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Resumen

El objetivo de esta tesis es el estudio de factores regulatorios, de producción y

acción local, que controlan el desarrollo del folículo ován'co en mamíferos. En

particular, se estudió el papel fisiológicode factores relacionados con el factor de

crecimiento transformante-B (TGF-B).El modelo utilizado consistió en células de la

granulosa inmaduras de rata cultivadas en condiciones definidas. Se determinó

que las células de la granulosa producen TGF-B bioactivo. encontrándose su

secreción bajo control hormonal. El TGF-B producido ejerce acciones autocrinas,

estimulando el crecimiento de células de la granulosa. La activina. otro miembro

de la misma superfamilia. también es producida por las células de la granulosa y

regula positivamente la proliferación de manera significativamente mayor que Ia

realizada por el TGF-B.Factores paracn'nos derivados del ovocito, probablemente

pertenecientes a la misma superfamilia, promueven el crecimiento de las células

somáticas del folículo, indicando que el ovocito participa activamente en el

desarrollo folicular. Las acciones mitogénicas del TGF-B, activina o del factor

derivado del ovocito sobre las células de la granulosa, son amplificadas por bajas

concentraciones de FSH, enfatizando la potencial relevancia de estos factores
sobre la función ován'ca. Asimismo, estos factores locales ejercieron un

regulación diferencial de la producción de inhibinas A y B, llevando la relación

entre las formas hacia la predominacia de inhibina B. de manera semejante a lo
encontrado in vivo en los estadios de crecimiento folicular.

Estos resultados indican que factores intraován’cos, relacionados con el TGF-B,

juegan un papel importante en el desarrollo folicular, regulando el crecimiento y la

diferenciación de las células de la granulosa.
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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. Specially, the

physiological role of transforrning growth factor-B (TGF-B) related factors was

studied. Rat immature granulosa cells cultured under defined conditions was used

as experimental system. Granulosa cells produce bioactive TGF-B, and its

secretion is under hormonal control. TGF-B exerts autocrine actions, stimulating

granulosa cells growth. Activin, another member of this superfamily, is also

produced by granulosa cells and regulates proliferation,being its effect bigger than

that elicited by TGF-B. Oocyte-derived paracn'ne factors, probably belonging to the

same superfamily, promote follicular somatic cells growth. indicating that the

oocyte play an active role during folliculardevelopment. The mitogenic actions of

TGF-B. activin and the oocyte-derived factor on granulosa cells are further

amplified by low dosis of FSH. emphasizing the potential relevance of these

factors in ovarian function. Furthermore, dimen‘c inhibin A and B production are

differentially regulated these local factors, with a shift of the ratio towards the

predominance of inhibin B, as is found in vivo during folliculargrowth stages.

These results indicate that TGF-B related intraovarian factors play an important

role in folliculardevelopment, regulating granulosa cells growth and differentiation.

Keywords:

Granulosa cell
Growth factors
Oocyte
TGF-B
Activin
Inhibin
Ovary
Folliculardevelopment
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|ntroducción general

1.1. EI folículo ovárico

La función primaria del folículo ovárico en los
mamíferos es la liberación de un ovocito en
condiciones de ser fertilizado e involucra el
crecimiento y maduración del folículo, así
como los procesos de ovulación y de división
meiótica del ovocito.

El folículo es la unidad funcional del ovario.
Está formado por una capa exterior de
células tecales, que envuelve, por fuera de Ia
membrana basal, capas internas de células
de Ia granulosa. A su vez, las células de la
granulosa rodean y confinan al complejo
formado por el ovocito y las células de
cumulus (Figura 1.1).

En respuesta a Ia secreción cíclica de
gonadotrofinas hipofisarias, los distintos
compartimientos foliculares interactúan, de
manera integrada, para sintetizar esteroides
sexuales (estrógenos y progestinas) y para
producir un ovocito fertilizable. Aunque las
gonadotrofinas, que perfunden el ovario, son
los mayores reguladores del desarrollo del
folículo, no todos los folículos en un ovario
responden estas hormonas en un ciclo. Sólo
un número limitado de folículos
seleccionados alcanza la ovulación durante
Ia vida fértil, mientras que la mayoria de los
folículos degeneran en atresia. Luego de la
ovulación, las células de Ia granulosa sufren
profundos cambios en la respuesta hormonal
y en su capacidad de producir esteroides.

Figura 1.1
Folículo ován'co
Microscopla electrónica de barrido de un folículo ovárico
maduro de rata. El ovocito se encuentra rodeado por las
células del cumulus, varias capas de células de granulosa que
contiene el antro folicular. Por fuera de la membrana basal se
observa una capa de células de la teca (Richards, 1979).
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1.2. Desarrollo folicular

El crecimiento y diferenciación del ovocito, y
la proliferación y diferenciación de las células
somáticas que lo rodean ocurre de manera
coordinada en las distintas etapas de la
foliculogénesis (Figuras 1.2 y 1.3)

1.2.1.Formación del folículo primordial

Las células germinales primordiales se
originan a partir del endodermo del saco
vitelino, cerca del final del cauda del
embrión. Las células germinales en activa
proliferación migran hacia el cresta genital
(Byskov, Hoyer, 1994; Peters, 1978) y al
arribar al lugar de desarrollo de la gónada las
células premeióticas se denominan
oogonias (Baker, Franchi, 1967).

Durante un intervan previo al nacimiento en
la roedores o en la semana 8 de vida
intrauterina en el humano, las oogonias
comienzan a dejar su ciclo mitótico,
comienzan la división meiótica y se detienen
en la primera profase, convirtiéndose en
ovocitos primarios (Peters, 1970) (Figura
1.4). Tanto durante la mitosis, como durante

Doubk­

Follicle

m

saque-HI3

Figura 1.2
Estructura del ovario y desarrollo folicular

al meiosis, un gran proporción de células
germinales degenera, resultando en una
pérdida de más de un tercio de las mismas
en el ratón. En el humano, esta pérdida de
células germinales impactará sobre Ia
reserva de folículos disponibles para futuras
ovulaciones, disminuyendo desde 7 x 106
células germinales a las 20 semanas de
gestación hasta entre 1.3 y 3.8 x 10 por
ovario al nacimiento (Baker, 1963). Una vez
formado, el ovocito primario persiste en la
profase de Ia primera división meiótica hasta
el momento de la ovulación (Figura 1.5).

En un estadío temprano de la diferenciación
de la gónada femenina, las células de Ia
pregranulosa, provenientes de la rete ovarii y
del epitelio superficial se organizan alrededor
de los ovocitos primarios (Byskov, Hoyer,
1994). La unidad resultante constituye el
folículos primordiales formado por un
ovocito (<20um) rodeado por una capa de
células de la pregranulosa no cuboides y una
membrana basal. Este folículo permanece
quiescente hasta que se dispara su
crecimiento.

Fbl
Alrdic Folkd.

Esquema del ovario mostrando los diferentes estadíos del desarrollo folicular (Ham, 1965).
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CELULAS GERMINALES PRIMORDIALES
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Figura 1.4

Figura 1.3
Desarrollo del folículo ován'co
Representación esquemática de Ia evolución de
un folículo: primordial, primario, secundario,
terciario v nreovulatorio.

1.2.2. Iniciación dela foliculogénesis

La iniciación de la foliculogénesis puede
reconocerse por Ia morfológica cubiode de
las células de la granuiosa y un incremento
de su número (Peters, 1978), convirtiéndose
en un folículo primario. Este período de
crecimiento es lento y se ha estimado que la
duración del ciclo celular sería de 7 días
(Hirshfleld, 1989). El momento de inicio del
crecimiento folicular depende de Ia especie.
En mamíferos grandes (como ovinos,
bovinos, monos, humanos) ocurre durante Ia
vida fetal; mientras que en mamíferos más
pequeños (como ratón, rata, conejo,
hamster) ocurre durante el período perinatal
(Peters, 1978). Los factores responsables de
la regulación de estos eventos tempranos no
se conocen y se considera que serían de
origen local. Una vez comenzado, el
crecimiento folicular continúa a lo largo de
toda la vida fértil, independientemente del
estado fisiológico, de la fase del ciclo estral,
de los niveles de gonadotrofinas y aún
durante la preñez (Edwards et aI., 1977;
Pederson, Peters, 1971; Pederson, 1970).

Esquema dela oogenesis en roedores
Progresión desdes las células germinales
proimordiales a ovocitos no crecidos en el
desarrollo fetal y de etapas de la oogénesis hasta
el ovocito fertilizadoen hembras adultas maduras

No existen evidencias de la existencia de
poblaciones de folículos mas grandes de
reserva, por lo tanto una vez que un folículo
ha comenzado su etapa de crecimiento y
diferenciación, culminará en la atresia o en la
ovulación del oovocito maduro. En la mujer,
el agotamiento de la población de folículos
primordiales está asociada con la
menopausia.

Es interesante notar que en ciertos estados
patológicos, como la menopausia precoz, se
produce un agotamiento prematuro de los
folículos primordiales, sin que se hayan
descripto otras alteraciones concomitantes.
Por Io tanto, el mecanismo de reclutamiento
de folículos primordiales constituye uno de
los enigmas fundamentales de la fisiología
ovárica.

Si bien, algunos trabajos indican que el
número de folículos que comenzarán a
crecer cada día está ligado al número de
folículos arrestados (Krohn, 1967), otros
estudios indican que el número de folículos
primordiales en reposo no altera la tasa de
iniciación de crecimiento (Hirshfield, 1994).
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Crecimientofolículopreantral Formacióndel antro _
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Figura 1.5
Foliculogénesís

Ovacito

Representación de los cambios morfológicos en la folículogénesís. Las flechas indican el comienzo y la
duración aproximada de distintas etapas: iniciación, crecimiento del ovocito, proliferación de las células de
la granulosa, formación de la capa de la teca y desarrollo del folículo antral. También se muestran los
puntos finales de la foliculogénesís: atresia, ovulación del ovocito y Iuteínización. Para cada folículo se
indica el número de células de la granulosa (GCs) en Ia sección transversal mayor del folículo.

Coincidente con la transición de las células
de la granulosa a morfología cuboide y el
crecimiento del ovocito, éste comienza las
secreción de la matriz glicoproteica
extracelular, la zona pelúcida (Chiquoine,
1960). Comienza a su vez un proceso
citoplasmático en el cual las células de la
granulosa atraviesan la zona pelúcida, para
mantener un íntimo contacto con la
membrana plasmática del ovocito, formando
"gap junctions". Dada la formación temprana
de estos contactos, se especula que el
acoplamiento entre el ovocito y las células
que lo rodean seria importante en el
adecuado desarrollo posterior del folículo
(Hirshfield, 1991).

1.2.3. Crecimiento del folícqu
preantral

Mediante una serie de divisiones mitóticas,
los folículos primarios con una capa de

células de la granulosa se convierten a un
estadio preantral multilaminado, denominado
comofolicqu secundario.

El crecimiento del folículo preantrai es
independiente de gonadctrofinas y parece
estar regulado por mecanismos intraováricos
e intrafolículares. La proliferación de las
células de la granulosa, la diferenciación e
hipertrofia de las células tecales y el
crecimiento del ovocito, son los procesos que
determinan un incremento en el diámetro del
folículo maduro (Figura 1.5).

La capa de células tecales se forma cuando
el folículo alcanza dos láminas de células de
la granulosa y constituirá la fuente de
andrógenos para la producción folicular de
estrógenos (Gore-Langton, Armstrong,
1994). Posteriormente, el folículo secundario
diferenciado migra hacia la médula y
completa la formación de la teca, evento
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asociado con la adquisición de una o dos
arteriolas en sus adyacencias.

Si bien, no se conoce cuál es la señal capaz
de disparar esta transformación de
precursores tipo fibroblasto del estroma, la
evidencia acumulada indica que señales
paracrinas inductoras del desarrollo de la
teca provienen de folículos preantrales con
dos o más capas de células de la granulosa.
Cuando un folículo secundario se ha
formado, desarrolla receptores para FSH,
estrógenos y andrógenos. Del conjunto de
folículos secundarios maduros se reclutarán
aquellos que entren en la fase tónica de
crecimiento. Con la aparición de la cavidad
antral, el folículosecunadario se convierte en
un folículo terciario

1.2.4. Desarrollo del folícqu antral

Durante el desarrollo folicular, la formación
del antro folicular representa una transición
de la regulación primaria intrafolicular a la
regulación extraovárica. El folículo comienza
un período de crecimiento rápido y adquiere
nuevas características. El eje hipotálamo­
hipófisis-gonadal en la hembra integra
señales del cerebro, pituitaria y ovario y
produce hormonas que coordinan la
maduración folicular con el comportamineto
sexual y la preparación fisiológica para la
preñez. El hipotálamo produce y secreta
GnRH de manera pulsátil directamente en el
sistema porta hipofisario (Everett, 1994). La
frecuencia de pulsos de GnRH es modulada
por el estado endocrino del animal, los
estrógenos incrementan la frecuencia de
pulsos y aumentan la sensibilidad de la
hipófisis anterior a GnRH. En respuesta a
GnRH, la pituitaria anterior libera
gonadotrofinas, la baja frecuencia de pulso
favorece la secreción de FSH, mientras que
una alta frecuencia favorece la liberación de
LH.

Durante la primera fase del desarrollo
folicular, el crecimiento del ovocito y el
folículo correlacionan positivamente. Una vez
que el ovocito ha alcanzado su tamaño
máximo, justo antes de la formación de la
cavidad antral, comienza una segunda fase,
caracterizada por la actividad mitótica de las
células de la granulosa, la diferenciación de

la teca y la acumulación de fluido folicular
(Figura 1.5).

1.2.4.1. Estructura del folículoantral

Las células de la granulosa no constituyen
un tejido homogéneo, pudiéndose diferenciar
tres poblaciones. Las células de la
granulosa murales, son las más cercanas a
la membrana basal que serían las más
activas en términos esteroidogénicos.
Poseen altos niveles intracelulares de
3B-hidroxiesteroide-deshidrogenasa, glucosa
6-fosfato deshidrogenasa y citocromo P450
(Zoller, Weisz, 1979a, 1979b) y parecen ser
las que adquieren más receptores para LH
(Magnusson et al., 1982; Channing et al.,
1981).
Estas observaciones son marcadamente
diferentes de las encontradas para las
células de la granulosa antrales, aquellas
células que cierran la cavidad antral, o de las
células del cúmulus, aquellas que rodean al
ovocito (Figura 1.6 y 1.1). En el momento de
la ovulación, las células de la granulosa que
constituyen el cumulus son expulsadas junto
con el ovocito, mientras que las que forman
la membrana granulosa permanecen en el
ovario y serán incorporadas en el cuerpo
lúteo.

La cavidad antral, se encuentra llena de
fluido, denominado fluido folicular, en el
cual el ovocito ocupa una posición excéntrica
rodeado por la células del cumulus oophorus.
El fluido antral contiene hormonas
esteroideas libres y unidas a proteínas
ligadoras, proteinas derivadas de plasma y
de producción local, proteoglicanos y
electrolitos (Edwards, 1974).

o. ...
. 0...»...

Figura 1.6
Esquema de un folícqu antral
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1.2.4.2. Dependencia de gonadotrofinas

Para que el folículo llegue hasta los primeros
estadios antrales resulta imprescindible la
acción de gonadotrofinas. Por lo tanto,
cualquier tipo de defectos (por manipulación
farmacológica, quirúrgica, por mutaciones
esponténeas o inducidas) en el eje
hipotálamo-hipófiso-gonadal tienen impacto
en el desarrollo del folículo antral.

La FSH estimula la actividad de aromatasa
en las células de la granulosa, lo que se
manifiesta en un aumento de la
concentración de estrógenos intrafolicular
(Figura 1.9). AI aumentar los niveles de
estrógenos, aumenta también la sensibilidad
del folículo a la acción de Ia gonadotrofina.
La FSH, en conjunción con el estradiol
localmente producido, promueve el
crecimiento folicular (Rao et al., 1978),
observándose un aumento en el índice
mitótico de las células de la granulosa entre
el estadío preantral tardío y antral temprano
(Rao et al., 1978; Hirshfield, 1991). Las
señales desencadenadas por FSH,
interactúan con estradiol para activar la
expresión de genes necesarios para la
maduración del folículo, tales como
citocromo P450 aromatasa, las subunidades
de inhibina y el receptor de LH (Hsueh et aI.,
1984; Richards, 1994).

En algunos folículos se observa un
incremento drástico de la producción de
estrógenos, lo que se ve acompañado por
una disminución de los niveles circulantes de
FSH (Fritz, Speroff, 1982). Como resultado,
aquellos folículos, con estrógenos
relativamente bajos, y elevados niveles de
andrógenos intrafoliculares, presentarán una
sensibilidad disminuida a FSH y como
consecuancia no serán seleccionados
(Figura 1.7).

Asimismo, un conjunto de factores de
producción local cumplen un papel
importante en el proceso de selección
folicular,como se detallará más adelante.

Por otra parte, el desarrollo del folículo
dominante, se encuentra asociado a los
cambios ocurridos en las células tecales. La
LH circulante estimula al máximo la
producción de andrógenos por las células
tecales-insterticiales estableciéndose así la

unidad funcional ovárica entre células
granulosa y las células de la teca (Figura

Se ha sugerido que en varias especies, el
folículo dominante secreta sustancias
capaces de inhibir a los folículos pequeños
hipsilaterales adyacentes. De acuerdo con
esta teoría el folículo dominante tendría un
papel activo para asegurar su estatus
preferencial. Otros investigadores han
explicado la inhibición del crecimiento de los
folículos pequeños, como una consecuencia
del deterioro del ambiente endocrino.

1.2.5. Atresla folicular

La atresia folicular es el proceso a través del
cual degeneran los folículos que no fueron
seleccionados para ovular (Hirshfield, 1991)
y ocurre a través de muerte celular por
apoptosis (Hsueh et al., 1994; Tilly, 1996). La
primera referencia de la apoptosis en el
ovario fue realizada por Flemming en 1885, y
las características morfologicas de la
degeneración folicular descripta ajustaron
perfectamente a los criterios establecidos 90
años después para la identificación de la
apoptosis (Majno, Jon's, 1995).

En realidad existen dos tipos del procesos de
degeneración celular en el ovario: 1)
degeneración de las células germinales
('attn'tion"),que es responsable de la pérdida
de el mayor número de ovocitos y ocurrió en
la etapa prenatal o perinatal, dependiendo de
Ia especie y 2) degeneración folicular
(atresia) que ocurre en la vida reproductiva
postnatal (Tilly, 1996).

Se ha estimado que más del 99% de los
folículos degeneran en atresia en la vida
reproductiva de la mujer, mientras que
aproximadamente un 77% ocurre en el ratón
(Baker, 1963). Por lo tanto, el número de
folículos que se desarrollan hasta un estadío
preovulatorio es sustancialmente menor que
el de aquellos que se pierde. Los folículos
pueden volverse atrésicos en cualquier
estadío del desarrollo, aunque en la mayoría
de los mamíferos la mayor eliminación ocurre
entre los estadios preantral tardío y antral
temprano (Tilly, 1996) (Figura 1.5 y 1.7).
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Este es el momento cuando el crecimiento
continuo es dependiente de gonadotrofinas y
se ha demostrado, tanto in vivo como in vitro,
que la exposición a FSH se requiere para
evitar la atresia y continuar el desarrollo (Tilly
et al., 1995; Tilly et al, 1992; Chun et a|.,
1994). Los estrógenos son indispensables
para el crecimiento y maduración del folículo
y los folículos atrésicos presentan una
relación disminuida estrógenos/andrógenos
(Carson et al., 1981). El estradiol y los
andrógenes regulan la apoptosis en células
de Ia granulosa actuando como factores de
supervivencia o atretogénicos,
respectivamente (Billiget al., 1993).

1.2.6. Cinética del crecimiento
folicular

La cinética del desarrollo folicular que se
representa en la Figura 1.7 se ha establecido
a partir de análisis de dinámica folicular en el
ratón, hamster y rata (Richards, 1980). El
panel superior representa el patrón de
concentraciones circulantes de
gonadotrofinas en siete ciclos estrales de 4 o
5 dias (Gay et al., 1970; Butcher et al.,
1974).

El pico de FSH y LH ocurre en la mañana del
proestro, extendiéndose el de FSH hasta la
mañana del estro. El panel inferior
representa los cambios relativos en el
tamaño folicular, desde un folículo preantral
temprano, con una o dos capas de células de
la granulosa hasta folículosantrales grandes.

El folículo de de Graff que ovula en
respuesta al pico de gonadotrofinas de un
ciclo, en realidad comenzó su crecimiento al
menos 19 días antes, como parte de una
población de folículos en crecimiento. Por lo
tanto, una vez que un folículo fue reclutado
para su crecimiento, se ve expuesto a tres o
más aumentos consecutivos de
gonadotrofinas. En la rata adulta, la mayoría
de estos folículos crecen continuamente
hasta que, como folículos antrales pequeños,
sufren atresia (Hirshfield, Midgley, Jr. 1978).

Solamente unos pocos folículos entran la
etapa final de maduración. Se ha propuesto
que el pico de hormonas del ciclo que
precede a la ovulación, selecciona de la

población de folículos preantrales a aquellos
que ovularán en el proestro siguiente
(Welschen, 1973; Schwartz, 1974; Richards,
Midgley Jr. 1976).

El pico de hormonas gonadotróficas ejerce
dos funciones. La LH induce la ovulación y
Iuteinización, “ eliminando” los folículos más
grandes que se encuentran saludables en
proestro. EIaumento de FSH, probablemente
junto con LH, selecciona para su crecimiento
la población de folículos de la cual
emergerán aquellos que se ovularán el ciclo
siguiente (Figura 1.7).

El proceso hormonal que determina cuáles
folículos finalmente ovularán involucra,
mecanismos entre secreciones ováricas
(esteroides y factores de crecimiento) e
hipofisarias, caracterizándose los folículos en
crecimiento por una sensibilidad específica a
los factores actuantes (Adashi, Rohan, 1992;
Hsueh et al., 1984; Richards, Midgley Jr.
1976; Everett, 1964).
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Figura 1.7
Crecimeinto foliculary ciclo estral
Diagrama esquemático del crecimeinto folicularen
el ciclo estral en la rata. Panel superior: niveles
séricos de gonadotrofinas, indicando los dias del
ciclo: proestro (P). estro (E), metaestro (M),
diestro (D). Panel inferior: crecimiento del folículo,
representado como cambio en el tamaño relativo
en función con los dias de desarrollo (Richards,
1980).
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1.2.7. Folículo preovulatorio y
ovulación

El folículo preovulatorio también es
denominado como folículo de de Graff, en
honor a Regnier de Graff que fue quien en
1672 identificó el folículo ova’rico, si bien lo
confundió con el propio ovocito. El folículo
preovulatorio es el que presenta una
esteroidogénesis más activa y el que
presenta una mayor respuesta a
gonadotrofinas. Estudios en la rata, han
demostrado que las células de la granulosa
del folículo en proestro expresan receptores
de LH en alta concentración, produciendo
elevados niveles de AMPc en respuesta a
pico de gonadotrofinas (Uilenbroek,
Richards, 1979). La LH, aI igual que la FSH,
estimula a la adenilato ciclasa para producir
AMPc, el que activa la proteína quinasa A
(Richards et aI., 1995).

El pico de LH promueve la supresión de la
expresión de la aromatasa, detiene la
división celular (Robker, Richards, 1998; Rao
et al., 1978) e incrementa la expresión de los
genes responsables de la ruptura de la pared
del folículo y la membrana basal. Uno de
estos compuestos es el activador del
plasminógeno, que junto con otras enzimas y
sus inhibidores, está involucrado en la
cascada de reacciones proteolíticas
necesarias para la ovulación (Hagglund et
aI., 1996; Reich et al, 1985; Beers, 1975).

Durante todo el desarrollo del folículo, los
ovocitos crecen hasta alcanzar su máximo
tamaño pero permanecen detenidos en la
profase de la primera división meiótica
(Figura 1.4). Se presume que las células de
la granulosa son, al menos en parte, las
encargadas de mantener detenido al ovocito,
mediante la secreción de inhibidores de Ia
meiosis (Eppig, 1993).

Antes de la ovulación, pero después del pico
de LH, se completa Ia primer división
meiótica y el ovocito pasa a denominarse
ovocito secundario, arrestado en metafase
de la segunda división meiótica. La
maduración del ovocito se observa por la
ruptura de la vesícula germinal y la
eliminación del primer corpúscqu polar
(Eppig et aL, 1994) (Figura 1.8). Solamente
si el ovocito es fertilizado, se activará el

mecanismo que determinará que se
complete la segunda división meiótica
(Figura 1.4). En respuesta al pico
preovulatorio de gonadotrofinas se
desencadena el proceso de mucificación o
de expansión del cumulus, que se
caracteriza por la activa secreción de ácido
hialurónico y la expansión de la estructura de
las células del cumulus (Eppig, 1982) (Figura
1.8).

El folículo preovulatorio representa el último
estadío del desarrollo folicular.
Posteriormente, sufrirá una serie de cambios
morfológicos y funcionales en el proceso
conocido como Iuteinización, comenzando un
nuevo estadío de diferenciación.

Figura 1.8
Maduración del ovocitoy expansión del cumulus
Panel superior: microfotografias de ovocitos de
ratón cultivados in vitro. a: 0vocitos aislados
arrestados en la primera profase meiótica, donde
es visible la vesícula germianl (gv); b: ovocitos
que sufrieron la ruptura de la vesícula germinal y
condensación de cromosomas; c: ovocitos
arrestados en metafase ll, que completaron la
pn'mera división meiótica, con expulsión del primer
corpúscqu polar (Wassamtan, Albertini,1994).
Panel infen'on Secuencia de fotografias de
complejos cumulus-ovocito (COC) de ratón luego
de inyección de hCG. a: COC control, donde se
observa la vesícula germinal; b: COC aislado a
las 3 hs de aplicar hCG, que ya sufrió la ruptura
de la vesícula germinal; c: COC aislados 6 hs
post-hCG, sólo las células del cumulus externas
expandieron; d: Expansión del cumulus completa,
observada 9 hs. post-hCG (Eppig, 1982).
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1.3. Regulación hormonal

La proliferación y diferenciación de las
células de la granulosa involucra la
transformación de la célula inmadura en una
totalmente madura, bajo la influencia de
señales hormonales endocrinas, paracrinas
y autocrinas. Para realizar esta
transformación, las células de la granulosa
adquieren la capacidad de interactuar de
manera específica y sincronizada con las
señales hormonales que dirigen los
procesos de crecimiento y maduración
folicular.

Los mecanismos responsables de Ia
regulación de la selección y dominancia
folicular se conocen sólo parcialmente. En
esta tesis se enfoca el papel que cumplen
factores intraováricos, así como hormonas
hipofisarias en la regulación de la función de
las celulas de la granulosa.

1.3.1. Gonadotrofinas

La hormona folículo estimulante (FSH)
ejerce sus funciones a través de receptores
específicos que se localizan exclusivamente
en células de Ia granulosa.

El receptor de FSH, al igual que el receptor
de LH, son proteínas integrales de
membrana con siete dominios
transmembrana característicos de los
receptores acoplados a proteína G. La unión
de la hormona a su receptor promueve, a
través de una proteína Gs, la activación de
la adenilato ciclasa, que incrementa los
niveles de AMPc. La proteina quinasa A
transduce la señal de CAMP (Taylor et al.,
1990), cuyo resultado es Ia fosforilación en
serina y treonina de un gran número de
proteínas, así de cambios específicos en la
expresión de genes (Richards, 1994). Un
factor transcripcional de unión a elementos
con respuesta a cAMP (CREB) es capaz de
ser activado por fosforilación por proteína
quinasa A (Richards, 1994). La interacción
de CREB con otros factores de transcripción

determinará la expresión de ciertos genes
como por ejemplo los correspondientes a las
enzimas esteroidogénicas (Oonk et aI.,
1990; Fitzpatrick, Richards, 1994).

En la rata, estudios ¡n vivo e in vitro indican
que la FSH incrementa la expresión de sus
propios receptores en células de la
granulosa (Ireland, Richards, 1978; Richards
et al., 1976). Esta regulación homóloga de
los receptores para FSH en células de Ia
granulosa es amplificada por el estradiol, si
bien el asteroide no modifica la expresión
basal (Ireland, Richards, 1978; Louvet,
Vaitukaitis, 1976). Consecuentemente,
cambios en la producción de estradiol por
los folículos preantrales seleccionados
podrían modular la respuesta a FSH a través
de un aumento del número de receptores
para la gonadotrofina.

A diferencia de la presencia de receptores
de FSH en células de la granulosa, los
receptores de LHse expresan en las células
tecales y sólo se encuentran en células de la
granulosa de folículos preovulatorios
grandes (Amsterdam et al., 1975; Richards
et al., 1976). EI tratamiento con FSH, tanto in
vitro como ¡n vivo, induce la expresión de
receptores para LH en células de la
granulosa (Piquette et al., 1991; Erickson et
al._ 1979). La inducción de los receptores
para LH por FSH, es aumentada por Ia
presencia de estrógenos (Rani et al., 1981).

Una de las principales acciones de FSH es
la de promover la síntesis de estradiol a
través de la inducción de la aromatasa en
células de la granulosa, enzima que
convierte andrógenos a estrógenos
(Erickson, Hsueh, 1978; Armstrong, Papkoff,
1976). La biosíntesis de estradiol requiere Ia
interacción de las células de la granulosa
con las células de la teca.

En la tabla 1.1 se resumen algunas de Iasa
funciones de la célula de la granulosa que
son reguladas por FSH.
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1.3.1.1. Esteroidogénesís ovárica

Los más conocidos e inicialmente mejor
caracterizados productos de secreción del
folículo son las hormonas esteroideas. En
todos los mamíferos, los tipos celulares
involucrados en la esteroidogénesis folicular
son dos tipos básicos:

(a) las células de la teca interna de la
envoltura folicular y células intersticiales
ováricas que responden a la hormona
Iuteinizante (LH)

(b) las células de la granulosa que son
sensibles a la hormona folicqu
estimulante (FSH) y que sólo
posteriormente en la maduración
folicular adquirirán Ia capacidad de
responder a la LH.

Estos dos tipos celulares cumplen
particulares funciones en el proceso de
esteroidogénesis en virtud de encontrarse
reguladas por distintas hormonas y por la
expresión de distintas enzimas
esteroidogénicas. La cooperación entre las
células de la teca y de la granulosa en la
biosíntesis de estrógenos constituye lo que
se conoce como Ia teoría de dos células, dos
gonadotrofinas (Gore-Langton, Armstrong,
1988) (Figura 1.9).

Los esteroides más abundantes producidos
por la teca madura son los andrógenos
(fundamentalmente androstenodiona),
generados por metabolismo de colesterol. La
acción de la LH, a través de receptores
específicos presentes en la célula de la teca
en todos los estadios foliculares provee el
principal estímulo para las actividades
esteroidogénicas (Tsang et al., 1979;
Fortune, Armstrong, 1977). Los andrógenos
producidos pueden difundir a través de la
membrana basal y alcanzan la células de la
granulosa.

En las células de la granulosa, las vías
esteroidogénicas se encuentran organizadas
principalmente para el metabolismo de
esteroides C19 (andrógenos) y para la
sintesis de novo de progesterona y sus
metabolitos C21 (Hsueh et al., 1984). Las
células de granulosa responden a FSH
incrementando la actividad de

aromatización, promoviendo la conversión
de los andrógenos sintetizados por las
células tecales a estrógenos (Erickson,
Hsueh, 1978; Hsueh et al., 1984). Por otra
parte la vía de biosíntesis de progesterona
en células de granulosa es típica de todas
las células esteroidogénicas, que involucra
la conversión de colesterol en
pregneneolona y luego hacia progesterona.

