con la F).
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Figura 24. Regulacién de la adhesion celular por ED-Irr en cultivos a largo plazo de células BGC-1.

Placas de 24 celdas fueron cubiertas con ED-Irr (B,E y H) o con 11-12er (CF e 1) sélos (H e I) o en combinacion
con coldgeno de tipo I (B y C) o con FNph (E y F). Ademas, algunos pocillos se dejaron sin cubrir (G) o fueron
cubiertos s6lo con coligeno (A) o con ENph (D). Las células BGC-1 fueron sembradas a una densidad de 2 x 10
células/celda en medio de cultivo sin suero y luego se mantuvieron en cultivo por espacio de dias.
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Figura 25. Regulacion de la adhesion celular por ED-Irr en cultivos cortos.

Placas de 24 celdas fueron cubiertas con ED-Irr (B y E) o 11-12tr (E y F), s6los (E y F) o en combinacién con
ENph (B y C). Ademas, algunos pocillos se dejaron sin cubrir (D) o fueron cubiertos sélo con FNph (A). Las células
BGC-1 fueron sembradas a una densidad de 2 x 10" células/celda en medio de cultivo sin suero y luego se
mantuvieron en cultivo por 3 horas. Pasado este tiempo, se tomaron micrografias de contraste de fase en un
microscopio invertido. Los patrones internos representan 80 pm.
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Las células BGC-1 y los cultivos primarios

Las células BGC-1 constituyen la primera linea de células de la granulosa bovina (14). A
diferencia de otras lineas reportadas (4,58,83), con la excepcion de la desarrollada por Chapekar y
Malik (20), la linea BGC-1 fue obtenida por inmortalizacion espontinea sin la ayuda de la
transformacion viral o de la transfeccidn de oncogenes. Las lineas de células de la granulosa de
rata han sido utilizadas con éxito como modelo para el estudio de la regulacion de la
csteroidogénesis (49,83,110). Sin embargo, cstas lineas no son adecuadas para el estudio del
crecimiento de las células de la granulosa, dado que su proliferacion ha sido afectada

substancialmente por la inmortalizacién inducida por virus u oncogenes.

Las células BGC-1 sc asemejan bastante a los cultivos primarios, células de las cuales derivan.
Dos caracteristicas apoyan esta afirmacion: el perfil de proteinas secretadas y el metabolismo de
esterotdes. La proteinas secretadas por un determinado tipo celular son una medida cualitativa de
una gran vanedad de funciones celulares y ha sido utilizado previamente como marcador
funcional en las células de la granulosa (104). En nuestro caso en particular, una comparacion
entrc los perfiles secretorios de ambos tipos celulares mostrd que si bien existen importantes
diferencias en la abundancia relativa de algunas proteinas, sélo se observan menores diferencias
cualitativas (IFigura 3). Iisto es particularmente evidente en el caso de la FN, donde se puede
observar que si bien ambos tipos celulares secretan FN, las células BGC-1 lo hacen ¢n mayor
cantidad. Esto es consistente con el hecho de que esta linca fuc originalmente seleccionada

debido a su habilidad de sintetizar esta proteina de matriz extracelular (14).

La biosintesis de esteroides es un parametro funcional central para las células de la granulosa. En
cl momento en que la linea fue establecida, era posible estimular la sintesis de estradiol en
respucsta a estimulos que elevaran los niveles intracelulares de AMPc (14). Esta caracteristica se
perdio con los pasajes sucesivos, en donde sélo se ensay6 la produccién de FN. Como el cultivo
onginal de BGC-1 era algo heterogénco, cs posible que la actividad de aromatasa sc expresara en

s6lo una subpoblacion celular con menor tasa proliferativa.

Es interesante notar que en nuestros cultivos primarnos de células de la granulosa bovinas, la
aromatasa se picrde dentro de los tres primeros dias de cultivo. Esta rapida caida en la actividad
de la aromatasa cn cultivos primanos bovinos ya habia sido reportada por Skinner y Ostcen

(104) quienes mostraron que sOlo ¢s posible medir esta actividad en el primer dia de cultivo.



Discusion 68

Otros autores, sin embargo, han podido mantener por mas tiempo la sintesis de estradiol en
cultivo, mediante una estimulacion continua con bajas dosis de FSH e insulina (93,107) o

reduciendo la concentracion de oxigeno (87).

Aunque no fue posible detectar biosintesis de progesterona en las células BGC-1, la presencia de
actividad 3BHSD que se muestra en la I'igura 4 y el patrdn virtualmente idéntico observado en
los ensayos de metabolismo de esteroides (Ifigura 5) catre los cultivos primarios y las células
BGC-1, confirman que la linea celular mantiene la expresion de la mayoria de las actividades
enzimaticas presentes en las células parentales (3BHSD, 20aHSD y 5a-reductasa). Sin embargo,
las células BGC-1 parecen haber perdido la actividad de la enztma Puso que escinde la cadena

lateral del colesterol (Pasoscc)-

La actividad 5a-reductasa juega un papel clave en la activacion de los androgenos (90). Sin
embargo, el papel fisiologico de la 5a-reduccidon de otros esteroides no es claro. A este respecto,
sc ha demostrado que algunos pregnanos 5a reducidos son capaces de  producir una rapida
modulacion de la excitabilidad neuronal mediante una interaccién de tipo alostérica con el

receptor para ¢l neurotransmisor acido y-amino butitico (GABA ) (96).

Solo una de las dos isoenzimas de la 5a-reductasa parece estar presente en ¢l ovano. Los
sustratos mas habituales de esta enzima son la progesterona y la testosterona. Se sabe que los
compuestos 50-reducidos derivados de la progesterona presentan reducida  actividad
progestagena. Ademas, la testosterona cs sustrato de la aromatasa, mientras que la DHT (la
testosterona 50t-reducida) no. Por esto, altos niveles de 5a-reductasa en el ovano generalmente
se asocian a un estado de menor diferenciacion folicular. Por esto, no sorprendié cuando hace
algunos afios sc demostrd que esta enzima es inhibida por FSH en células de la granulosa de rata
(79). Esto sugicre que la inhibicion de la actividad 5a-reductasa por gonadotrofinas es parte de la
transicion que ocurre durante el desarrollo folicular. La inhibicion de la 5o-reductasa, de esta
forma, contribuye al aumento en la produccidon de progesterona provocado por la estimulacion
con FSH. Aunque no se han llevado a cabo estudios similares ¢n bovinos, altos niveles de 5o.-
reductasa en las células BGC-1, hacen pensar cn un patrdén de metabolismo esteroidogénico

asociado a células de la granulosa de foliculos inmaduros.
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Ya hemos demostrado previamente que las células BGC-1 presentan una respuesta a factores de
crecimiento similar a los cultivos primanos. Al igual que éstos (39,95), las células BGC-1,
proliferan en presencia de EGF ¢ IGF-I (60). Sin embargo, la mas sorprendente diferencia
respecto de los cultivos primanos, es la respuesta a TGF-f3. Mientras que el TGF-$ inhibe la
estimulacion de la sintesis de ADN evocada por EGF en los cultivos primarnios (60,103), estimula
sinérgicamente con el EGF la proliferacion en las células BGC-1 (Figura 16A). Estos datos
sugieren que el proceso de inmortalizacion de las células BGC-1 puede estar asociado a un
cambio (de inhibitorio a estimulatorio) en la respucsta a TGF-B. Un fendémeno similar de
“escape” de una regulacion negativa se ha observado en fibroblastos de ratén luego de la crisis
de inmortalizacién (105) y durante la induccion de la carcinogénesis colorectal (42). Los
mecanismos responsables de este cambio en la accidon regulatonia del TGF-B no han sido

aclarados.