TECA GRANULOSA

Figura 1.9
Esteroídogénesís. Representación del modelo dos
células, dos gonadotrofinas
Regulación de la esteroidogénesis en el folicqu
ovárico: cooperación entre las celulas de la
granulosa y de la teca. las flechas representan
vasos reaulados positivamente.

Tabla 1.1
Parámetros funcionales estima/ados por FSH en

células de granulosa en cultivo

_L . Estimulación de la esteoidogénesis
a. Biosíntesis de estrógenos

Inducciónde aromatasa
b. Biosíntesis de progesterona y 20a­
dihidroP

Inducción de citocromo P450 scc
de 3p-HSD y de 20a-HSD

. Inducción de receptores
a. Receptores de FSH
b. Receptores de LH
c. Receptores de lipoproteinas

. Secreción de productos no esteroideos
a. lnhibina
b. Activador del plasminógeno
c. Proteoglicanos

. Estimulación de funciones celulares generales
a. Síntesis de ADN
b. Sintesis proteica
c. Captación de glucosa y formación de

lactato.

N

0)

A
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1.3.2. Estrógenos

Los estrógenos además de los múltiples
efectos sistémicos, ejercen una acción crítica
a nivel ovárico (Williams, 1945; Goldenberg
et al., 1972). En la tabla 1.2 se enumeran
algunos de los efectos directos de estradiol
en células de la granulosa.

Las células de la granulosa y las células
tecales tienen receptores de estradiol. A
nivel de las células de la granulosa los
estrógenos promueven la división celular
(Rao et al, 1978; Bradbury, 1960) y ejercen
un efecto antiatrético directo (Payne,
Hellbaum, 1955; lngraham, 1959). Por otro
lado, el estradiol y sus agonistas tienen una
función importante en la promoción de
uniones estrechas intracelulares (Stein et al.,
1991; Merk et al., 1972; Burghardt,
Matheson, 1982), en el agrandamiento del
antro y en el aumento de sus propios
receptores (Richards, 1980).

Los estrógenos ejercen un efecto sinórgico
con gonadotrofinas a diferentes niveles,
incluyendo la promoción del crecimiento
ovárico (Goldenberg et al., 1972) , la
formación de receptores de LH y FSH
(Louvet, Vaitukaitis, 1976; Richards et al.,
1979) y aumento de actividad de aromatasa
(Adashi, Hsueh, 1982).

Por Io tanto, los estrógenos regulan la propia
producción de estradiol por las células de la
granulosa (Figura 1.9). Esta capacidad de
los estrógenos de aumentar la actividad de
la enzima que lo forma a partir de
andrógenos, sería responsable del aumento
exponencial de los niveles de estradiol.
Según algunos autores esta forma de
autoamplificación podría jugar un papel
central en el proceso de selección folicular,
así como en el establecimiento de la
dominancia (Hsueh et al., 1984). El(los)
folículo(s) seleccionado(s) reducen los
niveles de FSH, a través de la alta
producción de estradiol, impidiendiendo la
maduración de otros folículos. Sin embargo,
los folículos seleccionados continúan su
desarrollo aún con los niveles de FSH
disminuidos.

Tabla 1.2
Efectos de estrógenos en celu/as de granulosa

en cultivo

1. Proliferación de células de la granulosa
(crecimeinto de folículos)
Acciones anti-atróticas
Formación del antro inducida por FSH
incremento de receptores de estrógenos
Amplificación de la expresión de receptores
de FSH y LH, estimulados por FSH
Amplificación de la acción de FSH sobre
inducción de la aromatasa

9’9'99.“

1.3.3. Crecimiento de células de Ia
granulosa: gonadotrofinas y
estrogenos

Durante el desarrollo folicular, las células de
Ia granulosa sufren una serie de divisiones
celulares repetidas. Si bien los estrógenos
constituyen un mitógeno importante de las
células de la granulosa (Pencharz, 1940), la
FSH es un estímulo fundamental para
promover su división (Goldenberg et al.,
1972).

El patrón de proliferación y diferenciación de
células de la granulosa, que caracteriza el
desarrollo natural del folículo, puede
reproducirse en ratas hipofisectomizadas por
un régimen hormonal especifico (Rao et al.,
1978; Richards, 1980). Inyecciones de
estradiol durante 3 días, seguidas por la
aplicación de FSH durante 2 días, estimula
la proliferación de células de Ia granulosa y
el crecimiento del folículo hasta un estadio
preovulatorio. Esta combinación de
hormonas incrementa el contenido de ADNy
la proporción de células de la granulosa
marcadas después de administrar [3H1­
timidina in vivo (Rao et al._ 1978).

En ratas hipofisectomizadas, el desarrollo
folicular se detiene en el estadio prenatral
(Richards, 1980). Un bloqueo similar en la
foliculogénesis ocurren en animales con
mutaciones que provoquen deficiencia,
deregulación o insensibilidad a
gonadotrofinas, como los modelos de ratón
hipogonadal (Mason et al., 1986), con
deleción de la subunidad B de FSH (Kumar
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et aI., 1997) o del receptor de la hormona
(Dierich et al, 1998). Los ratones deficientes
en el receptor de estrógenos tipo-a también
presenta crecimiento folicular anormal e
infertilidad (Lubahn et al., 1993), aunque el
desarrollo de los folículos hasta estadío
antral se debería a la presencia del receptor
de estrógenos tipo-B en las células del
folículo (Byers et al., 1997). Estos modelos
han indicado que gonadotrofinas y
estrógenos son los principales factores
tróficos que controlan la proliferación y
diferenciación de células de la granulosa in
vivo, en fases posteriores al folículos
preantral.

El efecto mitogénico de estas hormonas ha
sido difícilde demostrar en los sistemas de
cultivo comúnmente utilizados para el
estudio de la diferenciación de células de la
granulosa (Hsueh et al., 1984). Resultados
de distinto laboratorios ha demostrado que
tanto FSH como estradiol, cuando se
administran de manera separada, ejercen
efectos inhibitorios sobre el crecimiento de
células de la granulosa (Reilly et al., 1996;
Dodson, Schomberg, 1987; Feng et aI.,
1986; Hammond, English, 1987). Sin
embargo, utilizando un sistema de cultivo de
células de Ia granulosa de rata en alta
densidad, la combinación de FSH y
esteroides sexuales, en concentraciones
fisiológicas, pueden ejercer un efecto
pronunciado sobre la síntesis de ADN (Bley
et al., 1997).

Si bien desde hace muchos años se ha
reconocido que FSH induce la proliferación
de células de la granulosa, recientemente se
ha comprendido el mecanismo molecular de
su acción mitogénica. Se ha demostrado que
FSH activa directamente la expresión de
ciclina D2 en células de la granulosa de rata
en cultivo, siendo la ciclina D un componente
esencial para la progresión en la fase G1 del
ciclo celular (Robker, Richards, 1998). En el
ratón deficiente en ciclina DZ, no hay
respuesta proliferativa a FSH, lo que
conduce a la esterilidad de las hembras
(Sicinski et al., 1996). Si bien en estos
animales, la gonadotrofina no desencadena
el crecimiento folicular, es capaz de
aumentar la producción de estradiol,

indicando que la transducción de señales de
FSH se encuentra intacta.

Si bien estas hormonas ejercen un papel
fundamental en el control del desarrollo
folicular, se ha propuesto que factores
peptidicos intraováricos modulan localmente
sus acciones (Adashi, Rohan, 1992;
Greenwald, Roy, 1994). La participación de
factores paracrinos y autocrinos, que
sensibilizan a la acción de gonadotrofinas,
constituiría un mecanismo que explicaría,
más cabalmente, la estimulación por estas
hormonas del crecimiento de las células de
la granulosa en la selección folicular.

1.3.4. Reguladores peptidicos
intraován'cos

Los estadios más tempranos del crecimiento
folicular son aparentemente independientes
de las gonadotrofinas circulantes
(Greenwald, Roy, 1994; Richards, 1980). Por
ello, se asume que la iniciación del
crecimiento folicular está regulada por
factores ováricos autocrinos y paracrinos.
Aún después de la formación del antro,
cuando el desarrollo folicular es dependiente
de las gonadotrofinas y los estrógenos, los
procesos de crecimiento y selección foli0u|ar
no son explicables exclusivamente por
acción de estas hormonas.

1.3.4.1. Factores de crecimiento y
diferenciación

El término factor de crecimiento se utiliza
para describir un grupo amplio y diverso de
péptidos que coordinan aspectos de
interacción entre células. Los factores de
crecimiento ejercen sus acciones sobre las
células próximas y una de las mayores
funciones es la de coordinar las actividades
de distintos tipos celulares en momentos en
los que ocurre remodelado de tejidos, como
por ejemplo durante el desarrollo
embrionario, crecimiento somático,
maduración reproductiva, respuesta a
injurias, inflamación o transformación
neoplásica. Todos estos procesos requieren
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proliferación celular (hiperplasia), extensión
de las células existentes (hipertrofia) y
apoptosis.

La foliculogénesis ovárica es un proceso
dinámico caracterizado por una estrecha
coordinación en la proliferación y
diferenciación de los distintos tipos celulares
somáticos del folículo, y de estos procesos
con el crecimiento y maduración del ovocito.

Las gonadotrofinas son los reguladores
primarios de la foliculogénesis, a través de
mecanismos endócrinos clásicos. Además
de estos mecanismos sistémicos, se ha
revelado que mecanismos adicionales
intraováricos se encuentran involucrados en
el control del desarrollo folicular. El control
local de la función ovárica está constituido
por un complejo sistema regulatorio que
module la respuesta del folículo a las
gonadotrofinas circulantes. La gran mayoría
de los trabajos se han focalizado sobre la
acción de factores de crecimiento. Dado que
los mismos estan involucrados en procesos
de regulación en una gran variedad de
tejidos, parecen ser candidatos lógicos para
ejercer dicha función en el ovario.

El folículo ovárico produce una amplia
diversidad de factores de crecimiento
peptídicos y se han descripto acciones
locales para un número importante de los
factores de crecimiento conocidos (Tabla
1.3) (Adashi, Rohan, 1992).

Estos factores de crecimiento producidos por
un tipo celular ejercer sus efectos,
interactuando directamente con receptores
en células del mismo tipo que los produce
(acción autocrina) o presentes en otros tipos
celulares dentro del folículo en desarrollo
(acción paracn'na). Por otra parte, existirían
mecanismos adicionales mediante los cuales
las células en contacto pueden controlar su
función a través de acción yuxtacrina
(activación de receptores en células
adyacentes por factores de crecimiento
unidos a la membrana) y a través de
mecanismos intracrinos (sin secreción,
regulando la función de la misma célula o de
células conectadas a través de uniones
estrechas)

Tabla 1.3
Potenciales reguladores aufocn'nos o paracn'nos de la función ován'ca

lGF-I EGF FGF
IGF-ll TGF-a VEGF
IGF-BPs HepB-EGF like HGF

TGFB :8? GnRH-Iikei l
Activina Steel factor (ligando de kit) ÉSSLÏZÍÉZQ'MMS'M
Inhibina V|p
Folistatina TNF-a Sustancia P
MIS |L-1. |L-6 Catecolaminas
GDF-9 IL-12, IL-8, lL-2 ABA
BMP-3, BMP-15 LIF Adenosina

IGF: insulin-Iike growth factor, BP: binding proteins, MIS: müllenan inhibiting substance, TGF: transfonning
growth factor, GDF: growth differentiation factor, BMP: bone morphogenetic protein, EGF: epidemal growth
factor, PDGF: platelet-derived growth factor, NGF: nerve growth factor, TNF: tumor necrosis factor, IL:
inteneukin, FGF: fibroblast growth factor, VEGF: vascular endothelial growth factor, HGF: hepatocite growth
factor, VIP: vasointstinal peptide.
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Se han establecido una serie de criterios
que deben cumplirse para considerar a una
compuesto como un regulador autocrlno o
paracrino de la función ovárica:

1. debe demostrarse producción local del
regulador, ya sea por expresión de su
ARNm, sintesis de la sustancia in vitro y
localización inmunoquímica en las
células

2. su expresión puede estar regulada, por
hormonas u otros moduladores locales

3. debe tener acciones paracrinas o
autocrinas por ejemplo a través de
receptores específicos

4. su acción debe estar modulada a nivel
local, por una proteína ligadora, por
formación a partir de una forma inactiva
precursora o por su metabolismo

5. debe ejercer una función regulatoria in
VIVO.

Idealmente, sólo aquellas moléculas que
cumplan estos criterios podrían considerarse
reguladores intragonadales.
Estudios fisiológicos. bioquímicos.
farmacológicos y moleculares han provisto
gran información acerca de potenciales
mecanismos de control intragonadal. Sin
embargo, hasta el presente, un número
importante de posibles reguladores
paracrinos o autocrinos de la función ovárica
no han sido evaluados de manera completa
yrigurosa.
En algunos casos, factores proteicos no se
han caracterizado químicamente de manera
completa, analizando distintas formas
generadas por modificaciones post­
transcripcionales (variantes de "splicing") o
post-traduccionales (como variantes de
glicosilación). En otros casos, no se ha
obtenido evidencia certera de su producción
local, probablemente debido a que son
producidos en pequeñas cantidades y
sujetos a una rápida degradación. En Ia
mayoría de los casos. Ia función gonadal se
ha deducido de modelos in vitro. No
obstante, la relevancia fisiológica de estas
observaciones no ha sido claramente
establecida. En particular, ha resultado
difícil determinar si, en su entorno natural,
las células de la granulosa se hallan
expuestas a concentraciones efectivas de
estos factores

En la actualidad, el desarrollo de las
tecnologías de animales transgénicos
permite alterar Ia expresión de un gen
seleccionado y observar el efecto in vivo
sobre el desarrollo y función del tejido. La
utilización de este tipo de abordajes, al
estudio de Ia gonadogénesisis y la
regulación de la foliculogénesis está
demostrando de manera contundente la
función de distintos genes que se
encuentran implicados en Ia regulación
folicular.

A continuación se realiza una breve
descripción del sistema intraovárico del IGF­
I, como ejemplo representativo de regulador
peptídico intraovárico, mientras que en los
capítulos siguientes de esta tesis se
analizará en detalle la función de otros
reguladores locales. tales como TGF-B
(módulo I), activina (módqu Il), inhibina
(módulo V), TNF-a (módulo Ill) y factores
derivados del ovocito (módulo IV)

1.3.4.2. El factor de crecimiento
similar a insulina de tipo I,
IGF-I

El IGF-I. es una moIéCUla ubicua formada
por 70 aminoácidos, y se Io ha postulado
como uno de los posibles reguladores
intragonadales (Adashi et aI., 1985).
Gran cantidad de información sugiere Ia
existencia de un sistema IGF intraovárico ya
que es un sitio de producción, recepción y
acción del lGF-l (Adashi, 1993), Se ha
establecido claramente en varias especies,
que el ovario. y en particular las células de
la granulosa. expresan IGF-Iy su síntesis se
encuentra regulada honnonalmente (Hsu,
Hammond. 1987; Hammond et aI., 1985;
Oliver et al., 1989; Hammond et al._ 1988;
Murphy et al.. 1987; Hernandez et aI._ 1989).
Si bien la expresión de IGF-I se encuentra
restringida a células de la granulosa. tanto
éstas como las células tecales presentan
receptores específicos y son blanco de
acción del IGF-l (Poretsky et al., 1990;
Tsafriri, Adashi, 1994; Adashi et al., 1988;
Adashi et al., 1988). La acción del IGF-l se
encuentra sujeta a modulación a traves de Ia
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elaboración local de proteínas Iigadoras
(Clemmons, 1990; Ooi, 1990).

Se han descripto múltiples acciones ováricas
de este factor, postulándose un efecto
amplificador de la acción de gonadotrofinas
en el crecimiento y diferenciación (Barañao,
Hammond, 1984; Bley et al.. 1992; Adashi et
al. 1985) y por lo tanto en el proceso de
selección folicular.

El ratón deficiente en IGF-I presenta un
fenotipo idéntico al knock-out de FSH, es
decir el desarrollo del folículo se bloquea en
estadío preantral (Zhou et al., 1997). La
ausencia de lGF-Idisminuye la expresión del
receptor de FSH, lo que conduce a una
relativa insensibilidad a gonadotrofinas.
propuesta como mecanismo para el arresto
folicular observado en este modelo de
estudio.
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1.4. Cultivos de células de granulosa: el modelo experimental

Numerosos laboratorios han estudiado la
maduración de las células de la granulosa in
vitro y han dilucidado el control hormonal de
su diferenciación, estudiando aspectos como
la biosíntesis de esteroides. la regulación de
los receptores de gonadotrofinas, la
comunicación intercelular o la regulación de
la expresión de diversos genes involucrados
en estos procesos (Hsueh et al._ 1984). Sin
embargo, los mecanismos de regulación de
la proliferación de estas células han sido
comparativamente menos estudiados.

Un número importante de los estudios
originales se ha realizado en medio de
cultivo suplementado con suero, el cual
provee nutrientes, factores de crecimiento y
hormonas que facilitan la adhesión celular,
el mantenimiento y el crecimiento in vitro.
Sin embargo. las células de Ia granulosa
están separadas de los vasos sanguíneos y
de las células de la teca por una membrana
basal que rodea al folículo y que disminuye
el acceso a numerosos factores presentes
en la circulación. EI reemplazo del suero por
medios definidos ha puesto en evidencia
respuestas que permanecían enmascaradas
por su presencia.

Los experimentos presentados en esta tesis,
fueron realizados utilizando un modelo
experimental que permite el estudio de los
factores que controlan la proliferación y
diferenciación de células foliculares. Dicho
modelo consiste en cultivo de células de la
granulosa obtenidas de folículos preantrales
de ratas inmaduras luego del tratamiento con
implantes conteniendo dietilstilbestrol (DES).
un agonista de estrógenos. Las células
fueron cultivadas sobre una matriz de
colágeno y mantenidas en medio definido.
libre de suero, en presencia de diferentes
factores.

El modelo experimental elegido provee una
serie de ventajas:

Las células se encuentran en un estado
relativamente indiferenciado.

_L V

2 El tratamiento con estrógenos in vivo
induce Ia formación de múltiples folículos
preantrales y provee un número de
células relativamente homogéneas en un
mismo estado de desarrollo,

V

3 El aislamiento de las células no requiere
tratamiento con enzimas.

V

4 El cultivo en medio libre de suero
permite estudiar el efecto de
gonadotrofinas, esteroides y factores
peptídicos sin interferencia del suero,

V

5
V Los cultivos primarios de granulosa, a

diferencia de la mayoría de las líneas
celulares obtenidas, mantienen
respuesta hormonal y funciones
fisiológicas semejantes a las condiciones
in vivo, tanto en la regulación de la
esteroidogénesis como en la
modulación del crecimiento.

Si bien los cultivos celulares constituyen un
medio conveniente y reproducible para
estudiar la regulación hormonal del
crecimiento y diferenciación, presenta una
serie de limitaciones:

1) Los métodos in vitro no tienen en cuenta
cambios en la vasculatura y
microcirculación folicular, importante
para el acceso de hormonas a los
folículos in vivo.

2 El cultivo de células aisladas no tiene en
cuenta las interacciones entre distintos
tipos celulares como con las células de
la teca o la relación con los complejos
cumulus-ovocito

V

3 No tienen en cuenta la heterogeneidad
estructural y funcional de las
subpoblaciones de células de granulosa
en un folículo dado.

V
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Objetivo general

En el desarrollo del folículo ovárico. las células de la granulosa adquieren la
capacidad de interactuar de manera específica y sincronizada con las señales
hormonales, paracrinas y autocn'nas que dirigen los procesos de crecimiento y
maduración folicular.

Los mecanismos responsables de la regulación de la selección y dominancia
folicular se conocen sólo parcialmente. EI objetivo general de esta tesis es
estudiar el papel fisiológico que cumplen factores peptldicos ¡ntraováricos, así
como hormonas hipofisarias en la regulación de la función de las células de la
granulosa.

Objetivosparticulares

A los efectos de facilitar la presentación y el análisis de los resultados obtenidos,
esta tesis ha sido dividida en módulos correspondientes a los distintos factores
estudiados.

Los objetivos particulares son:

l. Determinar si el TGF-fles un regulador autocn'no de la función folicular.
Estudiar Ia producción de este factor por células de la granulosa, la regulación
hormonal de su biodisponibilidad,y los efectos sobre el crecimiento de estas
células.

ll. Comparar las acciones ejercidas por el TGF-ficon aquellas promovidas por
activina, otro miembro de la misma superfamilia de péptidos.

lll. Estudiar el efecto del factor de necrosis tumoral-a sobre la regulación
hormonal de la funciónde las células dela granulosa

IV. Analizar acciones parcn'nas del ovocito, modulando el crecimiento de las
células somáticas del follculo

V. Establecer la regulación de la producción de inhibinas dimen'cas por
hormonas y factores intraován'cos, en particular por TGF-fl,activina y factores
derivados del ovocito.
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Materiales y Métodos

2.1. Reactivos

La FSH ovina (oFSH-17), activina A
recombinante y folistatina recombinante se
obtuvieron del National Hormone and
Pituitary Program. El factor de crecimiento
similar a insulina-l (lGF-I) fue comprado a
Bachem California (Torrance, CA), el factor
de crecimiento transformante-B1 (TGF-B1)
de plaquetas porcinas, a R&D Systems
(Minneapolis, MN), el factor de necrosis
tumoral-a recombinante de ratón (TNF-a.) a
Genzyme Diagnostics (Cambridge, MA).
Activina A fue provista por gentileza del Dr.
H. Sugino University of Tokushima, Japón).
La [metil- H]-timidina, [uS]metionina, [3H1­
pregnenolona, [3Hj-testosterona se
obtuvieron de Dupont NEN Research
Products (Boston, MA).
Dietilstilbestrol (DES). hialuronidasa,
colagenasa, Hoechst y otros reactivos fueron
provistos por SIGMA (St. Louis, MO). El
colágeno fue preparado a partir de cola de
rata como se describió previamente (Bley et
aI.. 1992).

2.2. Obtención y cultivo de células de la
granulosa

Ratas inmaduras (21 a 23 días) fueron
tratadas con implantes de dietilestilbestrol
(5mg DES/implante) por 4 días (Bley et al.,
1992). Los ovarios fueron liberados de tejido
conectivo y adiposo y se trataron
secuencialmente con una solución de EGTA
6,8 mMy sacarosa 0,5 M en medio de cultivo
(DMEM2F12, conteniendo Hepes 10 mM.
pH:7,4). Las células fueron obtenidas por
extrusión a través de una malla de nytex,
resuspendidas en medio de cultivo y
purificadas por colchón de Percoll (40%). La
viabilidad se evaluó por exclusión de azul de
tripán.
Las células fueron cultivadas en placas
múltiples (Nunc de 96 celdas) en medio
DMEM2F12 (1:1), suplementado con
bicarbonato de sodio (2.2 gll) conteniendo
gentamicina (40ug/ml), en placas de cultivo
cubiertas con colágeno purificado de
tendones de cola de rata.
La densidad inicial de plaqueo fue de 3 x 105
células viables/ cm2 (equivalente a 100.000
células/pocillo), excepto que se indique lo
contrario. Los cultivos se ¡ncubaron a 37°C
con 5% C02. Luego de 2 horas, se removió
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el medio para remover las células no
adheridas y se reemplazó por medio fresco
conteniendo las hormonas y factores según
el diseño experimental. Todos los cultivos
celulares se realizaron en ausencia de
suero.

2.2.1. Incorporación de timidina
La síntesis de ADN se determinó por
incorporación de 3H-timidina de acuerdo al
método previamente validado en estas
condiciones de cultivo (Bley et al, 1992;
Bley et al., 1991; Dain et al., 1993). Luego
de 24 hs de estimulación, se agregó la
timidina tritiada (4pCi/ml) y los cultivos se
cosecharon a las 48 de sembradas sobre
filtros de fibra de vidrio (Wathman GF-C).
usando un cosechador automático (Nunc).
La radioactividad fue medida en un contador
de centelleo líquido.

2.2.2. Determinación de ADN
La determinación de ADN de los cultivos
celulares fue realizada usando el compuesto
fluorescente Hoechst H33258 como se
encuentra descripto (Labarca, Paigen,
1990). Se removió el medio. se sonicaron las
células e incubó con el reactivo (100pg/ml),
midiéndose la fluorescencia en un
espectrofluómetro (Jasco FP-777) a las
longitudes de onda de excitación y emisión
en 350 y 455 nm respectivamente.

2.2.3. Conteo de células
Setenta y dos horas luego del plaqueo, las
células se lavaron, se trataron con tripsina
(0.2%) por 5 minutos a 37°C y se
resuspendieron por pipeteo repetido. El
número de células vida se determinó en
hemocitómetro en cultivos cuadruplicados.

2.2.4. Indice de marcación
Para determinar el porcentaje de células que
sintetizaron ADN, las células se cultivaron
en placas de 35 mm cubiertas con colágeno.
La marcación se realizó en las condiciones
anteriormente descriptas. La incubación se
detuvo y se fijaron las células con lavados
en frío con PBS. con 5% ácido tricloroacético
y con etanol. Las placas se procesaron para
la autorradiografía. El porcentaje de células
marcadas se determinó contando al menos
500 células/placa (Bley et aI., 1992).
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2.3. Cultivo de células BGC-1

La línea de células de la granulosa bovinas
(BGC-1), fue obtenida en nuestro laboratorio
por inmortalización espontánea, a partir de
cultivos primarios de células de la granulosa
bovinas (Bernath et aI., 1990). El cultivo de
células BGC-1 fue mantenido en crecimiento
en placas de 10 cm. en medio DMEM:F12
(1:1) con bicarbonato de sodio (2.2 gil)
conteniendo 5% de suero de ternero
neonato (NCS) a 37°C en atmósfera húmeda
con 5 % de C02 hasta alcanzar
subconfluencia (4 x 106 células/placa),
momento en que fueron resuspendidas por
tripsinización y sembradas a baja densidad.
Para los experimentos de síntesis de ADN,
las células BGC-1 fueron sembradas a una
densidad de 3000 células/pocillo sobre
colágeno en placas de 96 pocillos (Lerner et
al., 1995). La timidina tritiada (4 uCi/ml) y los
factores de crecimiento indicados se
agregaron luego de que las células se
hubieran adherido (2 horas). AI cabo de 24
horas se cosecharon los cultivos.

2.4. Cultivo primario de celulas de Ia
granulosa bovinas

Las células de Ia granulosa fueron aisladas
de folículos pequeños (2-8 mm) por
aspiración. Los glóbulos rojos se eliminaron
por medio de una exposición breve (20
segundos) en agua destilada. Las células
fueron cultivadas en medio DMEM:F12 (1:1),
suplementado con bicarbonato de sodio (2.2
gil). en presencia de 10% de NCS y
antibióticos (Lerner et al., 1995). La
incorporación de timidina tritiada se evaluó
con el mismo protocolo que en las células
BGC-1.

2.5. Obtención de ovocitos bovinos

Los ovocitos fueron obtenidos a partir de
ovarios bovinos provenientes de animales
sacrificados para consumo, en un frigorífico
cercano (Frigorífico Rioplatense). Los
ovarios recién extraídos se transportaron
hasta el laboratorio en un termo con solución
fisiológica a 25 - 30°C y fueron procesados
en un lapso menor a cuatro horas.
Los ovocitos fueron obtenidos por punción
de folículos antrales de 2 a 8 mm de
diámetro, utilizando jeringas de 6 cc. y
agujas 1BG. EI material recolectado se dejó
decantar durante 20 minutos y se lavó con
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PBS, con el agregado de 2% de suero de
ternero, penicilina (100Ul/ml) y
estreptomicina (1OOpg/ml).
La recolección y selección de los ovocitos se
realizó en el mismo medio de lavado, en
placas de 100 mm de diámetro. Los ovocitos
fueron clasificados en grupo A: rodeados por
al menos 3 capas de células del cumulus y
citoplasma homogéneo, y B: ovocitos
parcialmente denudados o con citoplasma
heterogéneo. (Leibfried, First, 1979).
Las células del cumulus fueron eliminadas
agitando con vortex durante 2 minutos en
medio TC 199 con hialuronidasa al 0.1% y
luego por medio de pipetas de vidrio
afinadas.

2.6. Maduración de ovocitos in vitro

La maduración de los ovocitos
seleccionados se realizó en placas de 4
pocillos (Nunc), durante 24 horas, a 39°C en
atmósfera húmeda con 5% C02. Se
colocaron 50 complejos cumulus ovocito en
500 ul de medio TC 199 con 5% de suero
fetal bovino (FBS), oFSH (200 nglml) y
antibiótico, y fueron cubiertos con 2 ml de
aceite mineral.
Para inhibir la maduración espontánea in
vitro, un grupo de complejos cumulus-ovocito
se cultivaron en el mismo medio en
presencia de cicloheximida (10pg/ml). Luego
de 24 hs, los ovocitos fueron denudados y
lavados 3 veces en medio CR1aa antes de
su utilización.

2.7. Determinación de la maduración de
ovocitos

Luego de 24hs de cultivo, se evaluó la
maduración de ovocitos por Ia tinción de
Hoechst (Pursel et al._ 1985). Los ovocitos
se lavaron en PBS y se incubaron en una
solución de Hoechst 33342 (50uglml en
CR1aa) 60 min a 39°C. La maduración
nuclear se evaluó con un microscopio de
fluorescencia y los ovocitos se clasificaron
en inmaduros con vesícula germinal (GV) o
maduros con ruptura de la vesícula germinal
(GVBD).

2.8. Obtención de ovocitos de rate

Los ovocitos de rata fueron aislados a partir
de ovarios de rata Sprague-Dawley
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inmaduras (25 dias) como se describió
previamente (Zuccotti et al., 1991). Los
ovarios cortados e incubados en TC199­
Hepes (20 mM) con 2.5mg/ml de
colagenasa y 400 U/ml de DNAsa. Luego de
20 min de incubación a 37°C con agitación
constante, se agregó 1 % de BSA y se filtró
a través de una malla de nylon de 200um. El
filtrado se centrifugó a 190xg durante 2 min.
y el pellet se resuspendió en TC199 con
2.4mM EGTA. Tres minutos despues se
centrífugo, resuspendió en TC199 y se agitó
con vortex 2 min.

2.9. Obtención de complejos cumulus­
ovocito (COC)murinos y remoción
del ovocito

Los ovarios fueron obtenidos a partir de
ratones BALB/cde 23-25 días tratados con 5
UI de gonadotrofina de yegua preñada
(PMSG) 44 a 48 hs antes de su utilización.
Los COCs fueron obtenidos por punción de
folículos antrales con agujas 256 en medio
TC199-H suplementado con 5% de FBS y
antibiótico. La remoción de los ovocitos de
los complejos aislados (ovocitectomía) fue
realizada por medio de micromanipulación
según Ia técnica descripta por Vanderhyden
y col.(1990) con Ia colaboración del Dr.
Marcelo Rubinstein (INGEBI). Brevemente,
usando un microscopio invertido Leitz
Labovert FS y dos micromanipuladores Leitz,
los COC fueron sujetados por succión con
una de las pípetas (holding). Con otra pipeta
de punta fina el COC fue atravesado
penetrando en la pípeta holding. EI
contenido del ovocíto es succionado a través
de esta última, resultando complejos
ovocitectomizados, donde la estructura
tridimensional del COC fue conservada.