Por otro lado, Win et al. (119) han propuesto que los efectos estimulatorios del TGF-B podrian
estar mediados por la produccion local de PDGF. Esta posibilidad no parece ser aplicable a
nuestros resultados, ya que el PDGF no es capaz de amplificar la respuesta al EGF en las células
BGC-1. También es posible que las diferencias observadas entre cultivos praimarnios y BGC-1 se
deban a factores adicionales liberados por las células en cultivo. Schomberg y colaboradores han
demostrado que en cultivos primarios de células de la granulosa porcina, el TGF-B puede pasar
de ser estimulatonio a inhibitorio dependiendo de la concentracion de suero denivado de plasma

pobre en plaquetas (66).

Basados en el bajo potencial esteroidogénico, la alta actividad 5ot-reductasa, ¢l perfil secretorio y
la capacidad de proliferacion estimulada por factores de crecimiento, la linea BGC-1 puede ser
considerada como una linea que representa a una células de la granulosa nmadura. Por
consiguiente, puede ser utilizada para el estudio de los mecanismos moleculares involucrados en
la interaccidn de los factores de creamiento que controlan la proliferacién de las células de la
granulosa en etapas antenores al estadio de foliculo antral preovulatorio. Ademas, esta linea

celular pucde ser una fuente adecuada de la cual aislar nuevos factores regulatorios intraovaricos.

El medio condicionado
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Los cxperimentos de inmunoprecipitacion presentados cn este trabajo (Figura 13), sugieren que
la molécula estimulatorna para las células BGC-1 cs alguna forma de FN. Dado que no se trata de
la vanante plasmatica, podda tratarse de la forma ED-I* de FN, para lo cual se presentan
evidencias que se discuten mas abajo. Altemativamente, la actividad estimulatonia podria
atnibuirse 2 fragmentos de la FN resultantes de una protedlisis limitada en el medio de cultivo. El
hecho de que el tratamiento con TGF-B de los cultivos de BGC-1 induzca la aparicion de
formas de FN proteolizada (Figura 17), sugiere la posibilidad de que constantemente, atn en
cultivos controles, se estén generando fragmentos de FN cn concentraciones suficientes para
evocar una respuesta biologica. Esta amphamente documentado que la EN puede ser procesada
proteoliticamente, dando lugar a fragmentos para los que se postulan nuevas y diversas
funciones, dependiendo de los fragmentos generados (12,32,33,45,77,80,120,123,124). Algunas
de estas actividades incluyen la promocién de la proliferacion celular. Otros factores tales como
el EGF, el IGF-1 y el PDGF, quedan descartados, dado que el MC fue capaz de estimular la

incorporacion de timidina atn en presencia de dosis saturantes de estos factores de crecimiento.

El MC de las células BGC-1 es mitogénico para las propias células BGC-1, pero es altamente
inhibitorio de la proliferacion cuando se lo ensaya en células de rata. St bien los datos obtenidos
con la columna de heparina muestran una fuerza i6nica de 0,5 M NaCl despega dc la columna
tanto uno de los picos que inhibe la proliferacion en células de rata, como uno de los picos que
estimula la sintesis de ADN en células BGC-1, no hay evidencias que indiquen que se trata de
la/s misma/s molécula/s. Para manifestarse, la actividad inhibitoria requiere que las células estén
bajo una estimulacion gonadotréfica y su mecanismo de accion es posterior a la sintesis de
AMPc. Asi, el hecho de que no se observe ningun efecto inhibitorio en células BGC-1 podria

deberse a que en estas células la FSH no induce la sintesis de ADN.

Aunque no se mucstra en esta tests, hay evidencias preliminares que indican que el MC de BGC-
1 inhibe también la biosintesis de progesterona estimulada por hCG en las células tumorales de
Leydig MA-10 y la incorporacion, estimulada por TSH, de I'* en células foliculares de tiroides.
Iisto sugiere que esta actividad inhibitoria no es especifica de las células de la granulosa sino que
su efecto inhibitorio podria extenderse a varios sistemas que naturalmente dependen de trofinas
cuyo segundo mensajero es el AMPc. Segun esto, una hip6tesis razonable seda que el MC de
BGC-1 dcberia inhibir la sintesis de glucocorticoides estimulada por ACTH en células

suprarrenales de la zona fascicular.