2.10. Determinación dela expansión de
las células del cumulus en
complejos intactas y
ovocitectomizados

Los COCs y los complejos
ovocitectomizados (00X) fueron colocados
en gotas de 25 ul de medio TC 199 con 2.2
gII de bicarbonato suplementado con 5% de
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FBS y antibióticos. Se agregó oFSH
(500nglml) como promotor de la expansión
del cumulus. Las gotas fueron cubiertas con
aceite mineral y los complejos fueron
cultivados durante 18 hs a 37°C en 5% de
C02. Luego de la incubación, se determinó
la expansión de las celulas del cumulus
según una escala subjetiva (0 a +4)
descripta por Vanderhyden y col.(1990). El
valor O indica que no hay expansión,
mientras que el valor +4 indica expansión
máxima de las células. incluída la corona
radíata.

2.11. Determinación de esteroides
El efecto de los distintos tratamientos sobre
la producción de esteroides se evaluó por
radioinmunoensayos específicos de
progesterona y estradiol (Barañao et aI.,
1991). En ambos casos, se analizaron los
niveles acumulados en los medios a las 60 o
72 hs. de Cultivo,en condiciones basales y
estimuladas por FSH. Para Ia determinación
de estradiol se añadió a los cultivos
androstenodiona (0.35 pM) como sustrato
aromatizable.

2.12. Determinación de AMPc
Las determinaciones de AMPc se realizaron
en duplicados de cultivos por
radioinmunoensayo. Para la medición de los
niveles intracelulares a la 1-3 horas de los
estímulos se aspiró el medio, se agregó
agua destilada fría, se dejó 30 minutos y se
congeló a -20°C. El AMPc extracelular
acumulado en 48 hs. se ensayó en alícuotas
del medio de incubación. Todas las muestras
fueron tratadas a 100°C por 3 mín. para
eliminar cualquier actividad de
fosfodiesterasa. El AMPc se acetiló usando
anhídrido acético/ tetraetilamonio (Steiner et
al._ 1969) y se realizó el radioinmunoensayo
utilizando un anticuerpo específico
(Chemicon). El nucleótído se marcó con
Na‘zsl usando el metodo de cloramina T
limitante y se purificó por cromatografía en
placa delgada (TLC) en celulosa. para su
utilización en el RIA.
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2.13. Enzima-inmuno ensayo para
inhibinas diméricas (ELISA)

Las células de granulosa se cultivaron por
72 hs. en presencia de los distintos
estímulos. Los niveles de inhibinas A y B en
los medios condicionados fueron
determinados por enzimo-inmunoensayos de
dos sitios (ELISA)especificos para cada uno
de los péptidos como se describió
previamente (Groome et al., 1994; Groome
et aI., 1996). Brevemente, los MC se
diluyeron en FCS (suero fetal bovino) de
acuerdo a la cantidad de inhibina presente.
Antes de la determinación, las muestras y
los standards se trataron con medio volumen
de SDS 6% y fueron calentados a 100°C por
3 min. A continuación las muestras se
trataron con una solución de H202 por 30
min. a temperatura ambiente. Se utilizó un
sistema de amplificación de la enzima
fosfatasa alcalina. Como standards se
utilizaron inhibinas A y B recombinantes
humanas. Activina A, B y folistatina
presentan una reactividad cruzada <0.1% en
ambos ensayos. Inhibina A tiene <0.5% de
reacción cruzada en el ensayo de inhibina B,
mientras que inhibina B tiene cruce <0.1%
(Groome, O'Brien, 1993; Groome et al.,
1996). La sensibilidad de los ensayos fue de
7 pg/ml para inhibina A y de 15 pg/ml para
inhibina B. Los coeficientes de variación
intra- e inter-ensayo fueron menores que
10% para ambos ensayos. Se realizaron
validaciones para la utilización de estos
ensayos para la detección de inhibina de
rata. La comparación de las pendientes de
las regresiones lineales de los datos
transformados para los standards humanos
del ensayo y los medios condicionados o
suero de rata no presentaron desviación
significativa del paralelismo (Figura 2.1)

2.14. Marcacióny electroforesis en geles
Las células fueron cultivadas como se
describe previamente durante
aproximadamente 68 horas, el medio de
cultivo fue removido, se agregó medio
DMEM libre de metionina con metionina[3"’S]
(50 uCi/ml) y se incubó por 3 horas a 37°C.
AIfinalizar el período de marcación, el medio
fue colectado y las proteínas celulares
fueros extraídas con SDS 10% por 10
minutos. Se guardaron a -20 °C para su
posterior análisis.
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Figura 2.1: Análisis de paralelismo ELISAs para
inhibina A o inhibina B.
Diluciones sucesivas de standards humanos de
inhibina A, inhibina B o medios condicionados por
células de granulosa de rata se analizaron en los
inmuno-ensayosensayos para cada una de las
inhibinas diméricas. Los gráficos insertados
corresponden a los datos luego de la
transformación logaritmica y las regresiones
lineales obtenidas. La comparación de las
pendientes no indicó apartamiento del
paralelismo.

Alicuotas de los medios de incubación
fueron precipitadas con TCA: 5-10ul de las
muestras se agregaron a 1 mI de agua
conteniendo 1 mg/ml de BSA en frío. Se
agregó un volumen de TCA 40% y se dejó
precipitar en frío durante 15-20 minutos.
Posteriormente se filtró por Wathman GF-A,
se lavó 2 veces con etanol frio y la
radioactividad incorporada fue medida en un
contador de centelleo líquido. Por otra parte
alícuotas fueron aplicadas a geles de
poliacrilamida (8%) con SDS en condiciones
reductores (Laemli, 1970). EI gel fue secado
y expuesto con placas Kodak X-OMATAR-5
por 2-3 dias.
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2.15. Metabolismo de esteroides y
cromatografía en capa delgada

Los diferentes esteroides radioactivos
(1x1oscpm/pocillo de [3H]-pregnenolona o
[3H]-testosterona) se agregaron a las 68
horas de cultivo. Luego de 0.5-3 horas los
medios fueron colectados, extraídos con éter
y separados por cromatografía en capa
delgada en una mezcla de ciclohexano,
cloroformo y éter (2:2:1). Las placas de sílica
fueron rociadas con intensificador (3H­
Enhancer-DuPont, NEN Research Products)
y expuestas para autoradiografía con placas
Kodak por 4-5 días.
Los metabolitos producidos por los cultivos
de células de granulosa se identificaron por
comparación con los esteroides standard
corridos en paralelo. Por otro lado, la
identidad fue confirmada por la desaparición
o el aumento de metabolitos luego del
agregado de un exceso de sustrato
competitivo no marcado.
En todos los casos, se realizó una
preincubación de 3 hs e incubación con
aminoglutatimida (200 uM) como inhibidor de
la enzimaPasco

2.16. Cultivo de células Mv1Lu- CCL64.
Actividad de TGF-fl

Las células Mv1Lu (mink lung epithelial cell),
CCL-64 (código ATCC) se cultivaron como
se describió previamente (Danielpour et a|.,
1989). Los cultivos se mantuvieron en medio
DMEMsuplementado con 10% de suero fetal
bovino (FBS). Para los ensayos de
incorporación de timidina, las células se
sembraron en placas de 96 pocillos a una
densidad de 7.5 x 1o3 células/pocillo en
DMEMconteniendo 0.2% de FBS y luego de
1 hora, se agregaron los distintos estímulos
a ensayar. En paralelo se realizó una curva
de TGF-B standard (250-03 pg/pocillo). A
las 20 hs se adicionó Ia [3H]-timidina
(concentración final 10 uCi/ml) y las células
se cosecharon 4-6 hs más tarde. La
radioactividad incorporada en el ADN fue
medida en un contador de centelleo líquido.

2.17. Cultivo de células Swiss 3T3

Las células Swiss 3T3 se cultivaron según
se describió (Corps, Brown, 1993). Los

cultivos se propagaron en medio DMEM con
10% FBS en placas de 100mm a 37°C en
atmósfera con 10% 002. Para las
mediciones de la iniciación de Ia síntesis de
ADN,las células se pla uearon en placas de
96 pocillos a 5 x 10 células/pocillo en
DMEM con 10% FBS. Luego de 3 días, se
reemplazó el medio y se dejó que el cultivo
se hiciera confluente y quiescente (3-4 días).
Se removió el medio agotado y se reemplazó
por medio fresco sin suero conteniendo los
estímulos a ensayar y [aH-timidina
(concentración final 3uCi/ml, 10 M). Las
células se cosecharon 28 hs después y se
analizó la radioactividad incorporada al ADN.

2.18. Preparación y tratamientos del
medio condicionado de células de
granulosa

Cultivos de células de granulosa de rata se
cultivaron, en las condiciones que se
indiquen, y a las 48. 72 o 96 hs se
colectaron los medios condicionados (MC).
Estos MCs se centrifugaron a 1000 rpm por
10 min. para eliminar restos celulares y
guardaron a -20°C hasta el momento de su
utilización.

2.18.1. Activación del TGF-fllatente:
La activación del TGF-B latente presente en
los MC se realizó por tratamiento ácido o por
calentamiento (5 min. a 80°C) (Brown et aI.,
1990; Danielpour et al, 1989). Para la
activación ácida. el MC se trató con ácido
clorhídrico (25ul HCl 5N/ 1m| MC. pH
final-v3) durante 5 minutos a temperatura
ambiente y posteriormente se neutralizó con
una solución de NaOH/Hepes (35ulltml MC),
ensayandose inmediatamente.

2.19. Extracción de ARNmtotal y
Northern blot

EI ARN total de los cultivos primarios de
células de la granulosa se extrajo como se
describió previamente (Chomczynski,
Sacchi, 1987). La transferencia del ARN de
los geles conteniendo formaldehído a
membranas Zeta-Probe y la subsecuente
hibridización se realizaron en las
condiciones especificadas por los
fabricantes (Bio-Rad Laboratories). Los
resultados se encuentran normalizados
usando una sonda que reconoce el mRNA
de gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa



(G3PD). Las sondas que se utilizarán para la
detección de los ARNm específicos y G3PD
se marcaron usando un sistema de primers
al azar. La cuantificación de las bandas se
realizó con el programa ImageQuant
(Molecular Dynamics). Los ADNc de las
Subunidades a, BA y BB fueron gentilmente
provistas por el Dr. Aaron Hsueh.

2.20. Extracción de factores del fluido
folicular

Las muestras de fluído folicular humano se
obtuvieron por Iaparoscopía de mujeres que
se encontraban en programas de fertilización
"in vitro". Los fluidos individuales se
centrifugaron a 4°C durante 15 min. a 1500
x g para remover las células que Io
acompañan y se guardaron a -20 °C para su
posterior procesamiento.
EI extracto ácido-etanólico se realizó
esencialmente según ha sido descripto
(Roberts et al.. 1980). El fluido folicular
Iiofilizado se suspendió en solución ácido
etanólica (etanol 20%, HCI 0,05M, PMSF y
otros inhibidores de proteasas). Luego de
extraer por 24 horas a 4°C, la mezcla se
centrifugó y el residuo se extrajo
nuevamente por 2 horas. Ambos
sobrenadantes se llevaron a pH 5,2 y se
reguló a ese pH. Inmediatamente se
agregaron 2 volúmenes de etanol y 4
volúmenes de éter. La mezcla se mantuvo a
-20°C por 2 días. El precipitado resultante
se recuperó por centrifugación y fue
redisuelto en ácido acético 1 M.
Posteriormente se dializó el extracto contra
ácido acético 0,17 M en membranas de corte
en 3500, se Iiofilizóy conservó a -20°C.

2.21. Ensayo de agar blando
El ensayo de formación de colonias de
células NRK 49F (normal rat kidney
fibroblast, clon 49F) o BGC-1 en agar blando
fue realizado por modificación de la técnica
descripta (Schultz-Cheny, Murphy-Ullrich,
1993; Roberts et al., 1980). Brevemente las
muestras a ensayar se incluyeron en medio
DMEM-F12 con 0.3% de agar, suplementado
con 10% de SFB y conteniendo 2.000
células/pocillo. Medio mililitro de la
suspensión fue depositada sobre una capa
de 0.5 mI de medio con 0.7% de agar en
placas de 24 pocillos. La incubación se
realizó por 7 días a 37°C en atmósfera
húmeda con 5% de C02. Al término de este
tiempo se contó el número de colonias
mayores que 63 pm (>8-10 células).

2.22. Análisis estadístico

Los resultados se expresan como la media i
error estándar de triplicados de cultivos. Las
comparaciones estadísticas de los
resultados se realizaron por ANOVAy test
de Tukey-Kramer de comparaciones
múltiples luego de transformación
logaritmica de datos (Sokal, Rohlf, 1995).
Las curvas dosis-respuesta se analizaron
mediante un programa (ALLFIT)basado en
Ia ecuación logística de 4 parámetros
(DeLean et a|., 1978). Todos los
experimentos fueron realizados al menos 3
veces con resultados similares.
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3.1. Introducción

3.1.1. Superfamilla de factores
relacionados con el TGF-fi

La Superfamilia de péptidos relacionados
con el factor de crecimiento transformante-B
(TGF-B) está formada por una serie de
proteínas estructuralmente relacionadas,
que cumplen importantes papeles en una
diversidad de procesos biológicos. Son
miembros de esta superfamilia: el TGF-B, la
activina, la inhibina, la proteína morfogénica
de hueso (BMP), proteinas relacionas al
péptido decapentaplégico Vg, la sustancia
inhibidora Mülleriana (MIS), los factores de
crecimiento y diferenciación (GDF 1-9) y el
factor neurotrófico derivado de glía (GDNF).

3.1.2. El TGF-fi
El TGF-B es una proteína comprometida en
la modulación de crecimiento y
diferenciación de una amplia diversidad de
tipos celulares (Massague, 1990). Aunque
originalmente se denominó de esta forma
por la caracteristica de inducir un fenotipo
transformado de células en cultivo (Roberts
et al., 1980), el TGF-B se encontró asociado
frecuentemente en la supresión del
crecimiento de células tumorales (Massague,
1990). Se han descripto efectos
contradictorios del TGF-B sobre células
normales. Dependiendo del tipo celular y del
entorno, es capaz de' estimular o inhibir el
crecimiento (Moses, Serra, 1996). Asimismo,
contribuye tanto en la iniciación, como en la
terminación de procesos involucrados en la
respuesta inflamatoria y en la reparación de
tejidos (Massague, 1990).

Se han clonado 5 formas de TGF-B (TGF-B1
a (3-5) y en mamíferos, genes distintos
codifican para las tres isoformas TGF-B1,
-B2 y -B3, que se expresan en patrones
únicos, ocasionalmente superpuestos y
pueden cumplir una variedad de funciones in
vivo (Proetzel et aI., 1995; Sanford et a|.,
1997; Letterio et al., 1994).

3.1.3. Estructura
La molécula activa de TGF-B está formada
por 2 subunidades idénticas, unidas por

puentes disulfuro, con un peso molecular
aproximado de 25 kDa. Estructuralmente
estos Iigandos presentan un alto grado de
identidad aminoacidica (64-82%) con 9
residuos de cisteina invariables. Se ha
determinado la estructura del TGF-B1 y -[32
(Daopin et al., 1992). Ocho de las nueve
cisteinas forman cuatro enlaces disulfuro
intracadena, mientras que la restante (Cys
77) forma enlace intercadena con el residuo
correspondiente de la otra subunidad.
La característica distintiva del TGF-B es el
conjunto de cisteinas formado por tres de los
cuatro enlaces intracadena que mantienen la
integridad estructural del monómero.

3.1.4. Activación del TGF-fl
El TGF-B es secretado por las células en
una forma inactiva que es incapaz de
interactuar con los receptores celulares
(Miyazono, Heldin, 1991; Munger et al.,
1997). La actividad del TGF-B maduro se
encuentra enmascarada por su asociación
no covalente con un dímero de la secuencia
N-terminal del propeptido, llamada LAP
(latency-associated peptide) (McMahon et
al., 1996). La porción LAP se encuentra a la
vez, unida por puentes disulfuro a proteínas
Iigadoras de TGF-B latente (LTBP). La
formación de estos complejos latentes
aumenta la estabilidad de la citoquina y sirve
de medio para la interacción con la matriz
extracelular y superficies celulares,
asegurando una fuente rápida para la
activación local (Dallas et al., 1995; Taipale
et al., 1994)
El TGF-B latente puede activarse in vitro por
tratamiento a pH extremo, por calentamiento
o por agentes caotrópicos (Brown et al.,
1990) pero ninguno de estos mecanismos
participa en la activación durante el
crecimiento y desarrollo normal. Una
variedad de tratamientos más fisiológicos,
también pueden activar el TGF-B. Ejemplos
de este tipo de activación son la
deglicosilación, la proteólisis por calpaína,
catepsina o plasmina (Flaumenhaft et al.,
1992; Yee et al., 1993), o trombospondina
(Schultz-Cherry, Murphy-Ullrich, 1993).
La activación ejercida por plasmina se
realiza por proteólisis de la porción LAP y se



ha descripto un modelo para este
mecanismo que involucra al receptor del
activador de plasminógeno y al de manosa­
6-fosfato/lGF-II (Dennis, Rifkin. 1991).
Existen evidencias de correlación in vivo
para la activación dependiente de plasmina,
sin embargo, los ratones knock-out de
plasmina no reproducen los fenotipos del
knock-out de TGF-B (Bugge et aI., 1996).
Estas observaciones podrian indicar que la
plasmina no es la responsable de la
activación del TGF-B in vivo en condiciones
fisiológicas normales.
La trombospondina-1 (TRB-1) es una
proteína homotrimérica secretada por
muchos tipos celulares (Schultz-Cherry.
Murphy-Ullrich. 1993). En sistemas libres de
células, es capaz de unirse y de activar el
complejo de TGF-B latente (Schultz-Cherry
et aI., 1994). Se piensa que este mecanismo
es el resultado de un cambio
conformacional, probablemente en la LAP,
requiere la presencia de las repeticiones
centrales de TRB-1 y puede reproducirse por
pequeños péptidos derivados de estas
secuencias conteniendo los aminoácidos
KRFK (Schultz-Cherry et aI., 1995). La TRB­
1 interactúa con la región N-terminal de LAP
formando un complejo trimoIeCular que
altera la conformación y permite al TGF-B
interactuar con su receptor. Recientemente
se ha propuesto que la TRB-1 sería el
principal activador del TGF-B in vivo
(Crawford et al., 1998). Se encontró una
correlación de fenotipos entre los ratones
knock-out para TGF-B y TRB-1 en diversos
órganos y el tratamiento de las crías
deficientes en TRB-1 con el péptido KRFK
revierte algunas de las anormalidades y
aumenta la activación del TGF-B.
Recientemente, se ha descripto que la
interacción del TGF-B latente con la
integrina avBG, a través del sitio RGD,
conduce a la conversión del TGF-B en una
forma biológicamente activa (Munger et aI..
1999).

3.1.5. Receptores
El TGF-B ejerce sus efectos por unión a
receptores específicos de Ia superficie
celular. Se han clonado cuatro receptores (l,
ll, lIl y endoglina), de los cuales sólo dos de
ellos (I y ll) median la señalización del
TGF-B. El receptor de tipo Ill, que es el

betaglicano, y la endoglina funcionarían
como aceptores de membrana y matriz
extracelular que preservarían al péptido de
la degradación y aumenta la unión del
ligando a sus receptores de señalización
(Ruoslahti. 1989; Lopez-Casillas et al.,
1993). Los receptores I (50-60 kDa) y ll (65­
85 kDa) presentan en su dominio
citoplasmático dominios de quinasa en
treonina o serina responsables de
desencadenar los efectos intracelulares
(Wrana et al, 1992; Massague, 1992;
Massagué et al._ 1994).
El receptor tipo lI es una quinasa constitutiva
que por unión del TGF-B, se asocia con el
de tipo l. el cual es fosforilado y activado
(Figura 3.1). En la actualidad se desconoce
si existe otro sustrato fisiológico del receptor
tipo Il distinto del receptor I. Se han creado
mutantes constitutivamente activadas del
receptor del tipo I que, al expresarse en
células, imitan los efectos de TGF-B,
inhibiendo el crecimiento e induciendo Ia
transcripción de genes blanco (Saitoh et al.,
1996).

Otros miembro de la superfamilia del TGF-B,
como las BMPs y la activina transducen su
señal a través de cascadas de quinasas con
receptores de tipo l y lI homólogos a los del
TGF-B (Attisano et aI.. 1996; Carcamo et al.,
1994).

3.1.6. Smads
Estudios recientes han identificado a una
familia de proteínas denominadas Smad
como las mediadoras de la señal del TGF-B,
del citoplasma al núcleo (Heldin et al., 1997;
Massague, 1996). Se han clonado siete
genes de Smad (Derynck et aI., 1996). De
ellos, Smad-2 y -3 median la acción del
TGF-B y Ia activina (Derynck et al.. 1998;
Nakao et aI., 1997), mientras que Smad-1 y
-5 están involucrados en la señanlización de
BMP. Por otra parte, la Smad-4 sería un
componente general en la traslocación de
las Smad hacia el núcleo, donde
potencialmente pueden regular la
transcripción de genes blanco (Derynck et
al, 1998; Hu et al., 1998).
Los homólogos de Smad fueron
originalmente identificados por abordajes
genéticos en Dmsophila (llamados MAD) y
C.elegans (denominados SMA) como
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partícipes en la transducción de señales de
factores de la familia del TGF-B (Derynck et
al., 1996). Por lo tanto, la conservación
evolutiva de estos mecanismos de acción se
observa en la estructura de los ligandos, en
la estructura y actividad de los receptores y
en la estructura y función de las proteínas
involucradas en la señalización intracelular.
En la Figura 3.1 se muestra el modelo
altamente simplificado propuesto para la
activación de las Smad por TGF-B (Derynck
et al, 1998; Hu et al., 1998), el receptor de
tipo I fosforila a las Smad-2 o —3. Al
fosforilarse, un homotrímero de estas Smad
forma un complejo hexaheteromérico con las
Smad-4, evento que permite la entrada del
complejo al núcleo donde puede modular la
transcripción de genes blanco.
Por otra parte se han identificado otras
proteínas Smad (-6 y-7) que actúan como
reguladores negativos de la transducción de
la señal y podrian cumplir un papel en la
terminación de los efectos intracelulares
desencadenados por la unión del péptido a
su receptor.

A nivel nuclear, las Smad son capaces de
regular la transcripción de genes de
respuesta a TGF-B (Lagna et al., 1996;
Zhang et al., 1996) por múltiples
mecanismos: participando directamente
como factores de transcripción uniéndose a
secuencias específicas (Yingling et al.,
1997), o participando como co-activadores,
por interacción con otro factores de
transcripción (Yingling et al, 1997; Chen et
al., 1997; Chen et al, 1996).

3.1.7. El TGF-flen el ovario
Se ha demostrado la expresión de diferentes
isoformas de TGF-B en el ovario por
diversos métodos (Mulheron et al., 1992;
Mulheron et aL, 1991). Sin embargo no se
han estudiado los mecanismos responsables
de esta activación del precursor latente en el
ovario ni la manera en que este proceso se
regula hormonalmente.

El TGF-B es capaz de modular la función de
las células de la granulosa in vitro,
promoviendo un aumento de Ia producción
de progesterona y de la actividad de la
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Figura 3.1
Modelo propuesto para la transducción de señal
del TGF-fl.
La unión del TGF-B al su receptor tipo Il promuve
la formación de un complejo con el receptor tipo I.
La activación por fosforilación de las proteinas
Smad-2 y —3induce la asociación con Smad-4
que trasloca al núcleo, donde regula la
transcripción de genes blanco.

aromatasa (Ying et al., 1986; Adashi,
Resnick, 1986).

Las acciones del TGF-B sobre el crecimiento
de células de la granulosa son motivo de
controversia. Aunque se acepta
generalmente que el TGF-B inhibe la
proliferación de células epiteliales y
endoteliales, se han encontrado acciones
estimulatorias en ciertos tipos celulares
derivados de mesenquima (Sporn et a|.,
1986; Roberts et al., 1985). Los efectos
sobre las células de granulosa parecen
variar dependiendo de las especies y de las
condiciones experimentales. El TGF-B inhibe
la síntesis de ADN en células de granulosa
porcinas y bovinas (May et al., 1988; Skinner
et al, 1987), mientras que sinergiza con
FSH para promover la proliferación de
células de granulosa de rata (Dorrington et
al, 1988). Según estos autores, las acciones
estimulatorias de estradiol estarían
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mediadas por la producción local de TGF-B
(Schumacher et al., 1991).

Una de las acciones caracterizadas para el
TGF-B es la regulación de la secreción de
proteínas de matriz celular (Massague,
1990), incluyendo Ia fibronectina (FN).
Aunque la fibronectina es conocida como
una de las proteína más abundantes
secretadas por las celulas de la granulosa
(Carnegie, 1990; Skinner, Dorrington, 1984),
su papel en el desarrollo folicular no se ha
establecido claramente. La inhibición del
crecimiento por TGF-B se ha asociado a la
inhibición de los complejos cdk4-ciclina D en
la progresión de la fase del ciclo celular G1
para su entrada en S (Saltis, 1996). Para
justificar la acción estimulatoria de TGF-B
sobre la proliferación en algunos tipos
celulares, se ha propuesto que el efecto de

TGF-B está mediado por un "loop" autocrino
del factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF) (Battegay et al., 1990),
quien sería el responsable de antagonizar el
efecto inhibitorioampliamente aceptado.

3.2. Objetivo

El objetivo de este trabajo fue determinar si
el TGF-B es una regulador autocrino de la
función folicular. En particular, se estudió su
producción por células de granulosa, la
regulación hormonal de la secreción y la
activación, y los efectos sobre el crecimiento
de dichas células.
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3.3. Resultados

3.3.1. Producción y activación de TGF-flpor las células dela granulosa

3.3.1.1. Actividad similar a TGF-fi en
el ovario

El fluido folicular de la cavidad antral de un
folículo ovárico en desarrollo contiene
hormonas esteroideas y proteínas, derivadas
del plasma o secretadas por-las células de la
granulosa. Dada la acumulación de un
conjunto de sustancias activas de origen
local, el fluido folicular ha constituido un
medio de identificación de diversos factores
potencialmente comprometidos en la
regulación de la función ovárica.

Con el objeto de analizar la presencia de
una actividad similar a la del TGF-B en el
ovario, se ensayó el efecto de extractos de
fluido folicular humano (FF) sobre cultivos
de células NRK49F(clon 49F de la linea de
fibroblastos normales de riñón de rata). Este
ensayo se basa en la capacidad de esta
linea celular de formar colonias que crecen
en agar blando, es decir independientes de
anclaje, inducida por TGF-B, en presente de
EGF (factor de crecimiento epidérmico) en el
cultivo.

Cuando se analizó la acción de fluido
folicular (FF) o de un extracto ácido­
etanólico de factores presentes en el FF, se
encontró un incremento en el número de
colonias formadas (Figura 3.1), lo que
sugeriría la presencia de actividad tipo TGF­
Ben el FF.

Asimismo, se detectó la presencia de
actividad similar a TGF-B en medio
condicionado (MC) por células de la
granulosa, ya que también indujo una
estimulación en la formación de colonias de
células NRK (Figura 3.2). La comparación
con la acción de TGF-B1 puro, indicó una
concentración aproximada de 5 ng/ml.en el
MC.

Estos ensayos demuestran que el fuido
folicular contiene compuestos tipo TGF-B y
que las células de la granulosa en cultivo
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Figura 3.1
Actividad transformante en el fluido folicular
Crecimiento en agar blando de células NRK
(normal rat kidney fibroblast) en presencia de
EGF (5 ng) conjuntamente con TGF-p, fluido
folicular humano (FF) o un extracto ácido de FF
(EA-FF). Se determinó el número de colonias
formadas a los 7 días en placas duplicado.

Númerodecolonias

TGF-B (ng) MC (ul) MC act (pl)

Figura 3.2
Actividadtransformante secretada por células de
la granulosa
Se crecimiento células NRK en agar blando en
presencia de TGF-b, MC o MC tratado en medio
ácido. Los ensayos se realizaron con EGF (5 ng).
Se determinó el número de colonias formadas a
los 7 días por duplicado.

son capaces de producir este tipo de
factores. Por lo tanto, las células de
granulosa podrían ser el origen de
producción de este tipo de factores
encontrados en el FF.
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Por otra parte, se determinó que la actividad
presente en el FF y en los extractos acéticos
de este fluido, fue capaz de inducir Ia
formación de colonias en agar blando de la
línea de células de la granulosa BGC-1
(Figura 3.3). Estos resultados indican que
estas células son capaces de crecer en
condiciones que serían más representativas
de las condiciones en que se encuentran
dentro del folículo.

3.3.1.2. Producción de TGF-fi por
células de granulosa

Con el objeto de realizar una cuantificación
de la producción de TGF-B por células de la
granulosa, y estudiar la regulación hormonal
de la secreción de este factor, se utilizó el
ensayo biológico de células Mv1Lu. Estas
células, epiteliales de pulmón de visón,
también denominadas CCL—64 (código
ATCC), responden de manera relativamente
específica a TGF-B (Danielpour et al., 1989).
La acción de este factor sobre estas células
bloquea el crecimiento estimulado por bajas
concentraciones de suero, inhibiendo la
entrada en fase S del ciclo celular.
Asimismo, este ensayo biológico permite la
detección, de manera discriminada, del
TGF-B que se encuentra activo y del TGF-B
latente.

Dado que el TGF-B se secreta como
complejo latente inactivo, una porción de los
MCs fue tratado con medio ácido o con calor
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Figura 3.3
Crecimiento en agar blando de la línea de
granulosa bovina BGC-1
Crecimiento en agar blando de células BGC-1 en
presencia o ausencia de EGF (5 ng) con FF
(2.5%) o un extracto ácido-etanólico de FF (EA­
FF, 2.5%). Se determinó el número de colonias
formadas al cabo de 14 días.

para promover su activación. El agregado de
cantidades crecientes de TGF-B a cultivos
de células COL-64,arresto su crecimiento de
manera dosis dependiente (ED50: 0.261r0.04
ng/ml). En presencia de MCs por células de
granulosa se obtuvieron similares curvas de
inhibición (Figura 3.4, paneles A y B). El
análisis de las curvas dosis-respuesta no
reveló alejamiento del paralelismo entre
TGF-B y los MCs (p>0.05 para los
parámetros de máxima y mínima respuesta y
de pendiente, Allfit).Las concentraciones de
TGF-B activo y total (latente + activo), se
determinaron por comparación de los EDso
de las distintas curvas, según se muestra en
la Figura 3.4, panel C).
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Figura 3.4. Actividad tipo TGF-flproducida por células de la granulosa
Se cultivaron células COL-64 en presencia de concentraciones crecientes de TGF-B1 o de medio
condicionado (MC-C) por células de granulosa de rata, con el objeto de cuantificar la actividad presente.
Se analizaron MCs de 48 hs (panel A) o de 72 hs. (panel B), ensayándose directamente (MC-C, para
detectar el TGF-B activo) o luego de tratamiento ácido (MC-C activado, para detectar el TGF-B total: activo
+ latente). La evaluación de la síntesis de ADN en las células COL-64 se llevó a cabo durante 4 hs
comenzando 22 hs luego de la estimulación. Los valores son medias i ES de triplicados de cultivos. El
análisis de las curvas dosis-respuesta (Allfit)y la comparación de los EDsopara las distintas curvas indicó
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En condiciones basales, las células de la
granulosa en cultivo producen elevadas
cantidades de TGF-B, el cual se acumula en
concentración suficiente para ejercer
acciones biológicas. La Figura 3.4, panel C,
muestra las concentraciones de TGF-B
producidas por células de granulosa luego
de 48 y 72 hs de cultivo. La mayor parte del
TGF-B se encuentra en su forma latente,
(proporcion TGF-B activo/total: 11 i 3% a las
48 hs y 17.7 i 5.3% a las 72 hs). Estos
resultados indican que las células de
granulosa, además de secretar TGF-B,
producen también los compuestos que
permiten el procesamiento del TGF-B en el
medio extracelular y que las concentraciones
alcanzadas son suficientes para producir
efectos.