Papel de la variante ED-I' de fibronectina en el desarrollo folicular

Los resultados referentes a esta seccion demuestran que hay vanaciones significativas en la
expresion de la variante ED-1* de N durante el desarrollo folicular. Este es el pnmer reporte
mostrando cambios significativos en la expresion de FN-ED-I* a lo largo de un proceso normal
no patoldgico en un organismo adulto. Mas aun, los datos sugicren que la FN-ED-I* cumple un
papel fistologico, actuando como factor de crecimiento para las células de la granulosa. Se
muestra también que ademas del TGF-$, el AMPc puede alterar el “splicing” alternativo del

ARNmMm de la FN, modulando asi la produccion de esta variante de FN dentro del foliculo.
El dominio ED-I durante el desarrollo folicular

La hipétesis de que la FN-ED-I* juega un papel fisiologico en el desarrollo folicular se basa en
datos obtenidos “in vivo” e “in vitro”. La correlacidn inversa entre los niveles de FN-ED-I1* y la
concentracion de estradiol (Figura 19) sugiere que la expresion del dominto ED-I esta sujeta un

control hormonal.

Los datos concernientes al efecto de diferentes estimulos sobre el “splicing” altemativo “in
vitro” tanto utilizando cultivos primanos como cultivos de células BGC-1 (Figuras 21 y 22),
provee de algunos indicios acerca del mecanismo que estaria operando para regular las
concentraciones de FN-ED-I* “in vivo”. En foliculos pequefios, que presentan una baja
respuesta FSH, el TGF-f3 o una molécula similar, estada activo, estimulando la expresion de la
vanante ED-I* de FN. A medida que cl foliculo madura y adquiere la capacidad de responder a
FSH, su segundo mensajero, el AMPc, se incrementaria, mhibiendo asi la sintesis de FN-ED-I*
e independicntemente elevando la produccion de estradiol (31). De esta manera se explicaria la

relacion inversa observada entre FN-ED-I* y el estradiol (Figura 26).
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Figura 26. Esquema mostrando un modelo posible para explicar la fisiologia de la FN-ED-1" en el foliculo ovirico.
El TGF-B, expresado tanto por las células de la granulosa como por las células de teca, induce la expresion y
estimula Ia inclusién del exon ED-1. La FSH, a través de su segundo mensagero el AMPc, reprime al gen de la FN,
inhibe la inclusin del exon ED-I e independientemente estimula el metabolismo de andrdgenos (A) provenientes
de la teca a estradiol. En foliculos pequefios, que son bajos respondedores a FSH, la concentracién de FN-ED-I" es
alta. Esta vanante de FN, a través de un receptor ain no identificado, estimularia la proliferacion de las células de la
granulosa.
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La funcion del dominio ED-I

Poco se sabe acerca de la funcion de la regiéon ED-I. Hasta el presente, la evidencia mas fuerte
que apoya un papel “in vivo” para este dominio ha sido proporcionada por Jamagin cl al. (48),
quienes mostraron que la region ED-I de la FN es responsable de la induccion de la
difcrenciacion de lipocitos hepaticos a miofibroblastos, cn un modelo experimental de fibrosis

inducida la ligar el ducto biliar.

Aunque no se han caractenizado los receptores para FN en las células de la granulosa, nuestros
datos sobre la accidon mitogénica del péptido sintético ED-I sugieren la existencia de receptores
especificos para este dominio de la FN en la membrana plasmatica. Este putativo receptor
deberia ser diferente de aquellos reportados para la FN (29), dado que la FNph, que carece de la
region ED-], fue incapaz de evocar una respuesta estimulatoria. La estimulacion de la sintesis de
ADN por el ED-I parece ser especifica del tipo celular, ya que ni los fibroblastos Swiss 313
(datos no mostrados) ni las células epitcliales de pulmoén de vison CCL64 (Figura 23 B) fueron
capaces de responder al agregado de ED-Irr.