La forma de las curvas de inhibición y Ia
relativa especificidad del bioensayo de las
células COL-64 indican que la actividad
detectada en los MCs corresponderían a
TGF-B. Además, la identidad de este factor
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Figura 3.5
Neutra/¡zación de la acción del MC por una
anticuerpo anti-TGF-fi
Las células COL-64 se cultivaron en condiciones
control, con TGF-B (0.5 ng/mI), MC por células de
granulosa (MC,5%)o MC activado por tratamiento
ácido (MC act, 1%) en conjunto con un anticuerpo
anti-TGF-p o lgG nomal de ratón (mlgG-N,
song/ml). Todos los estímulos se preincubaron
durante 2 hs. Los valores son medias i ES de
cultivos por triplicado. El tratamiento con anti­
TGFB revirtió significatimante los efectos
(p<0.01), mientras que no ocurrió lo mismo con
lgG normal (p>0.05).

se controló utilizando un anticuerpo anti­
TGF-B, que neutralizó la actividad inhibitoria
de los MCs, lo que no ocurrió en presencia
de un anticuerpo normal de ratón (Figura
3.5).

3.3.1.3. Regulación hormonal de la
producción de TGF-fl

Utilizando el ensayo de las células COL-64
para TGF-B, se estudió Ia regulación
hormonal de la producción de TGF-B por las
células de la granulosa. Con este objetivo,
se colectaron medios condicionados por
células tratadas con hormonas.
El tratamiento con FSH (20 ng/ml) disminuyó
significativamente la producción de TGF-B,
comparado con cultivos control, tanto a las
48 como a las 72 hs (Figura 3.6). Esta
inhibición fue evidente para el TGF-B total y
para el TGF-B activo, sin que se altere Ia
proporción activo/total de manera
significativa. como se muestra en la Tabla
3.1.
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Figura 3.6
Regulación de la producción de TGF-flpor FSH
Se cultivaron células COL-64 en presencia de
concentraciones crecientes de TGF-B1 o de
medio condicionado por células de granulosa de
rata que habían sido cultivadas en medio Control
o con FSH (20 ng/ml). Se analizaron medios
condicionados de 48 y 72 hs., ensayándolos
directamente (para detectar el TGF-B activo) o
luego de tratamiento ácido (para detectar el TGF­
[3total: activo + latente). El análisis de las curvas
dosis-respuesta (Allfit)y la comparación de los
EDso para las distintas curvas determinó las
concentraciones de TGF-Bpresentes en los MCs.
Los asteriscos indican diferencias significativas
(p<0.001, Allfit y test F) respecto de los
correspondientes controles (en ausencia de FSH).
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Tratamiento Proporción TGF-B
activo/ total %

48 ha. Control 11.0 t 3.1
FSH 9.5 :i:2.6

72 hs. Control 17.7 t 5.3
FSH 10.7 1 3.2

Tabla 3.1. Efecto de FSH sobre la producción de
TGF-flpor células de la granulosa de rafa.
Las células se cultivaron en ausencia o presencia
de FSH (20 ng/ml) durante 48 o 72 hs. Se
determinó la actividad de TGF-B total y activo por
bioensayo (Figura 3.6) y la proporción de TGF-B
activo/total.

Asimismo, se estudió la acción de estradiol
sobre la producción de TGF-B. Como se
muestra en Ia Tabla 3.2, cuando las células
de granulosa fueron tratadas con estradiol
(100 ng/ml) no se alteró la acumulación total
de TGF-B pero se incrementó la proporción
de TGF-B activo. Por otra parte. el agregado
simultáneo de estradiol y FSH potenció el
efecto inhibitorio de FSH, arrojando una
significativa disminución en la producción de
TGF-B. En trabajos previos, se había
sugerido que la actividad estimulatoria de
estradiol. en conjunto con gonadotrofinas,
sobre el crecimiento de células de granulosa
podría estar mediada por la acción autocrina
de TGF-B (Bendell, Dorrington, 1991). Sin
embargo, los resultados de la Tabla 3.2
indican que el TGF-B no es mediador del
efecto de estradiol y FSH. ya que, Ia
secreción de TGF-Bse encuentra disminuida
por este tratamiento.

Tratamiento Actividad TGF-B (ng/ml) Proporción TGF-B
TGF-g activo TGF-g total activo/ total

Control 14.4 i 1.3 ' 44.2 i 3.7 ' 32.6 t 5.6
FSH 10.1 i 0.9 b 29.3 i 2.7 " 34.4 i 6.2
Estradiol 23.5 i 2.1 ° 39.8 i 3.3 ° 59.1 i 10.0
FSH + Estradiol 3.3 i 0.3 ° 14.0 :t:1.3 d 23.8 i 4.4

Tabla 3.2. Efecto de estradiol y FSH sobre el TGF-flla producido por células de Ia granulosa de lata.
Las células se cultivaron con FSH (20 nglml), estradiol (100 ng/ml) o la combinación de ambos. El medio
se colectó a las 72 hs._ se determinó la actividad de TGF-B total y activo por bioensayo y se calculó la
relación de TGF-B activo/total en cada uno de los MCs. Las concentraciones de TGF-B se calcularon a
partir de los EDso.obtenidos de los ajustes de las curvas dosis respuesta de TGF-Bestándar y de los MCs.
Dentro de cada columna, los valores con distinto superindice son significativamente diferentes (p < 0.05,
Allfit y test F).
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3.3.2. Efecto del TGF-flsobre Ia síntesis de ADNen células dela granulosa

Una de las condiciones para postular al
TGF-B como un factor de acción autocrina
es que presente efectos sobre el crecimiento
o diferenciación celular. Los siguientes
experimentos muestran acciones del TGF-B
sobre la proliferación de células de la
granulosa de rata y posteriormente se
analizaran estos efectos de manera
comparativa con aquellos promovidos por el
medio condicionado por las mismas células.

Cuando las células de la granulosa se
cultivaron en presencia de concentraciones
crecientes de TGF-B, se encontró una
estimulación de la incorporación de timidina
(Figura 3.7). La presencia de FSH (20 ng/ml)
amplificó la acción estimulatoria del TGF-B.
Las dosis efectivas medias en ausencia o
presencia de FSH fueron similares (E050:
0.95 j; 0.25 ng/ml). Resultados previos del
laboratorio, mostraron el aumento de la
síntesis de ADN por estos tratamientos
mediante el análisis de núcleos marcados y
por el contenido de ADN en los cultivos
(datos no mostrados, tesis doctoral P.
Saragüeta).
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Figura 3.7
Efecto de TGF-fl sobre la síntesis de ADN en
células dela granulosa de rata
Las células de granulosa se cultivaron en
ausencia o con concentraciones crecientes de
TGF-B, en medio control o con FSH (20 ng/ml).
Los resultados son medias 1: ES de
determinaciones en triplicado. El análisis de las
curvas indicó EDso : 0.95 i 0.25 mg/ml. Los
asteriscos indican diferencias significativas (‘p<
0.05, **p< 0.01, M“'p< 0.001 comparado con los
respectivos controles, en ausencia de TGF-B).

FSH no modifica la sintesis de ADN en
condiciones basales. Sin embargo, en
presencia de TGF-B, FSH ejerció una
estimulación bifásica en la tasa de
incorporación, con efecto máximo observado
en concentraciones entre 20 y 60 ng/ml
(Figura 3.8).

En trabajos previos del laboratorio, se
demostró que en el sistema de cultivo
utilizadoen estos estudios, al estradiol no es
estimulatorio per se, pero interactúa con un
factor derivado de células
tecales/intersticiales (Bleyet al, 1991) o con
FSH para promover Ia síntesis de ADN (Bley
et al, 1997). A partir de estudios previos de
Bendell y Dorrington (1991) sugiriendo que
las acciones de estradiol eran mediadas por
TGF-B, se intentó determinar si el agregado
exógeno de TGF-B era capaz de imitar los
efectos de estrógenos. Los datos de la tabla
3.3 indican la existencia de potenciación de
efectos de TGF-B tanto con FSH como con
estradiol. Además el sinergismo entre FSH y
estradiol fue amplificado en presencia de
TGF-B.
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Figura 3.8
Amplificaciónpor FSH de efecto de TGF-fi sobre
la síntesis de ADN
Las células de granulosa de rata se cultivaron con
TGF-B1 (3 ng/ml) con dosis crecientes de FSH.
La incorporación de 3H-timidinase realizó durante
24 hs., comenzando 24 hs. luego del plaqueo.
Los resultados son medias :t ES de
determinaciones por triplicado. Los asteriscos
indican diferencias significativas (*p< 0.05, **p<
0.01, ""*p< 0.001 comparado con los respectivos
controles, en ausencia de TGF-B).
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Tabla 3.3. Efecto de estradiol sobre la estimulación por TGF-fl.

Tratamiento - TGF-B + TGF-E
Control 460 i 30 ° 1840 ¿r 12o b
Estradiol 890 j: 50 " 4020 i 130 °
FSH 570ieo° 5150:180"
FSH + estradiol 272o :t 17o b 7880 ¿r340 °

Las células de granulosa se cultivaron en presencia o ausencia de TGF-B1 (5 ng/ml) con los siguientes
agregados: estradioi (100 ng/ml), FSH (20 ng/ml) o una combinación de ambos. Los valores con
superíndices distintos presentan diferencias significativas (p < 0.05).

3.3.3. Acciones comparativos del MC y del TGF-fi sobre células de
granulosa

Utilizando el bioensayo de células CCL-64,
se demostró que las células de Ia granulosa
producen TGF-B.y que las concentraciones
de este factor en los medios condicionados
alcanza niveles a los cuales regularía el
crecimiento de células de granulosa.

Se decidió analizar, si el medio condicionado
por células de la granulosa era capaz de
producir una estimulación autocrina del
crecimiento, de manera comparable a Ia
ejercida por el TGF-B.

Con este objetivo, cultivos de células de la
granulosa de rata, se trataron con
cantidades crecientes de medio
condicionado (MC) sin tratar o activado con
calor. Las curvas dosis-respuesta se
analizaron comparándolas con las obtenidas
utilizando concentraciones crecientes de
TGF-B1 (Figura 3.9). La presencia de MC
estimuló Ia síntesis de ADN (8 veces para
10% MC activado y 5 veces para 40% de
MC). Sin embargo, los MCs promovieron eI
crecimiento de una manera diferente a Ia
realizada por TGF-B puro, teniendo las
curvas distintas pendientes. Por otra parte,
el MC activado dió una curva bifásica,
mientras que el MC sin tratar alcanzaría,
aparentemente, su efecto más alto en la
máxima cantidad ensayada. En esta
situación, sólo se alcanza aproximadamente
un 50% del efecto observado para
concentraciones saturantes de TGF-B.

Estos resultados indican que el TGF-B no
fue la única sustancia activa presente en el
MC, La presencia en el MC de compuestos
inhibitorios de la acción de TGF-B explicaría
este comportamiento. Estos factores
presentan acción biológica sobre células de
granulosa pero no interfieren en las acciones
de TGF-B sobre las células CCL-64.
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Figura 3.9.
Efecto del medio condicionado sobre la síntesis
de ADNen células de granulosa.
Las células se cultivaron en presencia de FSH
(20 ng/ml) y con cantidades crecientes de MC
activado, MC sin activar o TGF-B1. La
incorporación de 3H-timidina se realizó entre las
24 y 48 hs. de cultivo. Los resultados son medias
:l:ES de determinaciones en triplicado.
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Tabla 3.4
Actividadaparente de TGF-flen células de la granulosa

Concentración de Concentración aparente Concentración de TGF-p
MC en el ensayo de TGF-Bsegún ensayo según ensayo en

en granulosa tng/ml) CCL-64 tng/ml)
_ 4o % 2.47 i 0.03

MCactivado 133 % 9.9 i 4.0 360 + 50
4-4 :/° 19.2 i 0.3
1-5 /° 41.6 i 0.5

4o % 2.3 i 0.5
MC 13.3 % 5.9 i 0.7 21 i 2.4

4-4 % 8.3 ¿r 1.5

Se determinaron las concentraciones aparentes de TGF-p en MCs según su actividad en células de Ia
granulosa y se las compara con aquella determinada según el bioensayo de las células COL-64 (Allfit)

Utilizando como referencia la respuesta de
las células de la granulosa a TGF-B puro, se
cuantificó la actividad aparente de TGF-B
para cada una de las concentraciones de
MC ensayadas. En la Tabla 3.4 se muestra
la comparación de estos valores con
aquellos obtenidos para los mismos MCs en
el ensayo de las células COL-64,
encontrándose una disminución en Ia
actividad aparente de TGF-B.

Por lo tanto la presencia de otros
compuestos activos sobre células de
granulosa, antagonizan la acción de TGF-B
disminuyendo la respuesta máxima y
atenuando la sensibilidad de las células de
la granulosa a su acción.

Los datos de la Figura 3.9 se regraficaron
teniendo en cuenta la cuantificación de TGF­
B en los MCs que había sido realizada
utilizando el bioensayo de las células CCL­
64. En la Figura 3.10 se muestran los
efectos sobre la síntesis de ADN en células
de la granulosa en función de la
concentración de TGF-Bsegún el análisis en
CCI-64. Las curvas de los MCs se
encuentran desplazadas hacia mayores
concentraciones que la curva de referencia
de TGF-B, indicando una disminución en la
sensibidad de las células de la granulosa a
TGF-B. Por otra parte, no hay coincidencia
entre las curvas para el MC sin tratar y el
MC activado. Este resultado indica que el

TGF-B latente del MC se activó durante su
ensayo en el cultivo de células de la
granulosa, señalando, una vez más, que las
células de la granulosa son capaces de
transformar el precursor latente en la forma
con actividad biológica.

8 .1‘

+ TGF-B
-ú- MCactivado
+ MC

[aH]timidinaincorporada(cpm/wellx10‘s)
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0%... . ..1'
O 0.1 1 10 100

TGF-B(ng/ml) segun CCL-64
Figura 3.10
Efecto del medio condicionado sobre la síntesis
de ADNen células de granulosa.
La incorporación de 3H-timidina en cultivos de
células de Ia granulosa (Figura 3.9) se representa
en función de Ia concentración de TGF-B en los
MCs activado o sin activar determinada utilizando
el bioensayo de las células COL-64. La curva
correspondiente al TGF-B se incluye como
referencia.
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Con el objeto de confirmar que la actividad
presente en el MC, estimulatoria sobre la
síntesis de ADN, era debida a TGF-B, se
realizaron experimentos de neutralización.
La incubación con el anticuerpo anti-TGF-B
disminuyó significativamente los efectos
estimulatorios del MC sobre las células de la
granulosa (Tabla 3.5). La actividad
remanente (en presencia del anticuerpo), si
bien fue cuantitativamente menor, podría
deberse a la presencia de algún otro factor
estimulatorio no identificado

Se analizó la acción de los MCs sobre
células tratadas hormonalmente. En la figura
3.11 se muestran los efectos de los MCs
(activado o sin activar) sobre cultivos de
granulosa tratados con FSH, estradiol o la
combinación de ambas hormonas. Los
efectos promovidos por los MCs fueron de
similar tendencia a los obtenidos por TGF-B,
aunque de menor magnitud.

Por ultimo, se analizó la presencia de
actividad tipo TGF-B en los medios
condicionados obtenidos de células de la
granulosa tratadas con FSH, estradiol o la
combinación de ambos (Figura 3.12). Se
encontró una correlación cualitativa entre las
caracteristicas estimulatorias de los MCs
sobre las células de granulosa y las
actividades cuantificadas en las células
COL-64 (Tabla 3.2). El tratamiento con FSH
disminuyó la producción de TGF-B y la
combinación de FSH y estradiol incrementó
esta inhibición.

Tabla 3.5
Neutra/¡zaciónde la acción del MCpor una

anticuerpo anti-TGF-fl

Incorporación de timidina
c m/well

Tratamiento Control anti-TGFB
Control 665 i 60 629 i 80
MC 1790:110 1120:110“
MCactivado 2640 t 130 1030 i 20*"

Células de Ia granulosa de rata se cultivaron en
condiciones control, con MC (10%) o MC activado
(10%) en ausencia o presencia de un anticuerpo
anti-TGF-B. Los valores son medias i ES. El
tratamiento con anticuerpo revirtió
significatimante los efectos de los MCs (**p<0.01,
***p<0.001).

1:: Control
— TGF-B
CMactivado- CM

[SH]thyrnidineincorporath(cpmx10“) l
Control FSH Eltradiol FSH 4'E2

Figura 3.11
Efecto del medio condicionado de cultivos control
sobre Ia proliferaciónde células de granulosa.
Las células se cultivaron en presencia de FSH
(20 ng/ml), estradiol (100 ng/ml) o la combinación
de ambas hormonas, con el agregado de 10% v/v
de medio condicionado (activado o sin activar) o
TGF-B (3 ng/ml). La incorporación de 3H-timidina
se realizó entre las 24 y 48 hs. de cultivo. Los
resultados son medias :t ES de determinaciones
en triplicado.

MC-C MC-E

MC-F MC-FE

[SH]Timidinaincorporada(cpm/wellx10")

aDNQ

mIfifi
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Figura 3.12.
Regulación de la producción de factores tipo
TGF-flpor FSH y estradiol
Las células de la granulosa se cultivaron en
presencia de concentraciones variables de MCs
que provenían de cultivos control (MC-C),
tratados con FSH (20 ng/ml, MC-F), con estradiol
(100 ng/ml, MC-E) o la combinación de las dos
hormonas (MC-FE).Los ensayos se realizaron en
medio conteniendo FSH y estradiol. La
incorporación de 3H-timidinase realizó durante 24
hs., comenzando 24 hs. luego de la estimulación.
Los resultados son medias :t ES de triplicados de
cultivo.
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La producción de factores autocrinos que
modulan o median la acción de otros
mitógenos se ha demostrado en otros tipos
celulares. La figura 3.13 muestra que el
efecto de FSH y TGF-B sobre la sintesis de
ADN, representado como veces de
estimulación del control respectivo, es
dependiente de la densidad celular en el
cultivo. Estos resultados sugieren que el
crecimiento se encuentra favorecida por el
contacto célula-célula o la participación otros
moduladores autocrinos de identidad
desconocida. Sin embargo, en forma
paralela al crecimiento, las células de la
granulosa secretan al medio extracelular
factores que son capaces de modular la
acción de TGF-B, como demuestran los
resultados previos.

E FSH
; so — TGF-B

ii - FSH+TGF-B

Van“¿A

Densidad del plaqueo (células/well x 10°)

Figura 3.13. Efecto de la densidad celu/ar sobre
la síntesis de ADN

Las células de la granulosa de rata fueron
cultivadas a diferentes densidades en
condiciones control, con FSH (20 ng/ml), con
TGFB (5 ng) o con FSH y TGFfi (20 y 5 ng/ml).
Los resultados se expresan como veces de
estimulación de cada tratamiento con respecto al
control respectivo.
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Discusión

Los resultados presentados indican que el
TGF-B es un modulador autocrino en el
folículo ovárico. Se demostró la producción
local del factor por células de Ia granulosa,
la secreción regulada por hormonas, Ia
acción autocrina regulando la función de las
células de la granulosa y la modulación a
nivel local de su formación a partir de una
forma inactiva precursora.

Las células de granulosa secretan
cantidades suficientes de TGF-B para
producir estimulación autocrina de la síntesis
de ADN, siempre que este factor sea
convertido a su forma activa. Por lo tanto Ia
activación del TGF-B latente parece ser el
paso regulatorio clave en la participación de
este factor de crecimiento como regulador
local.

Para que Ia célula se divida, la síntesis de
ADN debe ocurrir en la fase S del ciclo. La
entrada en la fase S ocurre una vez que las
células han recibido señales de factores de
crecimiento que permitan la progresión a
través de G1 y el pasaje a través del "punto
de restricción" de la transición G1-S. En los
casos en que las células se encuentran en el
estado Go, son necesarias señales
generadas por factores de crecimiento que
permitan la nueva entrada al ciclo celular
(Sherr, 1994)

En la gran mayoría de los sistemas
estudiados el TGF-B detiene el crecimiento
inhibiendo los mecanismos celulares
responsables de la progresión de la fase G1
del ciclo celular para su entrada en S (Saltis,
1996).
Para justificar la acción estimulatoria de
TGF-B sobre Ia proliferación en algunos
tipos celulares, se ha propuesto que es el
resultado de efectos indirectos mediados por
cambios en los componentes de la matriz
extracelular (Massagué, 1990). Resultados
obtenidos en el laboratorio sugieren que
TGF-B puede amplificar la regulación
hormonal del crecimiento de células de la
granulosa, parcialmente por un mecanismo
que involucra Ia formación de matriz
extracelular. Hemos demostrado que el

TGF-Bestimula la producción de fibronectina
y además es capaz de regular el “splicing”
alternativo de la fibronectina, aumentando la
inclusión del exón ED-l en cultivos primarios
de células de granulosa bovinas y en la línea
celular BGC-1 (Colman-Lemer et al., 1999).

Otro mecanismo descripto que ha explicado
Ia acción estimulatoria del crecimiento por
TGF-B es la participación del factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF)
como mediador autocrino (Battegay et al.,
1990). Sin embargo, el PDGF no reproduce
los efectos de TGF-B sobre células de
granulosa de rata o bovinas, y atenúa el
sinergismo entre FSH y TGF-B (resultados
no mostrados). Por lo tanto, el PDGF no
participa como intermediario de la acción de
TGF-B en las células foliculares. A pesar de
estos resultados, Ia posibilidad de
mediaciones autocrinas por otros factores no
debería excluirse. La producción de
compuestos autocrinos que modulan o
median la acción de otros mitógenos se ha
demostrado en otros tipos celulares. La
necesidad de altas densidades de cultivo.
para evidenciar el sinergismo entre FSH y
TGF-B sobre la síntesis de ADN en células
de granulosa, podría indicar la participación
de moduladores aún no identificados.

Hay una serie de ejemplos de acciones
estimulatorias de TGF-B sobre la
proliferación de células de origen
mesenquimático. Por el contrario, el TGF-B
es un potente inhibidor del crecimiento de
muchas células epiteliales aunque también
puede inhibir células mesenquimáticas
(como fibroblastos embrionarios, células
endoteliales y linfocitos B y T) (Spom et aL,
1987). La estimulación del crecimiento de
células de granulosa es un hecho particular
ya que estas células poseen caracteristicas
de células epiteliales.

La mayoría de los trabajos relacionados con
los efectos de TGF-B en el ovario se han
centrado en su capacidad de interactuar con
FSH para modular la diferenciación. El TGF­
[3 potencia la estimulación por FSH de la
actividad de aromatasa en células de
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granulosa de rata (Ying et al., 1986; Adashi,
Resnick, 1986; Hutchinson et al., 1987) y
resultados Capítulo ll de esta tesis),
aumenta la inducción de receptores para LH,
así como la producción de progesterona
(Knecht et al., 1987; Dodson, Schomberg,
1987).

El TGF-B promueve el crecimiento de las
células de la granulosa y también estimula
cambios clásicamente asociados a la
diferenciación celular. Epstein-Almog y Orly
(1985) demostraron la existencia de una
correlación negativa entre crecimiento y
diferenciación de células de granulosa de
rata. Esta situación también podría ser la de
los cultivos estudiados, ya que la
incorporación de timidina es un evento más
temprano, que ocurre entre las 24 y 48 hs,
decreciendo luego de las 48 hs. La actividad
de aromatasa es baja hasta las 48 hs, y los
cambios mayores ocurren entre las 48 y 72
hs., persistiendo al menos hasta las 96 hs.
La estimulación del crecimiento más
temprana que la diferenciación es
consistente con la serie de eventos que
ocurren in vivo en la rata. El ciclo estral en la
rata es de 5 días de duración y la fase
folicular corta permitiría solamente una fase
de proliferación limitada antes de la
diferenciación.

El TGF-B estimuló la síntesis de ADN en
células de granulosa e interactuó con FSH,
de manera concordante con observaciones
previas (Dorrington et al., 1988). En
presencia de TGF-B, las curvas dosis
respuesta tanto para FSH como para
derivados del AMPc (no mostrada), fueron
bifásicas de manera similar a lo observado
en la interacción entre FSH y esteroides
sexuales o factores de crecimiento
intraováricos (Bley et al., 1997; Bley et al,
1992) y resultados Capítulo Il y lV de esta
tesis).

En trabajos previos (Bendell, Dorrington,
1991) se había propuesto que las acciones
estimulatorias del estradiol sobre la síntesis
de ADNen células de granulosa de rata eran
mediadas por la producción de TGF-B. Sin
embargo, los datos obtenidos indican que el
estradiol no es estimulatorio per se, pero
puede amplificar el efecto de dosis efectivas

máximas de TGF-B. Por otra parte aunque
estradiol incrementó la producción de TGF­
B, la magnitud de este efecto fue pequeña
comparada con la amplificación de su
acción. Las razones de esta discrepancias
con otros autores pueden ser los tiempo
relativamente largos utilizados previamente
(suficientes para la acumulación y activación
del TGF-B producido) o la utilización de
preparaciones de granulosa con células
tecales/intersticiales, condiciones en las
cuales los efectos de estradiol son
observables (Bley et al., 1991).

El TGF-B se secreta como un complejo
latente inactivo y puede ser activado por
enzimas proteolíticas como plasmina y
urokinasa (Lyons et al., 1990; Taipale et al.,
1992) El activador de plasminógeno tipo
uroquinasa y su receptor son producidos por
las células de granulosa y se encuentan
regulados hormonalmente (Wnag, Leung,
1983; Karakji, Tsang, 1995; Li et aI., 1997).
Asimismo, la trombospondina, una
glicoproteina con múltiples funciones, es
capaz de activar formas latentes del TGF-B
(Schultz-Cherry et al., 1994). El péptido
KRFK, presente en las repeticiones
centrales de la trombospondina-1 (TRB-t),
induce un cambio conformacional en el TGF­
B, que posibilita la interacción con su
receptor (Schultz-Cherry et al., 1995). Se ha
propuesto que la TRB-1 sería el principal
activador del TGF-B in vivo, ya que el ratón
deficiente en TRB-1 presenta anormalidades
en varios tejidos similares a las observadas
en el ratón knock-Out de TGF-B1 (Crawford
et al., 1998).
Por otra parte, un estudio reciente, ha
demostrado que el TGF-B latente se une y
es activado por la integrina avBG (Munger et
al., 1999) lo que constituye un mecanismo
original de activación del factor que
involucra el sitio de unión correspondiente al
péptido RGD.

La participación de la TRB como de la
integrina avBG en la activación del TGF-B
intraovárico debe ser estudiada. Las células
de la granulosa inmaduras sintetizan y
secretan TRB. Su producción es inhibida
durante la diferenciación inducida por FSH
(Dreyfus et al., 1992), patrón coincidente con
los niveles de TGF-B según las



determinaciones presentadas. Por otra parte,
la expresión de integrina av también se ha
descripto en células de la granulosa; (Honda
et al., 1997; Fujiwara et al., 1998).

Una vez activado, el TGF-B maduro puede
ser inactivado por unión a a2 macroglobulina
(Feige et aI., 1996; Danielpour. Sporn.
1990), la cual. a nivel ovárico, es producida
por las células de granulosa y la secreción
de esta proteína se encuentra regulada
honnonalmente (Dajee et al., 1996; Gaddy­
Kurten et al, 1989; Mann et aI., 1991).

La producción de TGF-B por celulas de
granulosa y su presencia en el fluido
folicular se determinó utilizando los ensayos
biológicos basados en el crecimiento en agar
blando de las células NRK y en la inhibición
de la proliferación de las células COL-64. La
aplicación de este último ensayo presenta
una ventaja sobre los métodos de detección
inmunológica, ya que permite cuantificar
tanto el TGF-B total, como el TGF-B
biológicamente activo.

Si bien, el TGF-B activo constituyó una
fracción de entre el 6 y 20 % del TGF-B total
secretado por las células de la granulosa,
los niveles de la forma activa fueron
suficientes para ejercer regulación autocrina
del crecimiento. Estos resultados indican
que las celulas de la granulosa son capaces
de activar el TGF-B secretado, el cual
constituiría el paso limitante de su acción
local. La FSH produjo una inhibición en la
producción de TGF-B, en coincidencia con
trabajos previos que indicaban una
disminución en los niveles del ARNm para
TGF-j32 promovidos por gonadotrofinas
(Mulheron, Schomberg, 1990). Por otra
parte, el tratamiento con estradiol provocó
un aumento en la secreción de TGF-Bactivo.
Sin embargo, la magnitud de estos cambios
es pequeña comparada con la amplificación

por esta hormonas de la acción de TGF-B
sobre las mismas celulas.

La acción autocrina tipo TGF-B en los
medios condicionados también se evidenció
sobre las propias células de la granulosa.
Sin embargo, estos ensayos revelaron la
presencia de otros compuestos activos
capaces de modular el crecimiento de las
células de la granulosa pero que no
presentarían efecto en el bioensayo de las
células COL-64. La comparación de la
actividad tipo TGF-Bdeterminada por los dos
ensayos indicó que las células de la
granulosa producen compuestos, de
identidad no determinada, que atenuaron la
sensibilidad al TGF-B, así como su efecto
máximo.

Los factores peptídicos intraováricos regulan
la función de células de la granulosa a
través de una compleja red de la cual
participaría una diversidad de moduladores
autocrinos y paracrinos. La integración de
múltiples vías de transducción activadas,
que a menudo generan señales opuestas,
determinará el resultado neto de su acción.
El crecimiento y desarrollo del foIÍCulo
ovárico será, por lo tanto, el resultado de la
acción combinada de gonadotrofinas,
esteroides y efectores locales peptídicos

Los datos presentados indican que. además
de los efectos previamente demostrados
sobre la diferenciación de las células. el
TGF-B modula el crecimiento de células de
la granulosa y es capaz de amplificar la
regulación hormonal. Los resultados
presentados indican que el TGF-B es un
regulador autocrino. Además de su acción
sobre el crecimiento de células de la
granulosa, se demostró la existencia local de
todo el sistema TGF-B, es decir las células
de la granulosa sintetizan, secretan y son
capaces de realizar el procesaciento del
TGF-Ba la forma biologicamente activa
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Efectos de activina en células de Ia granulosa

4.1. Introducción

La activina es una proteína que pertenece a
la superfamilia del TGF-B, la cual debe su
nombre a que promueve la secreción
hipofisaria de FSH, de manera opuesta a Ia
acción ejercida por la inhibina (Woodruff,
Mather, 1995; Vale et al., 1991).

4.1.1. Estructura
Al igual que el resto de los factores de esta
superfamilia, la activina es sintetizada como
un precursor grande que contiene una
secuencia señal, un pro-dominio y el
segmento C-terminal maduro de 115-116 aa.
Dentro del segmento maduro, están las 7
cisteínas características de las proteinas de
la superfamilia. La activina está compuesta
por dos subunidades B, unidas por puentes
disulfuro, a diferencia de la inhibina formada
por una subunidad a y otra B. Sin embargo,
la activina es un homodi’mero en el sentido
amplio, ya que existen distintos genes para
subunidades B (A, B, C, E) y cada uno puede
dar origen a múltiples formas de clivaje que
podrian tener actividades biológicas
distintas.
Hasta Ia actualidad, se han descripto cuatro
tipos de cadenas B en mamíferos: BA, BB,
BC y BE (Fang et al., 1997; Vale et al.,
1991). Estos cuatro genes se han
identificado en el ratón, mientras que en el
humano sólo A, B y C y en Xenopus se
encontró una forma adicional, BD. La
comparación de las secuencias del
segmento maduro indica entre 50 y 64 % de
identidad.
La dimerización entre los distintos tipos de
subunidad B genera activina A, activina B o
activina AB, como se muestra en Ia Figura
4.1. Si bien la subunidad BC podría,
teóricamente, unirse a otro tipo de cadena B,
se conoce poco sobre su contribución a la
formación de activina dimérica.