La postbilidad de que el dominio ED-I confiera a la FN la propiedad de actuar como factor de
crecimiento abre nuevas perspectivas en cuanto a la funcion de la FN en el foliculo ovarico. En
foliculos pequefios, donde la concentracion de FN-ED-1* es elevada, esta forma de FN puede
contribuir al proceso de proliferacion celular. En los foliculos grandes, ocurre el proceso de
seleccion folicular, donde sélo uno de los foliculos, el foliculo dominante, escapara a la atresta.
En este foliculo en particular, la concentracion de estradiol es maxima y en forma opuesta, la
concentracion de FN-ED-I* debe ser minima. St bien no se ha aclarado plenamente cl
fenémeno de seleccion folicular, los datos presentados aqui sugieren que la disminucion en la
concentracion de FN-ED-I* ¢s una consecuencia de haber adquinido una alta respuesta a
gonadotrofinas. De esta forma, los bajos niveles de FN-ED-I* pueden contribuir a la transicion

de al fase proliferativa a la etapa esteroidogénica del desarrollo folicular.

Ademias, en este trabajo se aporta cvidencia que sugiere que la FN-ED-1* podria participar en la
atresia folicular alterando la adhesion de las células foliculares a la MEC. FN-ED-I* disminuy6 la
adhesion de las células BGC-1 tanto en presencia de FNph como de colageno. Estos datos
concuerdan con los resultados presentados por Xia and Culp (121), quienes mostraron que

fibroblastos transformados con el oncogen viral v-src exhiben una reducida adherencia a placas
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plasticas cubiertas con ED-I recombinante. Sin embargo, en estos fibroblastos, una combinacién
de FNp y ED-I resulta en una adhesion aumentada (122). Si bien estas discrepancias pueden
deberse a diferentes condiciones expenimentales, es probable que sc traten de diferencias

intrinsccas entre fibroblastos y células dc la granulosa.

Regulacién de la expresidon de FN y del “splicing” alternativo

Aunque el TGF-B induce la expresion del gen de la FN en muchos tipos celulares
(47,50,59,67,118), la regulacion de la transcripcion del ARNm de FN en células de la granulosa
no ha sido cxplorada previamente. Il aumento de los niveles de ARNm de FN reportados en
este trabajo probablemente reflejan la induccién de su gen. Se ha descripto también que ¢l TGF-
B ¢s capaz de modular el “splicing” alterativo de la FN, aumentando la inclusion del exén ED-1
en el ARNm (9,19,61). La magnitud de la estimulacidn lograda en cada caso con el tratamiento
con TGE-B es vanable y parece estar relacionada, al menos en parte, con la inclusién basal del
exo6n ED-1 en el ARNm. Asi, Borst et al. (19) reportaron un aumento del 150 %% en cultivos de
fibroblastos (desde un 10 % del total de los ARNm de FN en cultivos no estimulados a un 25 %
luego del tratamicnto con TGF-f) mientras que Zhang et al. (125) mostraron un 40 % de
estimulacion en cultivos primanos de condrocitos caninos, aumentando la proporcion de FN-
ED-I* de 25 a un 35 %. Por otro lado, Magnuson et al. (61) demostraron que ¢l TGF-f
incrementa la inclusion de ED-I en células del ostcosarcoma MGG5 y en la linea de fibroblastos
IMR-90. La magnitud del efecto es cercano al 20 % en ambos casos (de 55 a 65 % del total de
ARNm de FN). Es decir, cuanto mas alta es la expresion basal del ARNm de FN-ED-1* , menor
es la estimulacion lograda. En este trabajo, se presentan datos que extienden estos hallazgos a las

células de la granulosa, mostrando una estimulaciéon del 100 % cn la inclusion de ED-I al

mensajero maduro luego del tratamicnto con TGF-f.