La subunidad BA se expresa en muchos
tipos celulares, entre ellos, fibroblastos,
células endoteliales, osteoclastos, monocitos
de médula ósea, osteoblastos, células de
Leydig y Sertoli, células de la granulosa y
posiblemente gonadotropos. La cadena BB
se expresa en gonadotropos de la hipófisis

45

tribuna A lnhblno B

Pro-BAK "wa:- EI. l:­
Pro-a

Aetlvlna A Adivina AB Actlvlna B

Figura4.1. Esquema de la generación de
inhibinas y activinas diméricas

anterior, células de Sertoli, células de Leydig
e intersticiales de testículo y células de la
granulosa (Mayo, 1994). Por otra parte, los
estudios realizados indican que las cadenas
BC y BE se restringen al higado como único
tejido de expresión (Fang et al., 1997).

4.1.2. Receptores
Los receptores de activina son proteínas
transmembrana serina/treonina quinasas,
con similar mecanismo de activación que el
encontrado para otros miembros de la
superfamilia del TGF-B (Hu et aI., 1998). Es
decir, existe un receptor tipo ll (unión de
ligando), un receptor de tipo l (de
transducción de señal) y posiblemente un
receptor tipo lll (de presentación de ligando).
Existen subtipos de los receptores de
activina tipo l y ll: denominados ACTRll y
ACTRIIB y por otra parte ACTRI (o AIk-2) y
ACTRIIB (o AIk-4). La unión de activina a
sus receptores tipo ll promueve la
fosforilación del receptor tipo ll, quien
desencadena la activación por fosforilación
de proteínas de señalización intracelular.
Por lo tanto, los ActRl no unen activina
directamente, sino que forman un complejo
de señalización heteromérico con el receptor
tipo I (Carcamo et al., 1994; Willis et al.
1996; Attisano et al., 1996). Algunos
estudios sugieren la existencia de un
receptor/aceptor tipo lII de alto peso
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molecular para activina, aunque a diferencia
del receptor III de TGF-B, no se ha
identificado su participación (Lopez-Casillas
et al., 1993).

Los receptores de activina también son
capaces de unir algunos otros factores de la
familia del TGF-B. El ACTRII reconoce GDF­
5, BMP-7 y BMP-2. Por otra parte, aunque el
ACTRI no une directamente Iigando, forma
complejos heteroméricos con BMP-7/ActRll,
y BMP-2/BMPRII (Hoodless et aI., 1996;
Yamashita et al., 1995). Por lo tanto, son
posibles distintas combinaciones de ligando­
receptor dentro del sistema receptor de
activina.

4.1.3. Proteínas Iigadoras
Tanto en sangre como en fluido
extravascular, la activina e inhibina se
encuentran unidas a dos proteínas Iigadoras:
a2-macroglobulina y folistatina (Mather,
1996). La unión a (12-M no afectaría la
actividad biológica de la activina (Niemuller
et al., 1995) y se cree que esta proteína, de
alta concentración circulante, estaría
involucrada en su transporte o "clearance",
al igual que para el TGF-B y otros factores
de crecimiento (Feige et al., 1996).

La folistatina es una proteína, originalmente
aislada y caracterizada a partir de fluido
folicular (Nakamura et al, 1990), capaz de
unir activina con alta afinidad (Schneyer et
al., 1994). Existen distintas formas proteicas
de folistatina generadas por “splicing”
alternativo (288 y 315 kD) y por
procesamiento proteolítico (303 kD)
(Nakamura et al., 1990). La folistatina es
capaz de neutralizar la actividad biológica de
activina, por formación de complejos, en casi
la totalidad de los sistemas biológicos
estudiados (Mather et al., 1997).

4.1.4. Transducción de señal
Las proteínas Smad son los mediadores
intracelulares en la transducción de señales
de los miembros de la familia del TGF-B,
incluida la activina (Heldin et al., 1997;
Massague, 1996). Sin embargo, las
funciones específicas, así como las bases
moleculares de la especificidad de las Smad
por los distintos receptores no se conocen.

Recientemente, se ha reportado que el tipo
de Smad involucradas en la acción de
activina sería el mismo de aquellas
activadas por TGF-B (Lebrun et al., 1999).
La unión de activina a sus receptores
promueve la formación de complejos con
Smad-2 y -3. Este complejo es liberado al
citoplasma, donde interactúa con la Smad 4.
Estos complejos Smad son capaces de
mediar la transcripción de genes inducidos
por activina.

4.1.5. Acciones biológicas
Aunque inicialmente se describió a la
activina como un regulador de la liberación
de hormonas en la hipófisis, en la actualidad
se conoce un amplio rango de efectos, tanto
dentro como fuera del sistema reproductivo.
Se ha demostrado que la activina en varios
tejidos como es un mitógeno o un morfógeno
y se encuentra implicada en procesos
diversos, entre ellos la embriogénesis,
osteogénesis, hematopoyesis y la fisiología
reproductiva.
Durante el desarrollo, Ia activina actúa
localmente y en diversos sitios en la
embriogénesis de mamíferos (Ying et al.,
1997). La subunidad BA se expresa y
presumiblemente actúa en corazón, cerebro,
médula y músculo esquelético, mientras que
la BB se asocia a corazón y gonadas. La
activina se ha propuesto como un factor
inductor de mesodermo en diversas
especies, desde Xenopus (Reilly, Melton,
1996) hasta ratón (Johansson, Wiles, 1995).
Aunque con el ratón knock-out no se ha
demostrado esta hipótesis de forma
concluyente, se sugiere que la activina no
utilizaría su receptor tipo Il en el embrión,
sino alguno relacionado, remarcando la
complejidad en la especificidad de
receptores de la familia del TGF-B (Matzuk
et al., 1995; Bhushan et al., 1994). Por otra
parte, en el modelo del ratón deficiente en el
receptor ActRIlB,se demostró la importancia
de los receptores de activina en el desarrollo
(0h, Li, 1997).

A nivel reproductivo, originalmente se
consideró a la activina y Ia folistatina como
factores endocrinos producidos por las
gónadas que regulaban la liberación de FSH
en la hipófisis. Sin embargo, el conjunto de
evidencias acumuladas indica que su
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principal función es la de reguladores
paracrinos y autocrinos intraováricos e
intratesticulares.
Numerosos experimentos han indicado que
gonadotrofinas, esteroides y factores locales
estimulan la expresión de las subunidades
de activina y folistatina in vivo e in vitro
(Mather et al., 1997).
En células de granulosa inmaduras, se ha
demostrado que Ia activina induce la
expresión de receptores de FSH (Minegishi
et al.. 1996; Nakamura et al., 1995; Xiao et
al., 1992). La activina estimula la
proliferación de células de la granulosa
provenientes de folículos pequeños y
folículos secundarios (Miró. Hillier, 1996; Li
et al, 1995) y es capaz de promover el
desarrollo del folículo ovárico in vitro (Li et
al. 1995). A su vez, activina amplifica la
acción de FSH sobre parámetros asociados
a la diferenciación en células de granulosa
inmaduras de rata. como la actividad de
aromatasa (Xiao et al., 1990; Hutchinson et
al.. 1987), el número de receptores para LH
(Sugino et a|., 1988) y la síntesis de
progesterona (Sugino et al., 1988; Xiao et
aI., 1990).
La folistatina fue originalmente aislada e
identificada a partir de fluido folicular. En el

ovario, la expresión de folistatina se
correlaciona con la expresión de Ia
subunidad B y es regulada de igual forma
por gonadotrofinas (Tano et al., 1995;
Shintani et al., 1997). Como la folistatina
tiene Ia característica de ligar activina, se ha
demostrado que es capaz de neutralizar la
actividad de esta en células ováricas in vitro
(Xiao et al.. 1992; Xiao, Findlay, 1991; Li et
al.. 1995) y el efecto resultante de Ia
interacción entre activina y folistatina,
depende de la relación entre ambas
proteínas, como se demostró para la función
testicular (Mather et al., 1993).

4.2. Objetivo

EI objetivo de este trabajo fue realizar un
estudio comparativo de la acción de activina
y TGF-B. dos factores pertenecientes a la
misma familia de péptidos sobre el
crecimiento y diferenciación de células de Ia
granulosa.
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4.3. Resultados

4.3.1. Efectos de activina sobre Ia síntesis de ADNen células dela granulosa

Las células de la granulosa fueron tratadas
con concentraciones crecientes de activina,
observándose una fuerte estimulación en la
síntesis de ADN (Figura 4.2). El efecto de
activina produjo entre 50 y 70 veces de
estimulación del basal (E050 n 50 ng/ml). La
acción estimulatoria de activina fue
amplificada por FSH (Figura 4.2),
alcanzando un incremento de entre 1.4 y 2
veces con respecto a cultivos sin FSH.

La activina y otros miembros de la familia
de TGF-B regulan Ia función celular
compartiendo el mecanismo de acción
(Derynck et al., 1998; Chen et al., 1996).
Por lo tanto, se decidió estudiar
comparativamente la regulación de Ia
síntesis de ADNen células de la granulosa
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Figura 4.2
Efecto de activina A sobre la síntesis de ADNen
células de la granulosa
Células de la granulosa se cultivaron en ausencia
o con concentraciones crecientes de activina A
en medio control, o con FSH (20 ng/ml). Los
resultados se representan como porcentaje de

las respuestas máximas de cuatro experimentos
independientes. La incorporación de H-timidina
se llevó a cabo durante 24 hs. comenzando a las
24 hs. de la estimulación. Las curvas dosis­
respuesta indicaron EDso de 50ng/ml para
activina (Allfit); FSH amplificó la acción
estimulatoria de activina (p<0.001)

por TGF-B y por activina. Los efectos
estimulatorios de la proliferación por
activina en células de granulosa también se
observaron en presencia de TGF-B (en
concentraciones saturantes) o una
combinación de FSH y TGF-B (Figura 4.3).
El ajuste de las curvas dosis respuesta
indicó que los valores alcanzados a
concentraciones efectivas máximas de
activina A resultaron independientes de la
ausencia o presencia de TGF-B. Estos
resultados indican que el efecto de activina
sobre el crecimiento de células de Ia
granulosa, sólo puede ser parcialmente
reproducido por el TGF-B. En este sentido,
se encontró una complementación diferente
entre activina y TGF-B para la regulación de
la síntesis de estradiol (sección 4.3.2)
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Figura 4.3
Efecto de activina sobre la síntesis de ADN
estima/ada por TGF-fi
Células de granulosa se cultivaron en ausencia o
con concentraciones crecientes de activina A en
medio control, o con FSH (20 ng/ml), TGF-m (3
ng/ml) o la combinación de ambos. Los
resultados son medias :t:ES de determinaciones
realizadas por triplicado. La presencia de TGF-B
no alteró los valores alcanzados a
concentraciones mayores de 100 ng/mi activina.
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En la Figura 4.4 se muestra que la
amplificación por FSH de la acción de
activina es bifásica, de manera semejante a
lo encontrado para el efecto co-mitogénico
de la gonadotrofina y otros factores como
TGF-B o factores derivados del ovocito. En
presencia de concentraciones máximas de
activina, no se observó efecto de TGF-B
para ninguna de las concentraciones de
FSH ensayadas.

La folistatina es una proteína ligadora de
activina que es la responsable de la
modulación de la actividad biológica de la
misma. La presencia de folistatina se
encuentra siempre asociada a la regulación
autocrina o paracrina por activina en
diversos tejidos, incluido el ovario.
Por lo tanto, se decidió analizar el efecto de
folistatina en la modulación del crecimiento
de células de la granulosa. Como muestra
la figura 4.5, la presencia de esta proteina
disminuyó el Control y el leve efecto de
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Figura 4.4
Acción de gonadotrofinas sobre el efecto de
activina
Células de granulosa de rata se cultivaron con en
condiciones basales (Control) o con TGF-B1 (5
ng/ml) en ausencia o presencia de
concentraciones efectivas máximas de activina
(100 ng/ml) y con dosis crecientes de FSH. La
incorporación de aH-timidinase realizó por 24 hs.,
comenzando 24 hs. luego del plaqueo. Los
resultados son medias :t ES de determinaciones
en triplicado (* p<0.05, "** p< 0.001 comparado
con los respectivos cultivos sin FSH).

FSH. Asimismo atenuó la estimulación por
TGF-B y el sinergismo entre FSH y TGF-B.
Las potentes acciones de activina fueron
neutralizadas por folistatina y se alcanzaron
los mismos valores de incorporación que en
ausencia de activina.

Aún sin el agregado exógeno de activina,
las acciones de folistatina resultaron
inhibitorias de la síntesis de ADN, lo que
sugiere que la activina producida por las
células de la granulosa en el cultivo
contribuiría a su propio crecimiento. En este
sentido, es importante señalar que el
sinergismo entre FSH y TGF-B en la
síntesis de ADNen células de la granulosa
de rata es dependiente de la densidad
celular en cultivo (como se mostró
previamente).
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Control FSH TGF-B FSH +
TGF-B

Figure 4.5
Efecto de folistatina sobre la síntesis de ADNen
células de granulosa
Células de granulosa se cultivaron en medio
control, con FSH (20 ng/ml), TGF-B (5 ng/ml) o
una combinación de FSH y TGF-B en ausencia o
presencia de folistatina (300 ng/ml), activina A
(100 ng/ml) o el conjunto de activina y folistatina.
La incorporación de 3H-timidina se llevó a cabo
entre las 24 y 48 hs. de cultivo. Los resultados
son medias :t ES de determinaciones en
triplicado. Los valores con distintas letras son
significativamente diferentes, p< 0.05.
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4.3.2. Efecto de activina y folistatina sobre Ia síntesis de estradiol en
células dela granulosa

Las células de la granulosa inmaduras no
son capaces de sintetizar estradiol, a menos
que la expresión de la aromatasa sea
estimulada por FSH y se provea de
andrógenos, como sustratos aromatizables.
Dentro del folículo, las células tecales son
quienes proveen del sustrato para esta
enzima. Sin embargo, si bien la FSH es el
principal estimulo para la producción de
estrógenos, su acción se encuentra
modulada por factores peptídicos y
esteroideos intrafoliculares.

En primer término, se analizó si la
producción de estradiol estimulada por FSH
era regulada por folistatina, la proteína
iigadora de activina. En la figura 4.5 se
muestra que el agregado de concentraciones
crecientes de folistatina redujo la potencia
estimulatorla de FSH sobre la acumulación
de estradiol (aproximadamente 50% del
control), mientras que no hay modificación
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Figura 4.5 Efecto de folistatina sobre la
producción de estradiol
Las células de la granulosa se cultivaron durante
68 hs. en condiciones control o con FSH (20
ng/ml) y con el agregado de concentraciones
crecientes de folistatina.
Los niveles de estradiol acumulados en los
medios de cultivo se determinaron por RIA. Se
agregó androstenediona (0.33 uM) como sustrato
aromatizable. Los valores son media i ES. Los
asteriscos indican diferencias significativas
respecto del control (*p<0.05).

de los niveles basales. Este experimento
sugiere la participación de activina como
regulador local en la estimulación, ya sea
como mediador del efecto de FSH o como
co-estimulador junto con la gonadotrofina de
la esteroidogénesis.

Dado que la activina es un miembro de la
superfamilia del TGF-B se analizaron sus
efectos, en forma comparada con aquellos
producidos por TGF-B1 (Figura 4.6). Tanto el
TGF-B, como la activina A, potenciaron la_
acción de FSH sobre la síntesis de estradiol
con diferentes EDso (0.09 i 0.02 ng/ml
TGF-B y 10 i 2.5 ng/ml activina A).

El TGF-B y la activina amplificaron la acción
de FSH sobre la producción de estradiol en
similar magnitud (2.4 i 0.3 veces sobre FSH
sola), ya que, en ambos casos, se
alcanzaron valores semejantes de
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Figura 4.6 Efecto de TGF-fi y activina A sobre la
síntesis de estardiol estima/ada por FSH
Las células de granulosa se cultivaron durante 64
hs. con FSH (20 ng/ml) en condiciones control o
con dosis crecientes de TGF-Bt o de activina A.
Los valores son medias i ES. Los asteriscos
indican diferencias significativas respecto del
control (* p<0.05, "" p<0.01). Los ajustes de las
curvas dieron EDso de 0.09 1- 0.02 ng/ml para
TGF-B y 10 i 2.5 ng/ml para activina. No se
encontraron diferencias significativas al comparar
los efectos máximos alcanzados (p>0.05)
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estimulación máxima (p>0.05, Figura 4.6), a
diferencia de los efectos promovidos por
estos factores sobre el crecimiento de
células de la granulosa.
Con la hipótesis que el TGF-B y Ia activina
compartían mecanismos de acción en Ia
estimulación de la aromatasa. se analizó la
acción conjunta de los dos factores en
concentraciones efectivas máximas (Figura
4.7). Mientras que no existió alteración de la
producción basal, la estimulación por FSH y
TGF-Bno se vió alterada por la presencia de
activina. La folistatina, que es capaz de unir
la activina y, como consecuencia, impedir
sus acciones biológicas, provocó una
disminución de los efectos de FSH y del
conjunto FSH + activina. Este efecto podría
explicarse por la neutralización de la activina
agregada, o, que en ausencia de agregado
exógeno, la activina producida por las
mismas células que estaría actuando como
factor autocrino. Sin embargo, cuando la
acción estimulatoria de la activina es
eliminada por folistatina, el TGF-B es capaz
de reemplazar su efecto, potenciando la
síntesis de estradiol. Estos resultados
sugieren que TGF-B y activina compartirían
mecanismos responsables de Ia
potenciación de la acción de gonadotrofinas
en Ia estimulación de la aromatasa.
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Figura 4.7. Efecto de TGF-fi, activina y folistatína
sobre la esteroídogénesís en células de
granulosa.
Cultivos de células de granulosa se trataron
durante 64 hs. con FSH (20 ng/ml) en
condiciones control, con activina A (50 ng/ml), o
con TGF-B (3 ng/ml) en ausencia o presencia de
follistatina (200ng/ml). Los valores son medias i

Letras distintas indican diferencias
significativas (p< 0.01).
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4.4. Discusión

Los resultados presentados muestran que la
activina y su proteína ligadora, la folistatina,
regulan la esteroidogénesis y la síntesis de
ADN en cultivos de células de la granulosa
de rata
Las acciones de la activina se analizaron
comparativamente con aquellas promovidas
por el TGF-B, ya que ambos factores
pertenecen a la misma familia de
polipéptidos y ejercen sus efectos sobre las
células blanco a través de mecanismos de
señalización compartidos (Hu et al., 1998;
Lebrun et al. 1999).

La inhibina (heterodímeros a-B) producida
por las gónadas, se comporta corno
hormona, regulando la liberación hipofisaria
de FSH, y a su vez como factor de acción
local (Findlay, 1993). Sin embargo. el
principal papel fisiológico de la activina y la
folistatina, producidas por las células de la
granulosa, seria el de moduladores
íntraováricos del desarrollo del folículo . A
pesar de que Ia caracterización original de
estas proteínas se realizó en función de su
capacidad de regular la secreción de FSH
por la pituitaria, esta actividad sería llevada
a cabo por un sistema activina-folistatina
hipofisario y de origen gonadal.

Publicaciones previas han demostrado que
el TGF-B y la activina son capaces de
aumentar la estimulación por FSH de la
síntesis de estradiol (Hutchinson et a|., 1987;
Xiao et al., 1990; Ying et al., 1986; Adashi,
Resnick, 1986; Hutchinson et a|., 1987). En
las condiciones de cultivo utilizadas en el
presente estudio se obtuvieron resultados en
concordancia con los previamente
descriptos. Sin embargo, los datos
presentados en este módulo, indican que,
tanto para el TGF-B como para la activina, la
amplificación en la biosíntesis de estradiol
fue de similar magnitud. La presencia
conjunta de ambos factores no mostró
alteración de los efectos individuales y no se
observaron alteraciones en la síntesis basal
del esteroide.
La folistatina neutralizó las acciones de
activina, sin revertir significativamente
aquellas promovidas por el TGF-B. Por lo

tanto, la activina y el TGF-B podrían cumplir
funciones redundantes en la amplificación de
la acción de gonadotrofinas sobre la
esteroidogénesis en células de la granulosa.

Los estudios realizados in vivo han provisto
información de difícil interpretación sobre los
efectos potencialmente mitogénicos de
activina en el ovario. Se han descripto que la
activina no alteraba la proliferación celular
(Schwall et al, 1989), que producía efectos
inhibitorios (Woodruff et aI., 1990) y que
ejercía acciones estimulatorias (Doi et al.,
1992). Para la adecuada interpretación de
estos datos in vivo, debe tenerse en cuenta
que la activina actúa sobre otros tejidos del
organismo, principalmente la hipófisis, lo
cual puede influenciar indirectamente su
acción en el ovario. (Findlay, 1993; Doi et
al., 1992; Schwall et al, 1989). Por Io tanto,
el abordaje in vitro utilizado puede ser
particularmente valioso, para analizar la
acción de la activina específicamente sobre
las células de la granulosa.
Publicaciones recientes indican que la
activina es un potente mitógeno para las
células de la granulosa (Miró, Hillier, 1996) y
para una línea de células de granulosa (Liet
al., 1997). Asimismo se ha demostrado que
la combinación con FSH permite reconstruir
in vitro Ia estructura y la función folicular, por
lo que la activina podría también estar
involucrada en la morfogénesis del folículo
(Li et al., 1995).

En nuestras condiciones experimentales, la
activina promovió la estimulación del
crecimiento en forma dosis-dependiente. Es
importante señalar, que el tratamiento con
activina fue el estímulo individual más
potente de todos los ensayados sobre la
síntesis de ADN en el sistema de cultivo
utilizado (entre 50 y 70 veces de
estimulación). Esta acción fue amplificada
por bajas concentraciones de FSH. El hecho
que FSH se transformó en un mitógeno de
células de la granulosa en presencia de
activina, enfatiza la potencial relevancia
fisiológica de esta acción de activina sobre
la función ovárica.



Como se demostró en el módulo I de esta
tesis, el TGF-B estimuló Ia síntesis de ADN
en células de la granulosa, efecto que fue
intensificado por FSH. Los efectos de
activina resultaron cualitativamente
similares, pero hemos encontrado una
potencia distinta en la acción de ambos
péptidos sobre la síntesis de ADN. Además.
es posible observar efectos adicionales de
activina sobre aquellos promovidos por
concentraciones efectivas máximas de TGF­
B, sobre la síntesis de ADN. Las curvas
dosis respuesta indicaron que los valores de
estimulación alcanzados a dosis máximas de
activina A resultaron independientes de la
ausencia o presencia de TGF-B.

Estos datos señalan que el TGF-B se
comportó como un agonista parcial de
activina sobre la síntesis de ADN. El término
agonista debe interpretarse desde un punto
de vista fisiológico, lo que no
necesariamente implica que ambos
compuestos compartan los mismos
receptores. Por otra parte. cuando se analizó
la amplificación de la acción de FSH sobre la
síntesis de estradiol, se encontró que ambos
Iigandos presentaron similar potencia como
agonistas. La posible contaminación de los
preparados de activina con TGF-B debe
excluirse ya que similares efectos se
obtuvieron utilizando activina A
recombinante como estímulo.

Según investigaciones recientes, la
transducción de las señales de los miembros
de Ia superfamilia del TGF-B se realiza a
través de receptores con actividad serina y
treonina quinasa que regulan la activación y
traslocación al núcleo de las proteínas Smad
(Hu et aI., 1998). El TGF-B y la activina, a
través de sus receptores, promueven la
fosforilación del mismo tipo de proteínas
Smad (Smad-2 y Smad-3) (Derynck et a|.,
1998; Lebrun et al.,1999; Nakao et al.,1997),
mientras que otros factores de la
superfamilia, como las BMPs, involucran a
las Smad-1 y -5 (Derynck et al., 1998).

En base a la disociación de efectos de TGFo
B y de activina sobre la estimulación de la
esteroidogenesis y sobre la síntesis de ADN
es posible plantear el siguiente modelo.
Asumiendo que la unión de los Iigandos a

sus receptores promueven la activación del
mismo tipo de proteínas Smad, el TGF-B
presentaría una menor eficiencia de
transducción en este proceso que Ia
correspondiente a la activina, lo cual
explicaría la diferente potencia de los
péptidos sobre Ia síntesis de ADNen células
de la granulosa. Por otra parte, los niveles
de activación de Smad necesarios para
incrementar la producción de estradiol,
serían menores que los requeridos para
promover la síntesis de ADN La
estimulación realizada por TGF-B sería
suficiente para alcanzar los efectos máximos
a nivel del promotor de la aromatasa. Esta
suposición está sustentada en el hecho que
las Curvas dosis respuestas para la
amplificación de la síntesis de estradiol
fueron más sensibles, es decir presentaron
menor E050, que las de estimulación de la
síntesis de ADN.

El TGF-B y la activina transducen sus
señales a la célula por heterodimerización
de receptores tipo ll y tipo l. Los receptores
tipo II determinan la especificidad de unión
de ligando, y cada uno interactúa con un
repertorio distinto de receptores tipo l, que
son los que desencadenan las señales
intracelulares. Sin embargo se ha
demostrado que receptores tipo l de TGF-B
también pueden asociarse con receptores
tipo ll de activina pero los tipo l de activina
no Io hacen con los tipo Il de TGF-B (Ebner
et aI., 1993; Attisano et al., 1993; Cárcamo et
a|., 1994). El reclutamiento de ambos tipos
de receptores tipo I (TBRI y ACTR l) por
activina, pero no por TGF-B, podría explicar
la diferencia en la efectividad de
transducción propuesta para ambos factores.

Se ha descripto la expresión de receptores
de activina (ACTRI, ACTRIB, ACTRII y
ACTRIIB) y de TGF-B (TBRI y TBRII) en
celulas de la granulosa de distintas especies
(Roy, Kole. 1995; Schmid et a|., 1994; Juneja
et al., 1996; Peng et al., 1996; Aloi et aI.,
1997; Sidis et a|., 1998).
Para comprender el papel fisiológico de los
factores de la familia del TGF-B en el
desarrollo del folículo, es necesario un
conocimiento más profundo de los
mecanismos de señalización involucrados.
Hasta la actualidad, no se ha estudiado la
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cooperación en Ia acción de los distintos
tipos de receptores en células ováricas, ni se
han analizado los patrones de activación de
las proteinas Smad.

La proteína Iigadora de activina, folistatina,
cuya expresión en el ovario está
ampliamente documentada, revirtió la acción
de activina tanto sobre la síntesis de ADN
como sobre la amplificación de la síntesis de
estradiol. Sin embargo, aún en ausencia de
agregado exógeno de activina a los cultivos,
las acciones de folistatina resultaron
inhibitorias. Estos resultados indicaría que
bajas concentraciones de activina (en
concentraciones subóptimas), serían
producidas por las células de la granulosa
en cultivo y ejercerian efectos autocrinos.
Recientemente, se han demostrado
respuestas diferenciales a la activina
endógena o exógena en células de
taratocarcinoma, acción regulada por
folistatina asociada a la superficie celular
(Delbaere et aI., 1999). En este sentido, en
el sistema de cultivo de células de la
granulosa inmaduras, utilizado en estos
experimentos, se encontró expresión de las
subunidades BA y BB de activina/inhibina
(módqu V de esta tesis) en concordancia
con lo descripto en publicaciones previas
(LaPolt et a|., 1990; Eramaa et al., 1994; Aloi
et al., 1995; Meunier et aI., 1988).

Differential Response to Exogenous and
Endogenous Activin in a Human Ovarian
Teratocarcinoma-Derived Cell Line (PA-1):
Regulation by Cell Surface Follistatin

No se han demostrado acciones biológicas
de la folistatina distintas de su capacidad de
unir activina. Si bien, no existen evidencias
de Ia existencia de receptores para
folistatina, esta proteína presenta la
caracteristica de interactuar con cadenas de
heparan sulfato de proteoglicanos de la
matriz extracelular (Nakamura et al., 1991;
Sugino et al., 1993). La asociación a la
superficie celular de folistatina promueve la
endocitosis de la activina unida y un
incremento en Ia degradación por enzimas

lisosomales (Hashimoto et al., 1997). Sin
embargo, la regulación por folistatina de Ia
producción de progesterona y el
metabolismo de la misma en células de
granulosa inmaduras, no pueden explicarse
por su actividad de unión de activina (Xiao,
Findlay, 1991; Xiao et al., 1990), lo que
sugiere una posible acción biológica distinta,
ya sea por efectos directos sobre Ia célula o
por unión de otro factor perteneciente a Ia
familia de péptidos.

Se ha establecido que activina y folistatina
se encuentran presentes en altas
concentraciones en el ovario y en el fluido
folicular en diversas especies (McFarlane et
al, 1996; Knight et al., 1996; Magoffin,
Jakimiuk, 1997; Erickson et al., 1995;
Wakatsuki et al., 1996; Evans et al., 1998).
Por lo tanto, el rango de dosis de estas
proteínas, en el que se observaron acciones
sobre las células de la granulosa en los
estudios presentados, se encuentra dentro
de los niveles fisiológicos.

La expresión de las distintas las
subunidades BAy BBpresenta variaciones a
lo largo del desarrollo del folículo (Meunier
et al., 1988; Schwall et al., 1990) y se han
encontrado patrones característicos para los
cambios en las inhibinas diméricas A y B
circulantes a lo largo del ciclo menstrual en
Ia mujer o estral en la rata (Woodruff et al.,
1996; Groome et al., 1996; Groome et a|.,
1994). Dependiendo del tipo de subunidad B
que se exprese, se origirían diferentes
formas de activina (A, B o AB), por lo que, se
especula que distintas formas de activina
podrían cumplir diferentes papeles en la
regulación ovárica en las diferentes etapas
de la foliculogénesis. Sin embargo, hasta la
actualidad, todos los estudios sobre la
regulación de la función folicular se han
llevado a cabo mediante la utilización de
activina A. La obtención de otros tipos de
activinas recombinantes permitirá un análisis
comparativo de la acción de las distintas
formas, así como la especificidad del tipo de
receptores para cada uno de ellas.
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5.1. Introducción

5.1.1. Estructura y acción
El TNF-a es un polipéptido de 233
aminoácidos considerado el prototipo de una
familia de proteínas relacionadas (como el
NGF, el ligando CD40, el Iigando de Fas y
otros) (Beutler, van Huffel, 1994). Existe
tanto como proteína de membrana como en
forma soluble, siendo ambas formas
biológicamente activas. El TNF-a soluble es
creado por proteólisis, generándose Ia
molécula de 17 kDa, de mayor potencia, que
normalmente circula como homctrimero
(Kriegler et al., 1988).
Esta citoquina se ha considerado
clásicamente como una citoquina
inflamatoria producida por macrófagos
activados, aunque se ha demostrado su
producción por una muy amplia diversidad
de tipos celulares (Beutler, 1991). Además
de su papel crucial en el shock séptico e
inflamación (Beutler, van Huffel, 1994), es un
modulador celular pleiotrópico que cumple
una función importante en muchos eventos
fisiológicos, incluyendo acciones a nivel
endocrino (Kennedy, Jones, 1991; Vilcek,
Lee, 1991). La amplia variedad de efectos
que produce es atribuida a la ubicuidad de
sus receptores, la activación de múltiples
vías de transducción y su capacidad de
inducir o suprimir la expresión de un vasto
número de genes.