Ademas del efecto sobre ¢l “splicing” altemativo del ARNm de FN, se muestra por primera vez
que este incremento se refleja a nivel de proteina. Un reporte previo de Wang et al. (117)
mostraba que el TGF-B induce la secrecion polanizada de la FN en células del epitelio aéreo.
Aunque este intrigante trabajo demostraba claramente que la FN-ED-I* se expresaba y

preferentemente se secretaba a través de la superficic apical s6lo cuando el TGF-3 era aplicado
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en esa misma cara de la célula, no se proveia de datos concluyentes acerca de que hubicra un

efecto sobre el “splicing” altemnativo.

St el TGI-B juega algin papel en la regulacion del “splicing” alternativo de la FN durante el
desarrollo folicular, la concentracion de la forma activada del TGF-B deberia ser elevada en los
foliculos pequefios para luego descender a medida que el foliculo adquiere capacidad de
respuesta gonadotrofica y aumenta la sintests de estradiol. Recientemente, se ha demostrado que
la produccion de TGF-f es inhibida por gonadotrofinas en las células de la granulosa (72) por

gonadotrofinas y estradiol en células de la teca (62).

En nuestro laboratorio se ha demostrado previamente que la FSH inhibe la expresion de FN en
células de la granulosa bovina mediante un mecanismo mediado por AMPc (14). En este trabajo
estas observaciones sc extienden, mostrando que el AMPc es un regulador negativo de la
inclusion de ED-I en ¢l ARNm de FN. A nuestro entender, esta es la pnmera evidencia que
involucra la ruta de transduccién de scfiales del AMPc en el control del mecanismo del
“splicing” alternativo. Fosforilaciones dependientes de AMPc podrian afectar a la maquinaria de
“splicing” en una forma directa 0 a través de la induccion de genes relevantes que a su vez

regularian ¢l “splicing” alternativo de la FN.

De esta mancra, los datos presentados aqui sugieren una nucva forma de regulacion en la cual
cambios en la estructura primaria de la FN pueden mediar algunos de los efectos de las

gonadotrofinas y de algunos factores intraovaricos durante el desarrollo folicular.
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e Las células BGC-1 constituyen un buen modclo para el estudio de la fisiologia de las
células de la granulosa en estadios inmaduros, cuando la respuesta a FSH es baja. En esta
ctapa del desarrollo folicular, los principales factores reguladores son los factores de
crecimiento cuyo origen es principalmente local.

e Las células BGC-1 sintetizan y secretan factores mitogénicos de accion autocrina. Uno de
ellos seria una variante de FN celular. Por otro lado, existen factores en los medios
condicionados que regulan negativamente la proliferacion estimulada por FSH en un
modelo de células de la granulosa de rata. Este factor posee un sitio de accion distal a la
sintesis de AMPc.

e El TGF-B modula positivamente la proliferacion en células de la granulosa BGC-1. Su
cfecto consiste en potenciar la estimulacion evocada por el EGF.

e El TGI'-B es un regulador central de la expresion de FN en las células de la granulosa,
tanto en las células BGC-1 como en los cultivos primarios bovinos. Este factor de
crecimiento induce la transcripcion, aumenta la inclusién del exén ED-I en el ARNm e
induce la aparicion de fragmentos resultantes de una proteolisis limitada de la FN.

e El AMPc también regula la expresion de FN, pero en forma opuesta al TGF-B. Reprime
la transcripcion, e inhibe la inclusion del exon ED-I en el ARNm.

¢ La vaniante ED-I* de FN se expresa en el foliculo ovarico, y se observan importantes
variaciones en su concentracion a lo largo del desarrollo folicular. Su expresion se
correlaciona inversamente con la concentracién de estradiol en el foliculo. Los resultados
obtenidos mediante experiencias de cultivo, sugieren que la sintesis de FN-ED-I* esta
controlada “in vivo” por la FSH y por una molécula similar al TGF-f.

e FN-ED-I* jugaria un papel inductor de la proliferacion de las células de la granulosa en
los foliculo inmaduros, ya que un péptido recombinante codificando para el dominio ED-
I fue capaz de evocar una respuesta mitogénica en células de la granulosa bovina.
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