Existen dos receptores para TNF, TNFR1
(p55) y TNFR2 (p75) que guardan alta
homología entre sí y comparten
características comunes con otros
receptores de la familia (Beutler, van Huffel,
1994). Además de las formas de membrana
de los receptores existen formas solubles de
los mismos que actúan como proteínas
ligadoras, neutralizando las actividades
biológicas. EI dominio de muerte presente en
la porción intracelular del TNFR1 seria el
responsable de desencadenar las señales
que conducen a la apoptosis, por activación
de las caspasas (Ashkenazi, Dixit, 1998;
Nagata, 1997). Sin embargo, este no es el
único resultado de la unión de TNF-a ya que
el TNFR1 también activa al factor de
transcripción NF-KB, desencadenando
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acciones que en ciertas circunstancias
inhiben la apoptosis (Nagata, 1997). Se
presume que el TNFR1 es responsable de
las actividades apoptóticas del TNF-a
mientras que el TNFR2 sería responsable de
la generación de señales regulatorias o
proliferativas en linfocitos (Vandenabeeie et
aI., 1995).

5.1.2. Presencia en el ovario
Varios estudios han demostrado su
presencia en el ovario de diversas especies,
tanto a nivel del ARNm, como de proteínas
inmunoreactiva. El TNF-a se ha detectado
en ovocitos y células foliculares en el ovario
de rata (Marcinkiewicz et al, 1994); en el
ratón en ovocito y células tipo macrófagos
intersticiales (Chen et al., 1993). También
se describió su presencia en el ovario
humano, tanto en los compartimientos
foliculares como Iuteales (Roby et al., 1990),
así como en los ovocitos (Naz et al, 1997).
Células de granulosa-Iuteinicas han sido
también implicadas como productoras de
TNF-a (Zoiti et al, 1990). Sin embargo, la
presencia de macrófagos en los preparados
sería responsable de la secreción de esta
citoquina en experimentos in vitro. Las
citoquinas secretadas por los macrófagos
del compartimiento ovárico intersticial (Hume
et al, 1984), podrían tener efectos
paracrinos, constituyéndose en moduladores
"¡nsitu" de la función ovárica (Figura 5.1).
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Figura 5.1
Posibles interaccionesparacrinas mediadas por
TNF-a
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5.1.3. Acciones de TNF-a en el desarrollo
folicular

Una serie de estudios han indicado que el
TNF-a afecta el desarrollo del folículo
ovárico. Esta citoquina produce efectos
estimulatorio o inhibitorio. sobre Ia función
folicular. Iuteal y la ovulación. (Terranova,
Rice. 1997; Adashi. 1990; Norman,
Bránnstróm, 1996; Terranova et al., 1995).
Las acciones de TNF-a sobre Ia función
folicular, se evidencian fundamentalmente
como un bloqueo de Ia diferenciación de
células de Ia granulosa, estimulada por
gonadotrofinas. El TNF-o.regula la expresión
de receptores para LH (Darbon et al., 1989).
la producción de progesterona (Adashi et al.,
1990; Darbon et al., 1989), la biosíntesis de
estradiol (Adashi et al., 1989), el
metabolismo de esteroides (Adashi et al.,
1989) y la apoptosis (Witty et al., 1996;
Kaipia et al., 1996).

La función de las células tecales también es
alterada por el TNF-a, originando una
inhibición en la síntesis de andrógenos
(Zachow et al., 1993; Andreani et al., 1991) y
una estimulación del agrupamiento entre
células (Zachow et al., 1992).

5.2. Objetivo

El objetivo de este trabajo fue determinar la
acción del TNF-a sobre la síntesis de ADN
en células de la granulosa inmaduras y su
interacción con hormonas y otros factores
locales, como el factor de crecimiento
transformante-B o activina.
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5.3. Resultados

5.3.1. Efecto del TNF-a en el
crecimiento de células de granulosa

Se analizó el efecto del TNF-a sobre la
sintesis de ADN en cultivos de células de
granulosa inmaduras. Como se observa en
la figura 5.2, el TNF-a ejerció una leve
estimulación sobre la incorporación de
timidina en condiciones basales. Cuando las
células de la granulosa se cultivaron en
presencia de FSH (20 nglml) y TGF-B (3
nglml), el agregado de TNF-a produjo una
inhibición dosis-dependiente en la síntesis
de ADN (EDso=3.2 i 0.9 nglml). Por otra
parte, Ia estimulación promovida por el
TGF-B (3 nglml) fue amplificada el TNF-a
(E050: 3.4 i 0.8 nglml).

Debe notarse, que en presencia de TNF-oi,
en dosis entre 10 y 30 nglml, los niveles
alcanzados en la estimulación de la acción
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Figura 5.2
Efecto de TNF-a sobre la síntesis de ADN en
células de la granulosa
Las células de granulosa se cultivaron en
ausencia o con concentraciones crecientes de
TNF-a, en medio control, con FSH (20 ng/ml),
con TGF-[31 (3 nglml) o con la combinación de
ambos. Los resultados son medias t ES de
determinaciones en triplicado (*p< 0.05, **p<
0.01, ""p< 0.001 comparado con los respectivos
controles, en ausencia de TNF-a).

de TGF-B por TNF-a y en la inhibición por la
citioquina del sinergismo entre FSH y TGF-B,
no fueron significativamente diferentes
(p>0.05). Estos resultados, podrían indicar
que el TNF-a realiza una inhibición sobre la
acción de la gonadotrofina o una
disminución en la respuesta de las células a
FSH.

Para estudiar más en detalle este efecto, se
analizó la acción del TNF-a en presencia de
concentraciones crecientes de FSH. Cuando
se ensayó con TGF-B (3 nglml), FSH
incrementó la síntesis de ADN de manera
bifásica. Sin embargo, en presencia de
TNF-a (10 nglml) y TGF-B (3 nglml), el
agregado de concentraciones crecientes de
FSH no alteró en forma significativa la
estimulación por ambas citoquinas (Figura
5.3)

of; 16 "1‘
; [:3 mas
í - TGF-B+TNF-a

É 12 ­
D.3 m
W

E
'5 a — ll.
E- m
O
O
.E

2
'i 4 r
É

¿É o Mil-44444.1)“
0 10 100

FSH (nglml)

Figura 5.3
TNF-a bloquea la acción de gonadotrofinas sobre
Ia síntesis de ADN
Células de granulosa de rata se cultivaron con
TGF-Bi (3 nglml) en ausencia o presencia de
concentraciones efectivas máximas de TNF-(X.(10
nglml) y con dosis crecientes de FSH. La
incorporación de 3H-timidinase realizó durante 24
hs., comenzando 24 hs. luego del plaqueo. Los
resultados son medias i ES de determinaciones
en triplicado (*** p< 0.001 comparado con los
respectivos cultivos sin FSH).
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A continuación se determinó si la
estimulación producida por FSH en
combinación con estradiol o activina, era
también afectada por TNF-a. Cuando las
células de la granulosa se cultivaron con
FSH (20 ng/ml) y estradiol (100 ng/ml), el
agregado de TNF-a inhibió completamente
esta estimulación hormonal sobre la síntesis
de ADN (Figura 5.4, panel A). Por otra parte,
la amplificación por FSH del efecto de
activina A (100 ng/ml) fue suprimida por el

= -TNF-0t
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Figure 5.4

TNF-a. La aparente estimulación por TNF-a
del efecto de activina resultó no significativa
estadísticamente. Como se muestra en la
Figura 5.4 panel B, la presencia de TNF-a
tanto con activina como con la combinación
de este péptido y FSH induce niveles
similares de incorporación de timidina, de
manera semejante a lo observado para la
acción de TNF-a con TGF-B.

É 16 a
x 14 =-TNF-0L
a; m+TNF-ot
É 12­
8
7; 10- ° °
3

É °’ e
8 6­5
É 4­
2
E .
2 2 h bz: - '
1..

Control FSH ActivinaA FSH+
Actlvlna A

Efecto del TNF-asobre la síntesis de ADNen células de la granulosa estima/ada por estradiol o activina
Panel A (izquierda): Las células se cultivaron en ausencia o presencia de TNF-a (10 ng/ml), en medio
control (Control) o con el agregado de FSH (20 ng/ml), estradiol (E2, 100 ng/ml) o una combinación de
estas hormonas.
Panel B (derecha): Células de la granulosa se cultivaron en condiciones control, con FSH 20 ng/ml),
activina (100 ng/ml) o la combinación de FSH y activina (20 y 100 ng/ml). La incorporación de H-timidina
se llevó a cabo durante 24 hs. comenzando 24 hs. después de la estimulación. Los resultados son medias
3: ES de determinaciones en triplicado (***p<0.001 comparado con los respectivos cultivos control; los
valores con distintas letras son significativamente diferentes, p< 0.05).
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5.3.2. Efecto del TNF-a sobre la
esteroidogénesis en células de
granulosa

5.3.2.1. Regulación de la biosintesis de
estradioly progestágenos

Se estudió el efecto del TNF-a sobre la
producción de estradiol, y la biosíntesis de
progestágenos en cultivos primarios de la
granulosa de rata. En todos los casos, se
utilizó androstenodiona (0.33 uM) como
sustrato aromatizable, dado que las células
de Ia granulosa no sintetizan andrógenos.
En el folículo, los andrógenos son provistos
por las células de la teca.
El aumento de los niveles de estradiol,
estimulado por FSH, se produce entre las 48
y 72 hs. de cultivo, debido a la expresión de
la aromatasa inducida por gonadotrofinas y
andrógenos.

En nuestro sistema de cultivo de células, se
comprobó una inhibición dosis-dependiente
por el TNF-a en la acumulación de estradiol,
promovida por FSH. El TNF-a, en una
concentraciones de 10 ng/ml, inhibió
completamente la producción de estrógenos,
alcanzando valores comparables al control
(E050: 3.3 i 0.3 ng/ml) (Figura 5.5, panel A).
La síntesis basal de estradiol, es decir sin el
estímulo hormonal, también resultó
disminuida. El análisis del curso temporal de
la producción de estradiol indicó efectos
inhibitorios similares a todos los tiempos

analizados (48, 72 y 96 hs., datos no
mostrados).

Se analizó, si dosis mayores de FSH que las
utilizadas, eran capaces de revertir Ia
inhibición producida por el TNF-a. Se
realizaron incubaciones, en presencia de
dosis crecientes de FSH (desde 2 hasta 200
ng/ml), sin o con el agregado de la citoquina
al medio de cultivo (Figura 5.5, panel B). Se
observó, en todas las condiciones,
ensayadas que el TNF-a bloquea el efecto
de FSH sobre la actividad de aromatasa.

La sintesis de progestágenos, promovida por
FSH, se redujo en presencia de TNF-a, de
manera similar a lo observado para estradiol,
y a similares dosis efectivas (resultados no
mostrados).

Dado que habíamos encontrado que el TGF­
B o Ia activina A, podían interactuar con
TNF-a promoviendo Ia síntesis de ADN,
decidimos examinar si estos factores eran
capaces de modular el efecto del TNF-a
sobre la producción de estradiol. La activina
aumentó la sintesis de estradiol promovida
por FSH (como se discutió en el módulo 2 de
esta tesis). Sin embargo, la inhibición
producida por TNF-(X, fue evidente en
presencia de este péptido (Figura 5.6). Se
encontraron similares resultados con el
TGF-B (datos no mostrados).

Estradtol(ngiml)

Entradlol(ndml)

Ps“ :l Control Figura 5.5
Efecto del TNF-a sobre la
producción de estrógenos,
promovida por FSH
Panel A (izquierda). Células de la
granulosa se cultivaron durante
68 hs. con FSH (20 ng/ml) y con
concentraciones crecientes de
TNF-a.
Panel B (derecha). Los cultivos se
realizaron en ausencia o

' ' presencia de TNF-a (10 ng/ml)y

zo- B—
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Los niveles de estradiol se determinaron por RIA. Se agregó androstenediona (0.33 pM) como sustrato
aromatizable a los cultivos. Los valores son media i ES. Los asteriscos indican diferencias significativas
respecto de los respectivos controles de FSH sin TNF-oi("p<0.01, ***p<0.001).
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Figura 5.6
Efecto de activina sobre la inhibición por TNF-a
de la síntesis de estradiol
Cultivos de células de granulosa se trataron
durante 64 hs. con FSH (20 ng/ml) en
condiciones control o con activina A (100 ng/ml),
con follistatina (200nglml) o una combinación de
ambas. en ausencia o presencia de TNF-a (10
nglml). Los valores son medias t ES de
triplicados de cultivo. Letras distintas indican
diferencias significativas (p< 0.05).

5.3.2.2. Efectos sobre el metabolismo de
esteroides

Con el objeto de estudiar el efecto del TNF-a
sobre el metabolismo de esteroides en
células de la granulosa, se realizaron
estudios de los metabolitos de
pregnenolona. Luego de 68 horas de cultivo.
en presencia de los distintos estímulos, se
incubó durante 3 hs con pregnenolona
tritiada. Los productos del metabolismo se
analizaron por cromatografía en capa
delgada. Las células fueron preincubadas 3
hs con el inhibidor de la enzima Pmscc,
aminoglutetimida (100uM), para evitar la
dilución de marca por pregnenolona
producida en forma endógena.

En dicho tiempo. la pregnenolona se
metabolizó totalmente a progesterona,
acumulándose como 20a-dihidro­
progesterona. En la figura 5.7.A se muestra
la fluorografía de la cromatografía y los
resulatdos de la cuantificación de cada uno
de los esteroides identificados, en la Tabal
5.1. En la figura 5.8 se observa un esquema

de las distintas rutas de los esteroides en el
ovario.

El tratamiento con FSH promueve la
formación de progestágenos. En la rata. la
progesterona (P4) se metaboliza
primariamente a 20a-dihidro-progesterona
(20a-DHP). Por otra parte, la FSH suprime la
actividad de la 5a-reductasa, Io que se
evidencia como una inhibición de la
conversión a 5a-pregnan-3a,20a-diol
(pregnandiol o diol) con respecto a los
cultivos en condiciones control (Figura 5.7 y
Tabla 5.1). Esta disminución de la
conversión a esteroides Sor-reducidos ha
sido propuesta como un cambio en la
esteroidogénesis ovárica por gonadotrofinas
en la etapa puberal (Payne et al, 1992).
Como se muestra en la ruta metabólica en la
figura 5.8, la conversión desde 20a-DHP a
pregnandiol involucra a las enzimas 5a­
reductasa y 3a-HSD (3a-hidroxi-esteroide
deshidrogenasa). Sin embargo, no se
observa el 5a-pregnan-20a-ol-3-ona como
metabolito intermedio, ya que en el tiempo
analizado su conversión a pregnandiol fue
casi total por acción de la 3a-HSD.

El TNF-a aumenta la aparición de
pregnandiol sobre el control (54% contra
30% en condiciones basales). Por otra parte,
en presencia de FSH, el TNF-a. revierte, casi
por completo. la inhibición de la 5a­
reductasa por FSH (Control: 30%, FSH:
6.5%. FSH+TNF-a: 26%. Tabla 5.1). En
estas condiciones (FSH + TNF-a) se
observa un perfil de bandas similar al control
(Figura 5.7).
La identificación de los metabolitos se
realizó por compración con patrones y
mediante la inhibición de las enzimas con el
agregado de otro sustrato no marcado. El
agregado de testosterona no radioactiva
competiría la 5a-reductasa y el de
dihidrotestosterona (DHT). la posterior
conversión de los compuestos Sci-reducidos.
En la figura 5.7.C, se observa que la
competencia con testosterona (calle 2),
disminuyó la cantidad de pregnandiol
generado con respecto a las condiciones
control (calle 1). La presencia de exceso de
DHT incrementó la presencia de 5a­
pregnan-20a-ol-3-ona (calle 3) por
competición de la 3a-HSD.
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Figura 5.7
Acción del TNF-a sobre el metabolismo de
esteroides
Panel A (izquierda). Células de granulosa se
cultivaron en ausencia o presencia de TNF-a (10
ng/ml) en condiciones control o con FSH (20 ng/ml)‘

4. Su-me""" .. ah mi Luego de 68 hs, se incubó con [3H]-pregnenoionaNovel-Som . .
(0.1 uCI/poculo).
Panel B (derecha). Cultivos tratados con FSH y
TNF-a se incubaron con pregnenolona tritiada en

Q Q .’<- mmm", ,.. mediocontrol(calle1) o con el agregadode
testosterona (calle 2) o de DHT (caile 3), para

l competir distintos pasos enzimáticos de conversión.
’ . ’ ‘mgnandW-b Se realizó preincubacióne incubacióncon

'p aminoglutetimida (100W). Los metabolitos, luego
de 3 hs de incubación, se separaron por
cromatografía en capa delgada y se detectaron por

' “' ' fluorografía.
'.‘ - + TNF-a. 1 2 3

Control FSH

Tabla 5.1. Efecto del TNF-asobre el metabolismo de pregneno/ona

Control TNF-a. FSH FSH+TNF-a.
Progesterona (P4) 8.4 3.0 7.2 4.8
5a-pregnan-20a-oi- 3-ona 6.4 3.7 0.9 2‘0
ZOa-dihidroprogesterona (ZOa-DHP) 50.6 33.6 82.8 61.1
5a-pregnan-3a,20a-diol 29.8 54.3 6.5 25.8
Probablemente 5a-gregnan-3a,17a,20a-tnol 4.7 5.4 2.6 6.3

Cuantificaron los metabolitos identificados en la cromatografía de la figura 5.7.A. Cada uno de los
compuestos se representa como porcentaje dela radioactividadtotal.
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Dada la capacidad del TNF-a de incrementar
la conversión hacia esteroides 5a-reducidos,
resultaba posible pensar que la inhibiciónde
la producción de estradiol por TNF-oi no se
debiera a la supresión de Ia expresión de la
aromatasa, sino a una metabolización de los
andrógenos hacia compuestos 5a-reducidos,
es decir, no aromatizables (Figura 5.9.C). Se
realizó un análisis de compuestos generados
a partir de testosterona. EI tratamiento con
FSH incrementó la formación de
androstenodiona (A4)y de estradiol, con una
inhibición en la acumulación de
androstanodiol (Figura 5.9.A y Tabla 5.2).
Por otra parte, el tratamiento con TNF-a
revirtió la inhibición de Ia 5a-reductasa
originada por FSH, con el consecuente

<- estrena —>

4. estrade .>

Q 4. testosterona.>'H Y; ._ androstanodiol.. w

- + - + TNFa
Control FSH

C Estrona :1“ Androstenediona Í; Androstanodiona2:5

i 1MSD* ‘
Estadía <- Testoeterona -——> DHT

aumento de la acumulación del
androstanodiol. Este tratamiento revirtió por
completo la estimulación de la síntesis de
estrógenos. La confirmación de Ia identidad
de los metabolitos se realizó por competición
de la 5a-reductasa por un exceso de 20a­
DHP (Figura 5.9.B y Tabla 5.2),
resultantando una disminución o
desaparición de DHT, androstanodiol y
androsterona. Es importante señalar que,
aún en esta situación, en la cual Ia 5a­
reducción de andrógenos se encontraba
bloqueada, el TNF-a inhibió la biosíntesis de
estrógenos estimulada por FSH. Se puede
concluir entonces, que el TNF-a inhibe la
activación de la aromatasa por
gonadotrofinas.

Figura 5.9
Acción del TNF-a sobre el
metabolismo de andrógenos
Panel A. Células de granulosa se
cultivaron en ausencia o
presencia de TNF-a (10 ng/ml) en
condiciones control o con FSH (20
ng/ml . Luego de 68 hs, se incubó
con [ H]-testosterona
Panel B. La incubación con
testosterona tritiada se realizó en
ausencia o presencia de 20a-DHP
para competir la 5a-reducción del
trazador.
Se realizó preincubación e
incubación con aminoglutetimida
(100uM). Los metabolitos, luego
de 3 hs de incubación, se
separaron por cromatografia en
capa delgada y se detectaron por
fluorografía.
Panel C. Resumen del
metabolismo de andrógenos y las

i enzimas involucradas.

o
Androsterone

4-) Androstanodiol

Tabla 5.2. Efecto del TNF-asobre el metabolismo de andrógenos

A. Cuantificación de la cromatografía de figura 5.9.A. B, zowDHp
Co_n_tro|TNF-a FÉH FSH+TNF-a - +

Androstenediona 22 13 26 11 Androstenediona + DHT 27 14
Estradiol .5 2.5 20 2.1 Estradiol 0.1 0.1
Androstanodiol 17 24 5.5 23 Androsterona 11 0.5

Androstanodiol 15 6.5

B. Cuantificación de la cromatografia de la figura 5.9.8. Los cultivos se trataron con FSH y TNF-a. y se
incubó con el trazador en ausencia o presencia de 20a-DHP (calles 3 y 6).

Cada uno de los compuestos se representa como porcentaje de la radioactividad total recuperada.
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5.3.2.3. Controles de viabilidad celular

Dada Ia potencial actividad promotora de
muerte celular del TNF-a, las acciones
inhibitorias podrían ser el reflejo de efectos
adversos de este compuesto sobre la
función de células de granulosa. Sin
embargo, no parece ser este el caso. En
primer término, el TNF-a ejerció un efecto
estimulatorio en la degradación de C21
esteroides, por incremento en la actividad
5a-reductasa. En segundo término, los
cambios morfológico en los cultivos (no
mostrados) no correspondieron a patrones
característicos de apoptosis. En tercer lugar,
el TNF-a incrementó la biosítesis de
proteínas.

Luego de 3 días de cultivo con TNF-a, se
incubó con [3581-metionina y se analizó la
biosíntesis de proteínas, por incorporación
del aminoácido marcado, en los
sobrenadantes y en los extractos celulares.
La síntesis de proteínas celulares (Tabla
5.3) mostró un aumento significativo (30­
80%) con TNF-a (10nglml) en los distintos
tratamientos examinados, mientras que el
análisis de las proteínas secretadas,
presentó similares incrementos en la
radioactividad TCA precipitable. La
evaluación del perfil de proteínas, no mostró
Ia aparición diferencial de ninguna banda en
SDS-PAGE de una dimensión y posterior
autoradiografía (Figura 5. 10).

FSH - +

TGF-B

TMF-a

205­

Figura 5.11
Patrón de proteínas secretadas
Los proteínas de los sobrenadantes de los
cultivos tratados según se indica e incubados con
{3581-metionina se analizaron por SDS-PAGE y
fluorografía

Tabla 5.3. Efecto de TNF-asobre la síntesis total
de proteínas

Incorporación de [358­
metionina (cpm x 10‘ l

TNF-a Proteínas Proteínas
secretadas celulares

Tratamiento

Control - 1.4 t 0.1 14.0 i 1.5
+ 2.3 ¿r0.2 20.4 1-1.?

TGF-B - 1.7 i 0.4 15.1 l; 0.7
+ 1.6:03 11.4:1.4

FSH ' 1.4 t 0.2 15.8 :t 0.3
+ 2.0 i 0.2 22.5 i 1.2

FSH+ - 16:0.1 10.4: 1.3
TGF-B + 2.6 ¿r0.3 24.2 i 6.5

Las células de granulosa se cultivaron durante 68
hs en ausencia o presencia de TNF-a en
condiciones basales, con TGF-B (3 ng/ml). FSH
(20 ng/ml) o la combinación de FSH y TGF-B (en
las mismas concentraciones). AI cabo de este
tiempo, se cambió el sobrenadante por medio
conteniendo [3SS]-metioninay se incubó durante
2.5 hs. Se analizó la radioactividad en el material
precipitable con TCA en alícuotas de los medio
de incubación (proteínas secretadas) y de los
extractos celulares. Los valores son medias :t ES
de triplicados de cultivos.
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5.3.3. Acción antigonadotrófica del TNF-a

Los efectos del TNF-a sobre la
esteroidogénesis, sobre el metabolismo de
esteroides, así como sobre el crecimiento
celular sugieren que esta citoquina bloquea
las acciones inducidas por FSH. Dado que la
señalización central de la gonadotrofina se
efectúa a través del sistema del AMPc, se
analizó si los niveles del nucleótido se
modificaban cuando se trataba a las células
con TNF-a. Mientras que el AMPc
intracelular, a la hora de la estimulación, no
se vió significativamente afectado por TNF-a
(datos no mostrados), el aumento por FSH
de las concentraciones de AMPcextracelular
a las 48 hs, fue inhibido por TNF-(X(75 % de
inhibición, Tabla 5.4).

Tabla 5.4. Efecto del TNF-a sobre la acumulación
de AMPcestimulada por FSH

Tratamiento AMPc extracellular
{Emol/ml)

Control 0.37 i 0.04 '
FSH 17.6 i 1.o b
FSH + TNF-a 4.8 ¿r0.2 °

Las células de granulosa fueron cultivadas en
ausencia o presencia de TNF-a (10 ng/ml), en
condiciones control (Control) o con el agregado
de FSH (20 ng/ml) durante 48 hs. El medio de
cultivo se recolectó y determinó el contenido de
AMPc. Los valores son medias i ES de
triplicados de cultivos (a,b,c: p< 0.001)

Se analizó, si las acciones inhibitorias del
TNF-ot sobre la producción de estradiol
estimulada por FSH, se manifestaban
cuando se activaba este mecanismo
utilizando un análogo de AMPc como el
dibutiril AMPc (BtzAMPc). Sin embargo, en
estas condiciones, la citoquina no sólo no
fue inhibitoria, sino que en presencia de
bajas concentraciones de AMPc (0.3 mM),su
acción incrementó los niveles de estradiol
(Figura 5.12.A).

Se decidió examinar entonces, si el bloqueo
de la acción de FSH sobre el crecimiento de
células de granulosa, podia también
explicarse debido a efectos próximos a la
generación de AMPc.
Sin embargo, cuando las células de la
granulosa se estimularon con BtzAMPc, el
resultado observado para el crecimiento
celular fue completamente distinto a lo
encontrado para la regulación de la
biosíntesis de estradiol. La acción
mitogénica de la combinación de bajas dosis
del análogo de AMPc (0.2 mM) y TGF-B (3
ng/ml) fue inhibida por TNF-a en igual
medida que el resultado del tratamiento con
FSH y TGF-B (Figura 5.12.3). Por lo tanto, la
inhibición de la sintesis de ADN por la
citoquina, es debida a efectos posteriores o
independientes del sistema de generación e
hidrólisis de AMPc.

Control ¿a

15*

Estradiol(ng/ml)

C FSH 0.1 0.3 1.0 c l lWW)

Figura 5.12|:] [:3 Control
TNFfl ig TNH Efecto del TNF-a sobre la

producción de estradiol y
síntesis de ADNestima/ada
porAMPc
Panel A (izquierda): Las
células de la granulosa se
cultivaron en medio control
(C), con FSH (20 nglml) o
diferentes concentraciones
de BtzAMPc (0.1, 0.3 o 1
mM), en ausencia o
presencia de TNF-a (10
ng/ml). Se determinaron los
niveles de estradiol en los
medios de cultivo a las 72
hs. con androstenodiona.

FsH+ AMPc+
TGF-B TGF-B

Panel B (derecha): Las células de granulosa de rata se cultivaron sin agregados (Control), con FSH y
TGF-p (20 ng/ml y 3 ng/ml, respectivamente), o con BtzAMPC y TGF-B (0.2 mM y 3 ng/ml,
respectivamente). La síntesis de ADN se evaluó entre las 24 y las 48 hs de cultivo. Los resultados son
medias i ES de triplicados (**p<0.01,"**p<0.001comparado con los respectivos cultivos control).
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Recientemente, se ha descripto en varios
sistemas celulares que al menos, algunas de
las acciones de TNF-a podrían atribuirse a
la activación de la enzima esfingomielinasa y
su consecuente generación de ceramida.
Este compuesto actuaría como mediador
intracelular de la citoquina (Dressler et al,
1992; Wiegmann et aI., 1994; Kolesnick,
Golde. 1994)
Si éste fuera el caso, el aumento de los
niveles de ceramida en los cultivos debería
reproducir los efectos de TNF-a. Con este
objetivo. se emplearon dos estrategias: el
agregado de un análogo permeable, la N­
acetiI-esfingosina (CZ-ceramida), o el
tratamiento con la enzima esfingomielinasa
(SMAsa, de Bacilus Subti/is), que a partir de
esfingolípidos de membrana, genera
ceramida que es capaz de entrar a la célula.
El efecto de estos tratamientos sobre Ia
incorporación de timidina, en presencia de
distintos estímulos, se muestran en la figura
5.13. En todos las condiciones ensayadas, el
efecto encontrado fue siempre inhibitorio
sobre la síntesis de ADN. La ceramida no
reprodujo totalmente Ia acción del TNF-a: en
presencia de TGF-B también resultó
inhibitorio, mientras que el TNF-a interactúó
con este factor de crecimiento. Si bien en la
figura 5.13 se muestran concentraciones
únicas de C2-ceramida y esfingomielinasa
(1pM y 0.03 U/ml), resultados similares se
obtuvieron utilizando otras dosis (10 a 0.1¡1M
y 0.1 a 10-5 U/ml respectivamente).
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Figura 5.13
Acciones comparativas de TNF-a y C2-celamida
sobre la síntesis de ADN
Las células de la granulosa se cultivaron en
medio control, con TNF-a (10 ng/ml), CZ­
ceramida (1pM) o esfingomielinasa (SMAsa, 0.03
U/ml),en condiciones basales o tratadas con FSH
(20 ng/ml). TGF-B (3 ng/ml) o FSH y TGF-p (20 y
3 ng/ml, respectivamente). La incorporación de
3H-timidinase realizó durante 24 hs, comenzando
a las 24 hs de cultivo. Los resultados son medias
t ES de determinaciones por triplicado.
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5.4. Discusión

Utilizando un sistema definido de cultivo
para células de Ia granulosa, se encontró
que, además de las acciones sobre el
desarrollo folicular previamente reportadas,
el TNF-a regula la síntesis de ADN.

Los efectos de TNF-a sobre la síntesis de
ADN, en células de granulosa varían de
inhibitorios a estimulatorios, dependiendo de
la co-estimulación con hormonas u otros
factores de acción local. EI TNF-a estimuló
la síntesis de ADNen condiciones basales y
amplificó la acción de TGF-B. Sin embargo,
el sinergismo entre TGF-B y FSH fue
bloqueado por la citoquina. Por otra parte, el
TNF-a también inhibió la interacción entre
FSH y estradiol y atenuó la amplificación por
FSH en presencia de activina. Estos
resultados sugieren que la acción inhibitoria
del TNF-a se debe a un bloqueo o a una
disminución en la respuesta a FSH.

En presencia de TGF-B, FSH aumentó la
sintesis de ADN de manera bifásica,
requirióndose bajas concentraciones de FSH
para evidenciar su acción mitogénica. Sin
embargo, en presencia de TNF-a y TGF-B,
concentraciones crecientes de FSH no
fueron capaces de promover una
estimulación adicional a Ia alcanzada por
ambas citoquinas. Por lo tanto, el efecto
inhibitorio del TNF-a se debería,
principalmente, a una acción
antigonadotrófica. Esta acción dual, podría
indicar distintas funciones regulatorias en
distintos momentos del desarrollo folicular,
dependiendo de los factores que están
ejerciendo efectos biológicos en los
diferentes estadios.

Varios trabajos han descripto la acción
inhibitoria de TNF-a sobre la
esteroidogénesis promovida por
gonadotrofinas (Adashi et al., 1990; Darbon
et al., 1989; Adashi et al., 1989). En nuestras
condiciones de cultivo de células de
granulosa inmaduras, el TNF-a inhibió Ia
biosíntesis de estradiol, al igual que la de
progestágenos. El TNF-a disminuyó los
niveles de AMPc acumulados a las 48 hs. La

utilización de un análogo de AMPc parece
disociar los efectos del TNF-a sobre la
síntesis de estradiol y sobre la proliferación
celular. Cuando la estimulación de la sintesis
de estradiol se realiza usando dibutiriI-AMPc,
el TNF-a. no es capaz de inhibir esta
estimulación. Este resulta indica que el
mecanismo responsable de esta acción
antigonadotrófica, sería la disminución en los
niveles intracelulares de AMPc, principal via
de señalización intracelular de la hormona.
Sin embargo un sitio de acción diferente
parece estar involucrado en la inhibición del
crecimiento de las células de la granulosa
dependiente de FSH. El TNF-o. inhibe
también la estimulación cuando se utiliza
dibutiril-AMPc, sugiriendo que la citoquina,
además de regular la síntesis o hidrólisis de
AMPc estimulada por Ia hormona, también
actúa más adelante en la serie de señales
intracelulares (Figura 5.14, panel B).

Se ha demostrado que Ia enzima
esfingomielinasa, que cataliza la ruptura de
esfingomielina para generar ceramida, es un
blanco de acción de TNF-a y se ha indicado
a este compuesto como mediador en la vía
de señalización de TNF-a (Dressler et al.,
1992; Michell, Wakelam, 1994; Obeid et al,
1993). Sin embargo, estudios más recientes,
indicarían que el incremento de ceramida
durante la activación por TNF-a sería uno de
los cambios que acompañan su efecto, más
que un mediador intracelular de su acción
(Nagata, 1997).

A nivel ovárico, se ha demostrado un
aumento en la generación de ceramida en
respuesta al tratamiento con TNF-a y se ha
atribuido a la ceramida, un papel mediador
en la inhibiciónde la aromatasa (Santana et
al., 1995) y en Ia inducción de apotosis por
la citoquina (Witty et aI., 1996; Kaipia et al.,
1996). Sin embargo, para otros autores, la
acción de TNF-o. no involucra a este
compuesto como mediador (Machelon et al.,
1997). En los resultados presentados, el
análogo permeable de ceramida, N-acetil­
esfingosina o CZ-ceramida, al igual que
TNF-a, inhibe la síntesis de ADN en células
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de granulosa tratadas con FSH. La
interacción de TNF-oc y TGF-B no es
reproducida por este análogo, indicando,
que si la ceramida esta involucrada, no es el
único mediador de la acción del TNF-a.

El metabolismo de esteroides en células de
la granulosa también se encontró
influenciado por TNF-a. El análisis de los
compuestos generados a partir de
pregnenolona en células de granulosa de
rata, demostró que el producto principal del
metabolismo estimulado con FSH es la 20a­
DHP (existen diferencias entre especies)
(Goldring, Orly, 1985). La gonadotrofina
inhibe la actividad de la 5a-reductasa,
visualizado como una disminución en la
acumulación de pregnandiol. La inhibición de
esta enzima por gonadotrofinas ha sido
señalada como la responsable del cambio en
el tipo de esteroidogénesis que ocurre en la
pubertad (Adashi et al., 1989; Payne et al.,
1992). El TNF-(Xincrementó la acumulación
de 5a-pregnandiol y antagonizó la inhibición
de la Soc-reducción por FSH.
Por otra parte, la identificación de los
compuestos generados a partir de
testosterona, indicó, que el TNF-a actúa a
dos niveles inhibiendo la sintesis de
estradiol: antagoniza la acción de FSH en la
inducción de la aromatasa e induce la
metabolización de andrógenos hacia
productos Sci-reducidos, que no son
aromatizables. La inducción de la 5a­
reductasa por TNF-a parece ser un efecto
especifico de este factor, ya que no se han
observado modulaciones de esta enzima por
otros factores de crecimiento (datos no
mostrados).
Un esquema de las acciones de TNF-a sobre
la síntesis de estradiol y el metabolismo de
esteroides se muestra en la Figura 5.14,
panel A.

La regulación de la esteroidogénesis por el
TNF-a no es una caracteristica exclusiva de
las células de granulosa inmaduras, ya que
esta citoquina modula la producción de
progesterona estimulada por LH en células
de granulosa diferenciadas, parcialmente
luteinizadas (Adashi et al., 1990). Asimismo,
la biosintesis de andrógenos promovida por
LH en las células tecales es inhibida por
TNF-oz(Zachow et al., 1993; Andreani et al.,________4
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Figura 5.14
Acciones de TNF-a sobre la funciónde las células
de granulosa
A. Resumen sobre estradiol y metabolismo
B. Resumen sobre sintesis ADN

1991). Se ha demostrado que el TNF-a
modula la acción de las hormonas tróficas
sobre la esteroidogénesis en otros tejidos
endocrinos: adrenal, afectando la síntesis de
mineran y glucocorticoides estimulada por
ACTH (Jááttela' et al., 1991; Nussdorfer,
Mazzocchi, 1998); testículo, células de
Leydig, inhibiendo Ia síntesis de testosterona
promovida por LH (Xiong, Hales, 1993;
Mauduit et al., 1998) y células Sertoli
reduciendo la actividad de aromatasa
(Mauduit et al., 1993).

La presencia de TNF-a en el ovario, ha sido
analizada por una diversidad de métodos
experimentales. El origen celular de esta
citoquina, a nivel local, podria ser desde
células del sistema inmune hasta el propio
ovocito dentro del folículo.
Se ha detectado la presencia de TNF-a en
ovocitos de diversas especies (Naz et al.,
1997; Marcinkiewicz et al., 1994; Chen et al.,
1993) y se ha propuesto que el TNF-a
proveniente del ovocito, regularía la función
de las células de la granulosa durante el
desarrollo folicular. Asimismo, se ha



detectado actividad biológica tipo TNF-a en
extractos de ovocitos, utilizando el ensayo
de las células L929 (Marcinkiewicz et al.,
1994). Sin embargo, estos resultados, deben
tomarse como preliminares, ya que no se
demostró la secreción por el ovocito sino en
extractos y la identidad de TNF-a no fue
corroborada por neutralización de la
actividad (por ejemplo por depleción con
anticuerpos). Hemos descripto que el
crecimiento de células de granulosa está
modulado por factores derivados del ovocito
(ver capitqu correspondiente de esta tesis).
Sin embargo, esta actividad no puede ser
asignada a TNF-a, ya que los efectos del co­
cultivo de celulas de granulosa con ovocitos
también se manifiestan en presencia de
concentraciones efectivas máximas de la
citoquina.

Los macrófagos constituyen un importante
componente celular del compartimiento
ovárico intersticial (Hume et al., 1984). Se
ubican en el estroma ovárico, cerca de los
capilares perifoliculares, pero se sabe poco
sobre la función de su presencia,
aparentemente constante, en el ovario. Se
supone, que los macrófagos intersticiales,
podrían ejercer efectos paracrinos,
constituyéndose en moduladores "¡nsitu " de
la función ovárica. Esta acción podría
ejercerse a través de la secreción local de
citoquinas regulatorias (Adashi, 1990), e
inclusive, a través de modulación yuxtacrina,
es decir célula-célula, ya que el TNF-a se
encuentra también asociado a membrana de
macrófagos.

Por otra parte, el TNF-a podría ejercer
acciones en el ovario en situaciones
patológicas, dado que es liberado por
macrófagos luego de la exposición a
endotoxinas bacterianas y se ha observado
una reducción de la función ovárica en la
sepsis. En las células de granulosa de rata,
la síntesis de progesterona, inducida por
gonadotrofinas, es inhibida marcadamente
por el co-cultivo con macrógagos y en mayor
medida, cuando los macrófagos fueron
preactivados con lipopolisacáridos (LPS).
Asimismo, animales tratados con LPS in
vivo, mostraron una disminución en la
respuesta a hormonas in vitro (Shakil,
Whitehead, 1994). Los efectos inhibitorios

por endotoxinas sobre la esteroidogénesis
ovárica y del desarrollo folicular, son
mediados por TNF-a, y también por acciones
directas de LPS sobre las células ováricas
(Terranova, Rice, 1997).

Las citoquinas de la familia del TNF, como el
TNF-a y el Iigando de Fas (FasL), por unión
a sus receptores de membrana son capaces
de inducir apoptosis en distintos tipos
celulares. Los receptores de estos factores,
guardan también similitud estructural como
los dos receptores de TNF-a (TNFR1 y
TNFR2), Fas (también conocido como APO­
1 o 0095), el receptor de NGF (p75) y otros.
El TNF-a induce apoptosis y activa el factor
de transcripción NF-xB y la proliferación de
timocitos. Aunque tanto el TNFR1 como el
TNFR2 pueden transducir señales para la
apoptosis y la activación de NF-xB, es el
TNFR1 el responsable de estas señales en
la gran mayoría de los casos, mientras que
es el TNFR2 quien media las señales
proliferativas inducidas por TNF-a
(Vandenabeele et al., 1995). La región
citoplasmática de Fas y TNFR1 contiene un
dominio de muerte conservado. Este es un
componente esencial de las vias de señal
que desencadenan la apoptosis, por
activación de las cascadas de caspasas
(Ashkenazi, Dixit, 1998; Nagata, 1997). Las
señales originadas por Fas, se restringen
exclusivamente a la apoptosis, mientras que
las generadas por TNFR1, son también
capaces de activar NF-KB.La expresión de
proteínas que inhiben la apoptosis,
probablemente pertenecientes a la familiade
Bol-2, son reguladas positivamente este
factor de transcripción (Nagata, 1997; Van
Antwerp et al, 1998).

Dado que el proceso degenerativo de la
atresia folicular ocurre por apoptosis de las
células de granulosa, se ha asociado Ia
acción de Fas (Sakamaki et al., 1997) y
TNF-a (Kaipia et al., 1996) con este evento.
Utilizando un sistema in vitro de cultivo de
folículos de rata, la inhibición de Ia apoptosis
espontánea por FSH es revertida por TNF-a
y también por análogos de ceramida (Kaipia
et al., 1996), sugiriendo un posible papel del
TNF-a en la regulación de la atresia.
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La posible relación causal entre la
modulación de la síntesis de ADN,
demostrada en el presente trabajo y la
inducción de la muerte celular por apoptosis
no puede establecerse claramente. Un
conjunto de evidencias, nos indican que las
acciones del TNF-a analizadas no son
consecuencia de un efecto promotor de la
muerte celular. En primer lugar, a diferencia
de los experimentos con folículos en cultivo,
en las condiciones usadas en este trabajo
(cultivos de células de granulosa
inmaduras), hemos observado una baja
proporción en la fragmentación espontánea
del ADN y si bien el TNF-o. incrementó el
patrón de degradación, sólo constituiría una
muy baja proporción de células

En segundo lugar, la evaluación morfológica
de los cultivos, a lo largo de 3 días, no
reveló la aparición de células picnóticas
características de la apoptosis. Por el
contrario, el TNF-a mejoró la adhesión al
sustrato, sin disminución de la viabilidad.

En tercer lugar, luego de 72 hs. de cultivo,
se encontró un incremento en la tasa de
síntesis total de proteínas, lo que indicaría la
conservación de un fenotipo secretorio,
característico de células de granulosa
inmaduras.

Por último, el TNF-a ejerció un efecto
estimulatorio en la metabolización de
esteroides, por incremento en Ia actividad
5a-reductasa (ensayado en el tercer día
luego del tratamiento).

También es posible que el TNF-a
desencadena apoptosis por un mecanismo
distinto o bien, que su acción se encuentre
alterada por otros factores actuando sobre la
célula. En este sentido, se ha demostrado en
algunos tipos celulares, que el TGF-B o la
activina son capaces de prevenir la muerte
celular inducida por TNF-a (Chang, 1995;
Arsura et al., 1996; Kuo et al., 1997).

Los datos presentados indican que, además
de la inhibición de Ia diferenciación celular,
el TNF-a es capaz de regular la proliferación
de células de granulosa inmaduras.

Estas observaciones aportan evidencias
adicionales sobre el papel fisiológico que
juega el TNF-a como modulador paracrino o
autocrino del desarrollo folicular, pudiendo,
asimismo, ser relevante en las alteraciones
de la función ovárica, durante procesos
fisiopatológicos, como la inflamación o Ia
infección.



6. Módulo Il/

Factores derivados del ovocito
regulan el crecimiento de células
dela grana/osa
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6.1. Introducción

6.1.1. Comunicación entre el ovocito
y las células somáticas

En el desarrollo del folículo ovárico existe
una estrecha coordinación entre el
crecimiento y la maduración del ovocito y la
proliferación y diferenciación de las células
somáticas que lo rodean.

El crecimiento del ovocito está estimulado
por el ligando de c-kit, que es producido por
las células de la granulosa (Packer et al.,
1994; Eppig et al., 1996). Este tipo de
señales intrafoliculares de la granulosa al
ovocito, como las mediadas por el ligando de
kit (Steel factor) y el receptor c-kit, son
críticas para el desarrollo del folículo
preantral. En ratones con mutaciones
espontáneas en el Iocus Steel, que permiten
el desarrollo ovárico prenatal, el crecimiento
folicular se arresta en estadios tempranos
(Huang et al., 1993; Kuroda et al., 1988). Por
otra parte, la administración de anticuerpos
contra el receptor c-kit también inhiben el
crecimiento del folículo (Yoshida et al.,
1999).
Posteriormente, el mantenimiento del ovocito
en el estadío dictyate de Ia primera profase
meiótica, depende de un complejo balance
entre factores intracelulares como el AMPc,
purinas y calmodulina y comunicaciones
intercelulares con las celulas del cumulus
(Eppig, 1993). Se ha demostrado, que las
células de la granulosa producen inhibidores
y activadores de la activación meiótica del
ovocito, cuya identidad no se ha
determinado (Guoliang et al., 1994; Ismail et
al., 1996). Las comunicaciones a través de
uniones “gap” entre el ovocito y las células
de Ia granulosa, serían importantes en fases
más avanzadas del desarrollo folicular. Los
ratones deficientes en conexina-37,
contienen ovocitos que no son capaces de
reanudar la meiosis y presentan fallas en la
ovulación (Simon et al., 1997)

Por el otro lado, estudios iniciales de El­
Foury et al. (1970) mostraron que la
remoción del ovocito de folículos de Graaf
en ovarios de conejo induce la Iuteinización

prematura de las celulas de la granulosa. Se
han acumulado evidencias que fundamentan
la idea de que el ovocito juega un papel
activo en la regulación del desarrollo
folicular.

6.1.2. Expansión del cumulus

En diversas especies, se ha demostrado que
el ovocito regula Ia función de las células del
cumulus (Vanderhyden, 1993; Buccione et
al., 1990; Salustri et al., 1990). La expansión
del cumulus in vitro es inducida por FSH
mediante mecanismos dependientes de
AMPc. Sin embargo, la remoción del ovocito
de los complejos cumulus-ovocito (COC),
inhibe la capacidad de expansión y la
síntesis de ácido hialurónico por parte de las
células del cumulus en respuesta al estímulo
con FSH o AMPc. Estos resultados indican
que el ovocito produce un factor específico
que permite la expansión del cumulus.
Aunque la expansión de las células del
cumulus de porcinos o bovinos, no
dependen de la presencia de factores
derivados del ovocito, se ha establecido la
existencia de los mismos usando sistemas
heterólogos (Vanderhyden, 1993; Singh et
al., 1993; Ralph et al., 1995).
El ovocito produce compuestos que afectan
también otros parámetros de la
diferenciación de las células de granulosa
vecinas. La remoción del ovocito de los
complejos cumulus-ovocito disminuye la
producción de estradiol y aumenta la síntesis
de progesterona (Vanderhyden, Tonary,
1995; Vanderhyden et al., 1993). Además,
se han caracterizado, de manera preliminar,
factores del ovocito de alto peso molecular
que inhiben Ia producción de activador de
plasminógeno estimulada por FSH, en
células de granulosa (Canipari et al., 1995).

6.1.3. Regulación de Ia
foliculogénesis por el ovocito

Hay, asimismo, evidencias experimentales
de efectos estimulatorios del ovocito en la
proliferación de células de Ia granulosa y en
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el mantenimiento de la organización
folicular. La síntesis de ADN es mayor en
células más próximas al ovocito (Hirshfield,
1986) y se han demostrado acciones
mitogénicas de factores secretados por
ovocitos de ratón sobre células de granulosa
de folículos preantrales y antrales
(Vanderhyden et al., 1992).

Hasta el presente, ninguno de estos factores
ha sido identificado, si bien, un estudio
reciente ha demostrado que el factor de
crecimiento/diferenciación-Q (miembro de Ia
superfamilia del TGF-B) se expresa
específicamente en el ovocito (Dong et aL,
1996) y es requerido en las etapas

tempranas de la foliculogénesis (McGrath et
al., 1995).

6.2. Objetivo

El objetivo de este trabajo fue determinar si
el ovocito produce factores capaces de
regular la proliferación de células somáticas
ováricas, participando de forma activa en la
regulación del desarrollo del folículo (Figura
6.1).
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6.3. Resultados

6.3.1. Efecto del co-cultivo con
ovocitos sobre Ia síntesis de ADNen
células de granuiosa

Considerando que los ovocitos bovinos son
de aislamiento relativamente sencillo y que
se puede controlar ¡n vitro Ia reanudación de
la meiosis de manera efectiva, se utilizó un
modelo de cocultivo heterólogo: ovocitos
bovinos con células de granuiosa de rata,
para estudiar la interacción entre FSH y
factores derivados del ovocito en la
regulación de la proliferación de células de
la granuiosa de rata.

Las células de granuiosa fueron co­
cultivadas con ovocitos inmaduros,
clasificados morfológicamente como de
buena calidad. Como se muestra en la
Figura 6.2, la presencia de ovocitos estimuló
la síntesis de ADN de manera dependiente
de su número.

Porcentajedelarespustamáxima

Ovocitos I well

Figura 6.2.
Efecto de ovocitos bovinos sobre la síntesis de
ADNen células de la granuiosa de rata.
Las células fueron cocultivadas en presencia de
un número creciente de ovocitos bovinos. Los
resultados se representan como porcentaje de las
respuestas máximas de tres experimentos
independientes.

Con el objeto de dar valides al método de
incorporación de timidina debido a este
estímqu y para descartar posibles efectos
sobre Ia tasa de entrada del nucleótido, se
determinó el contenido de ADN en los
cultivos (Tabla 6.1)

Tabla 6.1
Efecto del co-cu/tivo con ovocitos sobre el

contenido de ADN.

Tratamkmo Contenido ADN
¡well

Control 0.96 i 0.04

FSH 1.14 i 0.03

Ovocito 1.45 ¿r0.09 "

FSH + Ovocito 1.59 ¿r0.05 "

Las células de granuiosa se co-cultivaron con
ovocitos (15/pocillo) en ausencia o presencia de
FSH (20ng/ml). A las 72 hs de cultivo, se
determinó el contenido de ADN en respuesta a
los distintos tratamientos. Los asteriscos
representan diferencias significativas con el
Control (p< 0.001). No se encontraron diferencias
significativas entre los cultivos Control (72 hs) y el
contenido inicial de ADN (hora 0, 10910.08
ug/well).

6.3.2. Especificidad del tipo celular

Para analizar si el efecto estimulatorio de la
síntesis de ADNresultaba ser específico del
tipo celular, se analizó el efecto del co­
cultivo sobre distintos tipos celulares. El co­
cultivo con ovocitos no modificó la
incorporación de timidina en otros tipos
celUlares no relacionados, tales como
fibroblastos Swiss 3T3 o células epiteliales
CCL-64. Sin embargo, sí lo hizo sobre la
línea de células de la granuiosa bovina
BGC-1 y sobre cultivos primarios de
granuiosa bovina (Tabla 6.2). Por lo tanto, la
actividad derivada del ovocito parece
presentar cierta especificidad de tipo celular,
ya que produjo efecto sobre células de la
granuiosa de distintos orígenes y a su vez
no lo tuvo sobre otros tipos celulares
ensayados.



Tabla 6.2
Efecto específico de ovocitos sobre la incorporación de timidina.

Tipo celular Tratamiento Incorporación de ’H-timidina
m/well

EGO-1 Control 2370 :t 390
Ovocito (15/well) 3750 i so ­
EGF 5547 + 130 "
EGF + IGF-I 6630; 180 ..

Cultivo priman'o de Control 1245 t 160
células de la granulosa Ovocito (15/well) 2245 t 90 '
bovinas lGF-l 4875 :t 685 "

COL-64 Control 4000 1 450
Ovocito (20/well) 401o i 100
TGF-B (0.1n9/ml) 3280 i 160 '
TGF-B(0.3n9/ml) 2020 i 300 "
TGF-B (1 nglml) 800 :t 60 "

Swiss 3T3 Control 6060 :t 790
Ovocito (20/well) 5340 i 700

PG F20.
22920i 750 "
56700 1:3900 "

Los distintos tipos celulares fueron cultivados en presencia o ausencia de ovocitos en las condiciones que
se detallan en Ia sección Materiales y Métodos. Se utilizaron estímulos específicos para evaluar la
respuesta celular: factor de crecimiento epidennal (EGF. 10nglml). factor de crecimiento tipo insulina
(IGF-I, 100nglml). TGF-B (0.1-1 nglml) y prostaglandina F20. (PG F2a, 400 nglml). Los valores son medias
t Es de cultivos realizados por triplicado. Los asteriscos indican diferencias significativas comparadas oon
los respectivos controles (' p<0.05, " p<0.01).

6.3.3. Efecto de FSH sobre la acclón
del co-cultivo

Se analizó la modulación por gonadotrofinas
de la estimulación de la síntesis de ADN
promovida por los ovocitos. Con este
objetivo, se cultivaron células de granulosa
con concentraciones crecientes de FSH. en
ausencia o presencia de ovocitos (15
ovocitos/pocillo). En el panel A de Ia Figura
6.3 se muestra que FSH produjo una
amplificación bifásica sobre la incorporación
de timidina, con efectos máximos (1.5 veces
de aumento) entre 20 y 60 ng/ml. Esta
acción amplificatoria de FSH pudo
reproducirse por el agregado de un análogo
de AMPc, dibutiriI-AMPc (BtchMP, 0.2mM)
(Figura 6.3, panel B).

En presencia de la gonadotrofina, el co­
cultivo con ovocitos indujo un aumento

significativo en el número de células (36 °/o
de incremento, p<0.005, Tabla 6.3). Este
resultado indica que los incrementos en Ia
síntesis de ADN van acompañados por
mitosis.

Tabla 6.3. Efecto del co-cultivo con ovocitos
sobre el número de celu/es.

Tratamiento Número de celulas
celulas/well

Control 59.7 x103 t 2.3 x 1o3

Ovocito 81.5x103i 5.0x 10°

Las celulas de granulosa se co-cultivaron con
ovocitos (15/pocillo) en presencia de FSH
(20nglml) y luego de 72 hs de cultivo se
determinó el número de celulas Los asteriscos
representan diferencias significativas con el
Control (p< 0.005). No se encontraron diferencias
significativas entre los cultivos Control (72 hs) y el
número de células inicial (63.0 x 103: 2.5 x 103)
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6.3.4. Caracterización de los factores
derivados del ovocito

Se realizaron una serie de experimentos
tendientes a determinar si la acción de
ovocitos bovinos sobre la síntesis de ADN
podía atribuirse a algunos de los factores ya
caracterizados. Previamente se ha descripto
la presencia en ovocitos de TNF-a y TGF-B.
Por lo tanto, se analizó la posibilidad de que
alguno de estos factores fuera el
responsable de la actividad del co-cultivo.
El efecto estimulatorio de ovocitos fue
evidente aún en presencia de dosis efectivas
máximas de TGF-B o TNF-oc (5 ng/ml y 10
ng/ml respectivamente) (Figura 6.4A). Este
resultado indica que ninguno de estos
factores es responsable del efecto
observado. Además, el efecto estimulatorio
no fue neutralizado por un anticuerpo anti­
TGF-B (datos no mostrados) y no se detectó

B EZ] -Ovocitos
_ +Ovocltos

Figura 6.3
Efecto de FSH y AMPc sobre Ia
síntesis de ADN de células de
granulosa de rata estimuladas por
ovocitos.

" Las células de la granulosa de rata
n fueron cultivadas en ausencia o

7 presencia de ovocitos bovinos
% (15/pocillo) con concentraciones
% crecientes de FSH (panel A). La
% acción amplificatoria de FSH se
% reprodujo por el agregado de
á dibutiril-AMPc (BtchMP, 0.2mM)
á (panel B). Los asteriscos indican

diferencias significativas con
respecto a los respectivos cultivos
control (*p<0.05, **p<0.01).

efecto de ovocitos sobre las células COL-64,
utilizadas para la detección de este tipo de
factores (Tabla 6.2).
Por otra parte, debido a que las acciones del
ovocito sobre las células de la granulosa son
similares a las ejercidas por miembros de Ia
familia del TGF-B, se analizó el efecto del
co-cultivo en presencia de activina o
folistatina. En la Figura 6.4, panel B se
observa que aunque los ovocitos no
aumentaron de forma significativa la
respuesta en presencia de dosis saturantes
de activina A , su efecto no fue alterado por
la incubación con folistatina. Como control
se incluyó la neutralización de la acción de
activina por folistatina. Estos resultados
indican que la actividad derivada del ovocito
tampoco es atribuible a la producción de
activina.

['Hl-timidkntncorpornda(cmewenx10")

[’HJ-tlmkflmlncorporadn(cpmlwellx10“)

Figura 6.4.
E, _mn°, El efecto estimulatorío de los
t°v°°"°' ovocitos no se debió a TGF-fl, ni a

TNF-a, ni a activina
A. El efecto del cocultivo con
ovocitos fue evaluado en presencia
de dosis saturantes de TGF-B (5
ng/ml) o de TNF-a (10 ng/mi).
**p<0.01 comparado con los
controles respectivos.
B. Las células fueron (zo-cultivadas
con ovocitos con el agregado de
dosis saturantes de activina A (200
ng/ml) o folistatina (300 ng/ml).
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Se preparó medio condicionado por ovocitos
(MC-O) y se ensayó (10%, cantidad
equivalente a 28 ovocitos) sobre células de
granulosa. Si bien el medio condicionado
estimuló de manera significativa la síntesis
de ADN, tanto en ausencia como en
presencia de FSH (Tabla 6.4), no fue capaz
de reproducir en similar magnitud el efecto
del co-cultivo con ovocitos.
Sin embargo, como se muestra en la Tabla
6.5, el efecto estimulatorio resultó ser
proporcional a la relación entre el número de
ovocitos y el volumen de incubación en el
cultivo. Utilizando para el co-cultivo una
cantidad de 10 ovocitos en 200 ul de cultivo,
se obtuvieron similares resultados que
cuando el cultivo se realizó con 5 ovocitos
en 100 ul. Para este experimento se eligió
un rango de dosis en el cual hay
sustanciales variaciones del efecto
estudiado (Tabla 6.5 y Figura 6.2). Estos
resultados indican la participación de
factores solubles derivados del ovocito, pero
de naturaleza Iábil, razón por la cual, el MC­
O no conserva totalmente la actividad.

6.3.5. Presencia de Ia actividad en
ovocitos de otras especies

En los ensayos anteriores se utilizó un
sistema heterólogo de ovocitos bovinos y
células de granulosa de rata. Se realizaron
experimentos con el objetivo de determinar
que la actividad estimulatoria derivada de
ovocito no era exclusiva de ovocitos bovinos.
Se co-cultivaron células de granulosa de
rata con ovocitos homólogos. La presencia
de ovocitos promovió un aumento en la
síntesis de ADN de 2.5 veces y a su vez,
este efecto fue amplificado por FSH. La
actividad estimulatoria de ovocitos
homólogos fue evidente también en
presencia de TGF-B o la combinación de
este factor de crecimiento y FSH (Figura
6.5), obteniéndose similares resultados a los
logrados con el co-cultivo con ovocitos
bovinos.

Tabla 6.4: Efecto del medio condicionado de ovocito.

Incorporación de 3H-timidina (¿pm/well)
Condiciones de cultivo Control FSH

Control 900 2 125 ' 725 x 50 '

MC-O(10%) 15701130” 17751135b

Ovocito S15/wellz 7900 :t 500 ° 12200 :t 250 d

Las células de la granulosa se cultivaron en presencia o ausencia de FSH (20 ng/ml) con 15 ovocitos/well o
10% de M00 (equivalente a 28 ovocitos/well).El M00 se obtuvo incubando 140 ovocitos denudados en
50 ul de medio durante 24 h. Los superíndices a. b y c indican diferencias significativas (p<0.05)

Tabla 6.5. Efecto del volumen de incubación sobre la sintesis de ADNestimulada por ovocitos

Oocytes/pocillo Volumen incubación Incorporación de’H-timidina
(cpm/pocillo)

o 100 695 t 30 °
o 200 620 :t 35 '
1o 1oo 12335 :t:530 b
1o zoo 6875 1 795 °

5 1_oo 6465 t 465 °

Las células de la granulosa se cultivaron en ausencia o presencia de ovocitos (10 o 5 ovocitos/pocillo) en
volúmenes de incubación de 100 o 200 pl. A las 24 hs se igualaron los volúmenes de todos los cultivos y
se evaluó la incorporación de timidina. Los valores son media i ES de cultivos en tn'plicado. Distintos
superíndices indican diferencias significativas (p<0.01).
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Figura 6.5
Efecto de ovocitos de rata en la síntesis de ADN
de células dela granulosa homólogas.
Las células de la granulosa fueron cultivadas en
ausencia o presencia de ovocitos de rata (25/well)
en condiciones control (C), con FSH (20 ng/ml),
TGF-B (5 ng/ml) o una combinación de FSH y
TGF-B (20 ng/ml y 5 ng/ml respectivamente). Los
valores corresponden a la media t error estándar
de triplicados de cultivos.

Por otra parte, se determinó que ovocitos de
ratón y ovocitos humanos (datos no
mostrados) también ejercen un efecto
estimulatorio similar sobre las células de
granulosa, sugieriendo que la capacidad de
regular la función de las células de
granulosa es una característica de los
ovocitos de mamíferos.

COCs
recien

aislados

COCs
24 horas

Control: 4 :t:4%Expansión: FSH:9911 %
n=53

6.3.6. Comparación de Ia actividad
mitogénica con el factor de expansión
del cumulus

EI proceso de expansión del cumulus ocurre
in vivo en respuesta al pico pre-ovulatorio de
gonadotrofinas y se caracteriza por la activa
secreción de ácido hialurónico por las
células del cumulus. Para que el proceso de
mucificación del cumulus estimulado por
gonadotrofinas ocurra, se ha demostrado in
vitro, Ia necesaria Ia participación de
factores derivados del ovocito
(Vanderhyden, 1993; Buccione et aI., 1990;
Salustri et aL, 1990).
El objetivo de la siguiente serie de
experimentos fue determinar si el efecto
estimulatorio de los ovocitos sobre la
sintesis de ADN de las células de Ia
granulosa de rata, se debía al mismo factor
que permite Ia mucificación.

Como experimento control, complejos
cumulus-ovocito (COCs), obtenidos de
ovarios de ratón, se cultivaron en ausencia o
presencia de FSH. Como se observa en la
Figura 6.5, la presencia de la gonadotrofina
promovió la expansión del cumulus desde
4.4% hasta 99%, indicando que para que
ocurra la mucificación del cumulus, es
necesaria la presencia de FSH.

Figura 6.5: Expansión del cumulus en
respuesta a FSH
Los complejos cumulus-ovocito (COCs)
fueron cultivados durante 24 hs en
ausencia o presencia de FSH (500
ng/ml). Las fotos superiores
corresponden a los complejos recién
aislados y las inferiores, a COCs luego
de 24 hs. de cultivo. AI cabo de ese
tiempo se determinaron los porcentajes
de expansión (n: número de COCs
analizados. 5 repeticiones; p<0.001
ANOVA y test de comparaciones
múltiples Tukey-Kramer luego de la
transformación arcseno de las
proporciones)
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Por otra parte, mediante micromanipulación,
se procedió a la eliminación del ovocito de
los COCs, lo que resultó en complejos
ovocitectomizados (00X), en los cuales, el
contenido del ovocito fue removido,
quedando las células de la granulosa
alrededor de la zona pelúcida vacía (Figura
6.6).

Cuando los complejos 00X se cultivaron en
presencia de FSH (500 ng/ml), no se
observaron las modificaciones
características de la expansión. Por el
contrario, en estas condiciones, las células
tendieron a adherirse a la placa de cultivo
(Figura 6.7). Cuando el ensayo de expansión
se realizó en presencia de ovocitos
separados del cumulus (denudados) y FSH
se lograron proporciones de expansión
similares a las obtenidas con los COCs
recién aislados (95 %). Los ovocitos bovinos,
al igual que ovocitos de otras especies
(Vanderhyden, 1993), producen el factor de
expansión del cumulus (Figura 6.7 y Tabla
6.6).

El cultivo de los complejos 00X con MC-O
(1 ovocito/pl) estimuló la expansión del
cumulus (Figura 6.7 y Tabla 6.6), mientras
que, como se demostró previamente, el
mismo medio condicionado no es capaz de
reproducir el efecto mitogénico sobre las
células de granulosa.

00X 00X
recién aislados 24 horas

81

Figura 6.6. Ovocitectomía.
Procedimiento de remoción del contenido del
ovocito de los complejos cumulus-ovocito por
micromanipulación. La foto superior muestra un
COC sostenido con la pipeta antes del
procedimiento y la inferior corresponde al
complejo00X.

Figura 6.7.
Efecto del co-cu/tivo con

contro' ovocitosdenudadoso delMC-O
sobre la expansión del cumulus

Complejos 00X se cultivaron
con FSH (500 ng/ml) en

+ MC condiciones Control, con MC-O
(1 ovocito/pl) o con ovocitos
bovinos recién obtenidos. La
expansión del cumulus se
evaluó a las 24 hs (paneles
derecha).

+ ovocito
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El análisis de la producción del factor
mitogénico durante la maduración meiótica
de los ovocitos bovinos, indicó una
disminución de esta actividad estimulatoria
de la proliferación de las células de
granulosa con la maduración (datos no
mostrados). Sin embargo, cuando complejos
00X fueron co-cultivados con ovocitos
bovinos recién aislados u ovocitos
madurados in vitro, la expansión de los

cumulus fue máxima tanto con ovocitos
inmaduros como con ovocitos que sufrieron
la ruptura de vesícula genninal (95% y 92%
respectivamente, Tabla 6.6).

Este conjunto de evidencias sugiere que la
actividad mitogénica derivada del ovocito
que regula la función de las células de
granulosa. es distinta del factor que permite
la expansión de las células del cumulus.

Tabla 6.6
Expansión de OOXestimulados con FSH en presencia de ovocitos bovinos o MC-O.

Condiciones de cultivo % Compleios agandidos gnlrepeticiones)

Control 0 t 0 (n=19, 3 repeticiones) '
Ovocitos inmaduros (15/gota)

0vocitos madurados (15/gota)
MC-O

95 t 5 (n=17, 3 repeticiones) "

92 i 5 (n=21, 3 repeticiones) °

67 i 16 (n=18I 3 repeticiones) °

Los complejos 00X se cultivaron con FSH (500 nglml) en medio (Control). con ovocitos recién aislados
(0vocitos inmaduros). con ovocitos madurados in vitro o con MC-O (15p.|. obtenido de incubar 10VOCÍtO/pJ).
La expansión fue determinada como se indicó en Materiales y Métodos (n: número de complejos
analizados y número de repeticiones). Los superíndices a y b indican diferencias significativas (p< 0.05). La
evaluación de la maduración meiótica de los ovocitos se realizó por determinación de la ruptura de Ia
vesícula genninal (inmaduros 0% GVBD,madurados 100%GVBD).
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6.4. Discusión

La utilización de sistemas heterólogos y
homólogos permitió demostrar que los
ovocitos promueven la proliferación de
células de la granulosa.

Los ovocitos bovinos son fáciles de obtener
y la técnica implementada para denudarlos
de las células del cumulus resulta
sumamente sencilla. Por otra parte, el
sistema de cultivo definido utilizado para las
células de granulosa de rata ha sido
caracterizado en detalle en Ioque respecta a
su respuesta diferencial a hormonas y
factores de crecimiento (Bley et al., 1992;
Saragüeta et al., 1996; Barañao et aI., 1993).

Vanderhyden et al. (1992) describieron que
los ovocitos de ratón promueven la
proliferación de células de Ia granulosa
homólogas, aisladas de folículos preantrales
y antrales. Por otra parte, determinaron que
la ovocitectomía produce una disminución en
la proliferación, que puede revertirse con el
agregado de medio condicionado por
ovocüo.
Utilizando una aproximación experimental
diferente, se determinó que este efecto
puede evidenciarse bajo condiciones
definidas, utilizando un sistema homólogo o
uno heterólogo. El cocultivo de ovocitos de
rata o bovinos con células de granulosa de
rata promovió la síntesis de ADN de estas
células y fue amplificado por FSH en forma
bifásica. También se ha descripto que la
interacción de esta hormona gonadotrófica
con esteroides sexuales, lGF-I o TGF-B
(Bley et aI., 1992; Saragüeta et al., 1996;
Barañao et al, 1993) incrementa la
incorporación de timidina. Esta interacción
puede reproducirse con bajas dosis de
dibutiriI-AMPc, indicando, que la actividad
del ovocito sobre las células de Ia granulosa
no está mediada por este mensajero
intracelular.

El efecto estimulatorio de los ovocitos sobre
la síntesis de ADN parece ser específico
para células de la granulosa, dado que no se
observó respuesta alguna en otros tipos
celulares: fibroblastos Swiss 3T3 y células

epiteliales de pulmón CCL-64. Por otra
parte, el efecto mitogénico se reprodujo en
cultivos primarios de células de la granulosa
bovina y en la línea celular de granulosa
bovina BCG-1.

Para identificar el factor(es) responsable del
efecto estimulatorio producido por los
ovocitos, se comparó su efecto con los de
TGF-B y TNF-a. Se ha demostrado que
ambos factores están presentes en ovocitos
de diferentes especies (Ghiglieri et aI., 1995;
Chen et al.. 1993; Marcinkiewicz et al,
1994), y que estos compuestos modulan la
síntesis de ADN en células de Ia granulosa
de rata (como se analiza en los capitulos
correspondientes de esta tesis). Más aún, se
ha demostrado que TGF-B1 es capaz de
reproducir el efecto del factor soluble
producido por el ovocito en la estimulación
de la síntesis de ácido hialurónico (Salustri
et al., 1989; Tirone et aI., 1997). Sin
embargo, si bien los ovocitos reproducen
algunos de los efectos de miembros de la
familia del TGF-B sobre las células de la
granulosa de rata (Dorrington et aI., 1988;
Saragüeta et al., 1997), este factor no es
responsable del efecto observado, ya que: 1)
los ovocitos estimularon la síntesis de ADN
aún en presencia de dosis máximas de
TGF-B, 2) el efecto de los ovocitos no fue
neutralizado con anticuerpos anti-TGFB, 3)
la acción no fue atenuada por folistatina y 4)
no se detectó actividad TGF-B con el
bioensayo específico (CCL64).

Recientemente, se ha identificado un nuevo
miembro de la superfamilia del TGF-B, el
factor de crecimiento y diferenciación-9
(GDF-9),que se expresa específicamente en
el ovario de ratón (McPherron, Lee, 1995). El
ARNm de GDF-9 ha sido identificado en
ovocitos en todos los estadios de desarrollo
folicular, con Ia excepción de los folículos
primordiales (McGrath et al, 1995). Un
patrón similar de expresión y homología de
secuencia, se ha encontrado para el GDF-9
en humanos, ovinos y bovinos (Bodensteiner
et al., 1999). La generación de ratones con
Ia deleción del gen que codifica para el



Acciones paracrinas del ovocito

GDF-9, di como resultado hembras
homocigotas estériles. En el ovario de este
ratón knock-out, los ovocitos crecen y
secretan normalmente la zona pelúcida, pero
están rodeados por una única capa de
células de la granulosa, lo que indica que el
GDF-9 es necesario para la foliculogénesis
normal (Dong et al._ 1996). La ausencia de
este factor de crecimiento produce un
bloqueo en el desarrollo folicular, en el cual
las celulas de la granulosa no proliferan in
vivo y experimentos in vitro demostraron que
el GDF-9 aumenta el crecimiento de folículos
en cultivo (Hayashi et al., 1999). De esta
manera, el GDF-9 es el primer factor de
crecimiento derivado del ovocito identificado
que es requerido para el correcto
funcionamiento de las células somáticas in
VIVO.

Relacionando nuestros experimentos. con
estos conocimientos recientes, se podría
postular que este factor sería el responsable
de la actividad estimulatoria producida por el
ovocito. También recientemente, se
identificó otro miembro de la familia del TGF­
B, Ia proteina morfogenética osea-15 (BMP­
15), que al igual que el GDF-9, se expresa
específicamente en ovocitos humanos y de
ratón con un patrón similar al del GDF-9
(Dube et a|., 1998). Si bien no se han
demostrado efectos biológicos de este
péptido, se especula que podría cumplir un
papel importante en el desarrollo del folículo
ovárico.

Se ha sugerido, que la actividad regulatoria
de la esteroidogénesis podría deberse a un
compuesto esteroideo (Vanderhyden,
Tonary, 1995). Esto podría explicar el
estricto requerimiento del co-cultivo para la
manifestación de los efectos en nuestro
sistema, ya que precursores putativos serían
producidos por las células de la granulosa.
Para analizar si los ovocitos bovinos eran
capaces de metabolizar esteroides
producidos por la granulosa, se incubaron
cocultivos con pregnenolona tritiada y los
productos se analizaron por cromatografía.
Solamente se encontraron pequeñas
diferencias cuantitativas de los metabolitos
producidos (datos no mostrados), indicando
que no parece un esteroide estar
involucrado en la interacción paracrina.

Por otra parte. se ha descripto
(Vanderhyden. Tonary, 1995) que el ovocito
inhibe la producción de progesterona, a la
vez que aumenta la síntesis de estradiol. En
nuestro sistema el estradiol sinergiza con
FSH para estimular la síntesis de ADN,
mientras que la progesterona no tiene efecto
(Bley et al., 1997). Sin embargo, en ausencia
de andrógenos aromatizables. las células de
la granulosa no pueden sisntetizar
estrógenos, por Io cual los efectos del
ovocito no se explican por un incremento en
los niveles de estradiol.

No se han establecido los mecanismos de la
actividad estimulaoria del crecimiento. Dado
el sinergismo con FSH, podría especularse
que las señales desencadenadas por el
factor derivado del ovocito podrían
complementar el incremento de ciclina D2
que es uno de los elementos claves de la
regulación del ciclo celular controlados por
gonadotrofinas en celulas de granulosa
(Sicinski et al., 1996).

Durante el proceso de mucificación, FSH es
necesaria para promover la expansión del
cumulus y la síntesis de ácido hialurónico.
Sin embargo, la FSH no induce la expansión
de las células del cumulus en ausencia del
ovocito o del factor producido por éste
(Buccione et al., 1990; Salustri et a|., 1990).
Esta actividad fue caracterizada en forma
preliminar (Eppig et al., 1993), pero no se ha
establecido su identidad.

Los resultados indican que el factor
mitogénico derivado del ovocito es distinto
del factor que produce la expansión de las
células del cumulus. Mientras que la
maduración de los ovocitos disminuye
significativamente el efecto proliferativo
sobre las células de la granulosa (ML
Fischman, tesis), no afecta la expansión de
las células del cumulus. Por otra parte, el
medio condicionado de ovocito sólo
reprodujo parcialmente el efecto sobre la
síntesis de ADN, mientras que lo hizo
totalmente en Ia expansión de las células del
cumulus. La falta de cambios asociados con
el proceso de maduración de la actividad de
expansión del cumulus en ovocitos bovinos
es consistente con estudios en el ratón, que
mostraron una producción similar tanto por
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ovocitos arrestados en meiosis como
maduros (Salustri et aI., 1990; Eppig et al.,
1993; Buccione et al., 1990; Vanderhyden et
al., 1990).

Nuestros resultados mostraron un descenso
marcado en el efecto estimulatorio al
precultivar los ovocitos y ensayar el medio
condicionado. Recinetemente, Eppig y
colaboradores (#10969) mostraron que el
cocultivo con ovocitos es necesario para la
supresión de la expresión del receptor de LH
en células de granulosa de ratón, efecto que
sería debido a un factor Iábil.

De manera similar, los resultados indican
que existe una relación entre el número de
ovocitos y el volumen de incubación, lo cual
sugiere que un factor soluble pero Iábil. esta
involucrado en la regulación del crecimiento
de células de granulosa. La aparente
Iabilidad del(los) factor(es) activo(s)_
producido por ovocitos en etadío GV, podría
ser una consecuencia de su naturaleza

química o bien de su degradación activa por
las células de granulosa. Esta Iabilidad es
consistente con una naturaleza transiente
esperada de la señal y la restricción de su
acción a las células más próximas.

Luego de la ovolulación, las células de
granulosa dejan de proliferar y la posible
ausencia de mitógenos derivados del ovocito
podría ser responsable del arresto que
precede a la Iuteinización. Para comprender
uno de los procesos centrales de la
reproducción en mamíferos es esencial el
esclarecimiento de la compleja interacción
entre estos reguladores locales.

Los resultados obtenidos aportan
información original sobre el conocimiento
de la comunicación bidireccional entre el
ovocito y las células de la granulosa que lo
circundan. Además, indican la participación
del ovocito, en forma activa, en la regulación
del desarrollo folicular.



7. Módulo V

Producción de ¡nhibínasdiméricas
por célulasdela grana/osa.
Regulaciónpor hormonasy factores locales
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7.1. Introduction

EI concepto de una relación recíproca entre
Ia hipófisis y las gonadas surgió de
observaciones en las que el tratamiento con
radiación del testículo estaba asociado a
hipertrofia hipofisaria. McCullagh (1932)
encontró que en ratas macho castradas
dicha hipertrofia hipofisaria era evitada por
inyección de extractos acuosos de testículo,
mientras que ese extracto acuoso no
presentaba efecto sobre la atrofia de los
órganos sexuales accesorios. El principio
activo del extracto acuoso fue denominado
inhibina.

Un gran número de observaciones
fisiológicas le dió apoyo conceptual a la
hipótesis que señalaban a la inhibina como
un selectivo regulador de la secreción de
FSH (Findlay, 1993; Woodruff, Mather, 1995;
Burger, 1993). Una obvia predicción de esta
hipótesis era que debería existir una relación
inversa entre los niveles séricos de FSH e
inhibina.

7.1.1. Estructura dela lnhlbina

La inhibina es una glicoproteína
perteneciente a la superfamilia del TGF-B,
compuesta por 2 subunidades (a y B)unidas
por puente disulfuro. La heterodimerización
de la subunidad a con alguna de las dos
formas de subunidad B. BAo BB, da origen a
Ia inhibina A o inhibina B, respectivamente
(Figura 7 1),

La activina es una proteína constituida por
dos subunidades B. generadas por
dimerización combinacional, activina A (BA­
BA), activina B (BB-BB) o activina AB (BA­
BB). A diferencia de otros miembros de la
familia del TGF-B, hasta el momento, no se
ha encontrado ningún homólogo de la
subunidad a de inhibina en especies que no
sean mamíferos. Este hecho, sugiere que
esta subunidad y Ia proteína dimérica de
inhibina podria haber surgido más
recientemente cubriendo las demandas de
comunicación entre los distintos tejidos del
eje reproductivo en mamíferos.
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Figura 7.1.
Estructura de inhibinas
Estructura de los precursores de las subunidades
a y B.Generación de inhibinas diméricas A y B por
unión de la subunidad a. con la subunidad BA o
BB. Variantes de inhibinas diméricas por distinto
procesamiento de la subunidad a. Adicionalmente
existen otras variantes originadas en la cadena B
(proB-Bo B)o por grado de glicosilación.

Se han identificado un gran número de
formas de inhibina con distinto peso
molecular. Io que se atribuye a
procesamientos de los precursores de sus
subunidades y a una glicosilación
diferencial, con la presencia de una o dos
cadenas de carbohidratos en la región
carboxi de la subunidad a (Robertson et al.,
1996). La actividad biológica de muchas de
las formas de inhibina parece residir en la
forma madura de 30 kD. Las formas
identificadas de la subunidad a son Pro-uN­
aC (50-60 K). aN-aC (45 K), Pro-aC (26-30
K)y algunas de las inhibinas A y B diméricas
son Pro-aN-aC/ proB-B(90-105 K), aC/ proB­
B (75 K), Pro-aN-aC/ B (55-66 K), aC/ B (30­
34 K) (Figura 7.1).

7.1.2.Mecanismos celulares de acción

Aunque el conocimiento relacionado con la
acción de activina (y otros miembros de la
familia del TGF-B) se ha expandido
enormemente en los últimos años, la
comprensión de los mecanismos celulares
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de la acción de Ia inhibina ha sido
comparativamente lento. La ausencia de
homólogos de inhibina en organismos
inferiores que permitan su manipulación
genética, la restricción de los tejidos blanco
y la dificultad de producir inhibina purificada
o recombinante, hicieron que ,actualmente,
no se conozcan los receptores de inhibina,
ni genes blanco regulados por la hormona
(Woodruff, 1999).

Estudios recientes han demostrado la
existencia de sitios de unión de alta afinidad
en la membrana de los gonadotropos, en
células de tumores gonadales del ratón
knock-out de inhibina con especificidad para
inhibina y no para activina ni para TGF-B.
(Draper et al, 1998; Hertan et al., 1999). A
pesar de que estos trabajos ¡ndicarían la
existencia de un receptor de inhibina, no se
han logrado clonar posibles receptores para
esta hormona, por homología con los otros
receptores serina/treonina quinasa.
Alternativamente, en algunos sistemas,
existen evidencias experimentales que
indican que la inhibina actúa por un
mecanismo dominante negativo de los
receptores de activina, antagonizando su
transducción de señales (Martens et al,
1997; Lebrun, Vale, 1997).

7.1.3. Las Inhibinas diméricas A y B:
actividad biológica y métodos
de detección

Con el desarrollo de inmunoensayos para la
determinación de inhibina en suero se abrió
un campo de aplicación a la fisiología de los
sistemas reproductivos así como, al
diagnóstico de patologías en los mismos
(Bhasin et al., 1996).

Los ensayos para medir los niveles
circulantes de inhibinas, utilizados
ampliamente en un comienzo, fueron los
radioinmunoensayos heterólogos,
desarrollados por Robertson y col.( 1986).
En ellos se utilizaba anticuerpos policlonales
generados contra inhibina bovina de 31 kDa
e inhibina bovina de 31 kD como trazador.
Estudios posteriores revelaron que además
de reconocer las inhibinas diméricas A y B,
estos ensayos reconocían la subunidad a

libre, lo que limitó su utilización (Bhasin et
al, 1996; Schneyer et al., 1990). Se ha
demostrado que las gónadas producen
exceso de precursores de la subunidad a
que se encuentran en circulación en altos
niveles tanto en condiciones fisiológicas
como patológicas (Knightet al, 1989). Tanto
las subunidades a como B no poseen
actividad biológica, al menos en términos de
la inhibición de la secreción hipofisaria de
FSH (Robertson et aI., 1997; Robertson et
al., 1996).

Las determinaciones mediante este ensayo
mostraron un incremento luego del
tratamiento con gonadotrofinas en humanos
y animales de experimentación (Burger et
al., 1990; Robertson et aI., 1988). Asimismo,
se determinaron cambios en las
concentraciones circulantes en las distintas
fases del ciclo menstrual, incluyendo una
disminución de inhibina en mujeres
premenopáusicas, en las cuales los niveles
de FSH muestran un aumento recíproco
(Lenton et a|., 1991).

Sin embargo no se podía explicar la
ausencia de una relación inversa entre
niveles circulantes de inhibina y FSH en
hombres con una variedad de desórdenes
testiculares (De Kretser et aI., 1989). Estos
datos sugerían una considerable
heterogeneidad de las especies
inmunoreactivas en el plasma y subrayaban
la necesidad de desarrollar métodos más
específicos de determinación que no
presentaran reacción cruzada con otras
proteínas estructuralmente relacionadas,
que tienen otro efecto biológico (como la
activina) o que no son bioactivas (como la
subunidad a libre).

Recientemente, estos problemas parecen
haber sido resueltos mediante la utilización
de sistemas de ELISA de dos sitios
altamente sensibles y específicos para las
inhibinas diméricas (A o B), así como para
los preCUrsores de la subunidad a
desarrollados por Groome y col. (Groome et
al., 1996; Groome et aI., 1995; Groome,
O'Brien, 1993; Groome, 1991).

Utilizando estos métodos, se demostró una
correlación negativa entre inhibina B y FSH



Regulación hormonal de la secreción de inhibinas 89

en hombres sin desórdenes reproductivos,
infértiles o con concentraciones elevadas de
FSH (lllingworth et al, 1996).

En la mujer se han descripto los cambios
seriales de inhibina A e inhibina B
circulantes durante las diferentes fases del
ciclo menstrual. La inhibina A permanece
baja durante la fase folicular temprana y
media y predomina en la fase Iuteal del ciclo.
Los niveles de inhibina B son máximos en la
fase folicular temprana y descienden en la
fase folicular previa a la ovulación,
permaneciendo bajos durante la fase luteal
(Groome et al, 1996; Groome et al., 1994).

En la rata hembra adulta, se han observado
patrones diferentes de circulación de
inhibinas A y B durante el ciclo estral. Los
niveles de inhibina A alcanzan un máximo en
proestro, mientras que altos niveles de
inhibina B se observan en metaestro, diestro
y proestro (Woodruff et al., 1996). Estas
diferencias podrían ser debidas a diferentes
fuentes dentro del folículo o a una regulación
diferencial de la secreción de cada dímero.

7.1.4. La Inhibina como regulador
intraováríco

Además de su función como hormona
endocrina, regulando secreción de FSH por
la pituitaria, existen evidencia para asignarle
a la inhibina también un rol paracrino en el
folículo ovárico, particularmente sobre las
células tecales. La inhibina potencia la
biosíntesis de andrógenos inducida por LH
in vitro en células de la teca de humanos y
de rata, efecto que es antagonizado por

activina (Hillier et al._ 1991b; Hillier et al,
1991b; Hsueh et al., 1987b).
El modelo de ratón "knock-out" de la
subunidad a de inhibina enfatiza el conocido
papel de la inhibina en disminuir la liberación
de FSH, ya que los niveles de la
gonadotrofina se encuentran elevados. Por
otra parte, la generación de este modelo,
revelaria la importancia de la inhibina como
agente antiproliferativo y de supresión de
tumores gonadales. Esencialmente el 100%
de los animales deficientes en inhibina
desarrollan tumores de células de granulosa­
Sertoli (Matzuk et al., 1992), lo que
implicaría que la inhibina posee una función
como regulador intragonadal. Sin embargo,
estos fenotipos en las gonadas podrían ser
resultado de la acción de activina, ya que al
eliminar la subunidad a, existe una
producción notablemente elevada del dímero
B-Bpor las células del ovario y del testículo.

7.2. Objetivo

El objetivo de este estudio fue determinar la
regulación de la producción de inhibinas A y
B en el ovario por gonadotrofinas y putativos
reguladores intraováricos como esteroides o
factores de crecimiento peptidicos.
El conocimiento adecuado de la modulación
de la síntesis de ambas inhibinas aportaría
datos precisos acerca de los mecanismos de
comunicación intercelular involucrados en
las distintas etapas del desarrollo del folículo
ovárico
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7.3. Resultados

7.3.1. Efecto de FSH

Utilizando ELISAsespecíficos para cada una
de la inhibinas diméricas, se analizó su
producción por células de granulosa in vitro.

Las células de la granulosa cultivadas en
condiciones basales produjeron entre diez y
quince veces más inhibina A que inhibina B
(inhibina A: 2.02 i 0.34, inhibina B: 0.14 i
0.02 ng/ml).

En la Figura 7.2 se muestra que dosis
crecientes de FSH estimularon de manera
dosis-dependiente ambas inhibinas, con un
efecto más pronunciado sobre inhibina A
(9.9 y 4.7 veces de incremento sobre la
producción basal de inhibina A y B,
respectivamente, a una concentración de 20
ng/ml). Este efecto preferencial sobre
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Figura 7.2
Efecto de FSH sobre la producción de inhibinas
diméricas
Las células de granulosa se cultivaron con
concentraciones crecientes de FSH por 72 hs.
Los niveles de inhibinas A y B se determinaron en
los medios condicionados. Los datos se
presentan como veces de estimulación de las
respectivas producciones basales (Control:2.02 i
0.34 ng/ml inhibina A y 0.14 i 0.02 ng/ml inhibina
B). Los valores son medias i error standard de
cultivos por triplicado. (*p<0.05, **p<0.01,
"'p<0.001 comparado con los respectivos
cultivos Control). Análisis de las curvas dosis­
respuesta para FSH indicaron EDso: 1.7 i 0.7
ng/ml para inhibina A y 1.5 t 0.9 ng/ml para
inhibina B (Allfit).
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inhibina A determinó un aumento en la
relación inhibina A/inhibina B desde 14 i 4
(Control) hasta 34 i 2 (FSH 20 ng/ml).

7.3.2. Efecto de estradiol e IGF-I

Se analizó la regulación de la secreción de
inhibinas por estrógenos y otros factores de
acción local.

EI agregado de estradiol estimuló la
producción de inhibina A entre 3 y 6 veces,
mientras que cambios menores fueron
observados sobre inhibina B (entre 1.2 y 1.8
veces) (Figura 7.3). En presencia de este
asteroide, FSH ejerce una estimulación
mayor sobre ambas inhibinas. No se observó
interacción entre estradiol y FSH (ANOVAde
dos factores).
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Figura 7.3
Efecto de estradiol sobre la secreción de inhibinas

Células de la granulosa se cultivaron en ausencia
o presencia de estradiol (E2, 100 ng/ml) y con el
agregado de FSH (20 ng/ml). Las inhibinas se
determinaron luego de 72 hs de cultivo. Los datos
se presentan como veces de estimulación de las
respectivas producciones basales. Los valores
son medias ¿r error standard de cultivos por
triplicado. (“p<0.01, ‘*'p<0.001 comparado con
los respectivos cultivos Control). Los efectos de
estradiol y FSH no fueron supra-aditivos (p>0.05,
ANOVAdos factores).
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Figura 7.4
Efecto de IGF-l en la producción de inhibinas
diméricas
Las células de granulosa se cultivaron con
concentraciones crecientes de FSH en presencia
de IGF-l (100 nglml, E050: 40 ¿r8). Los resultados
se presentan como veces de estimulación de la
producción de inhibinas en cultivos control (sin
estímulo). Los valores son medias i error
standard de cultivos por triplicado (""' p<0.01,
"'p<0.001 comparado con los niveles obtenidos
en ausencia de FSH). EDso: 12 i 3 ng/mI para
inhibina A y < 1 ng/ml para inhibina B.

Por otra parte, el factor de crecimiento
similar a insulina (lGF-I), en una
concentración de 100 nglml, produjo una
estimulación similar de ambas inhibinas
(inhibina A: 2.6 e inhibina B: 3.3 veces de
estimulación de los respectivos controles).

Sin embargo, este factor de crecimiento
indujo una marcada disociación en Ia
sensibilidad de inhibina A y B a la
estimulación por FSH. Como se muestra en
la Figura 7.4, aunque ambas curvas son
bifásicas para FSH, la máxima estimulación
de inhibina B se observó a concentraciones
comparativamente menores de la
gonadotrofina.

7.3.3. Efecto de TGF-fl

El factor de crecimiento transformante-B
(TGF-B, 5 ng/ml) tuvo un efecto estimulatorio
más pronunciado sobre la producción de
inhibina B que sobre la de inhibina A (entre 7
y 14 veces de estimulación para inhibina A y
entre 2 y 5 veces para inhibina B). Debido a
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Figura 7.5
Efecto de FSH sobre la secreción de inhibinas
diméricas estima/ada por TGF-fi
Las células de granulosa se cultivaron TGF-p (5
ng/mI) y concentraciones crecientes de FSH. Las
inhibinas se determinaron en los medios de
cultivo luego de 72 hs. Los resultados se
presentan como veces de estimulación de Ia
producción de inhibinas en cultivos control (sin
estímulo). Los valores son medias i error
standard de cultivos por triplicado (*p<0.05,
**'p<0.001 comparado con los niveles obtenidos
en ausencia de FSH). Análisis de las curvas para
FSH indicaron EDso: 25 i 5 ng/ml para inhibina A
y 22 i 3 ng/ml para inhibina B.

esta estimulación diferencial, la relación
entre inhibina A e inhibina B disminuyó
(Tabla 7.1).

Esta aparente estimulación específica de
inhibina B por TGF-B fue amplificada por la
presencia de FSH (Figura 7.5). Como se
observa en la Figura 7.5, una combinación
de 60 ng/ml de FSH y TGF-B produjo un
incremento de 75 veces en los niveles de
inhibina B, mientras que los de inhibina A
fueron aumentados solamente 14 veces. En
esta última condición. ambas inhibinas
diméricas fueron producidas
aproximadamente en las mismas cantidades
(relación inhibina A/inhibina B: 0.9- 1.8,
Tabla 7.1).

7.3.4. Efecto de activina

Esta estimulación diferencial de inhibina B
por TGF-B también fue promovida por otro
miembro de esta superfamilia. El efecto de
activina A sobre la producción de inhibinas
se muestra en la Figura 7.6 y en la Tabla
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Figura 7.6
Efecto de activina y co-cultivo con ovocitos sobre
la secreción de inhibinaspor células de granulosa
Células de Ia granulosa de rata se cultivaron en
ausencia o presencia de FSH (20ng/ml) en
condiciones control (Control), con activina A (100
ng/ml) o se co-cultivaron con ovocitos bovinos
(15/well) por 72 hs. Los resultados se presentan
como veces de estimulación de la producción de
inhibinas en cultivos control. Los valores son
medias ¿rerror standard de cultivos triplicado.
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7.1. Esta acción fue cuantitativamente más
pronunciada que la ejercida por TGF-B y
también fue amplificada, aunque en menor
magnitud, por el agregado de FSH.

7.3.5. Efecto de co-cultivo con
ovocitos

El co-cultivo de células de granulosa con
ovocitos bovinos inmaduros estuvo asociado
a una marcada estimulación de la
producción de inhibina B (aproximadamente
100 veces de incremento) y una estimulación
comparativamente menor de inhibina A
(Figura 7.6 y Tabla 7.1). En algunos
experimentos se encontró una leve
estimulación de este efecto por FSH pero no
fue consistente.

Tabla 7.1
Efecto de TGF-fl, activins u ovocito sobre la rea/ción inhibina A/ inhibina B

Tratamiento FSH Inhibina A (ng/ml) Inhibina B (ng/ml) Relación aparente

Inhibina A/ Inhibina B

Control - 0.99 i 0.16 ' 0.10 t 0.01 ' 10.1 i 2.5

+ 4.11 i 0.29 b 0.13 i 0.01 a 32.4 i 3.3

TGF-B - 14.60 i 0.22 ° 7.25 i 0.36 b 2.01 i 0.17

+ 15.38 i 0.61 ° 10.20 t 0.29 ° 1.51 i 0.07

Adivina - 14.52 i 1.03 ° 22.03 i 0.60 d 0.66 i 0.07

+ 12.95 i 0.25 ° 34.74 :t 2.24 ° 0.37 i 0.03

Ovocito - 9.20 i 0.10 d 9.49 i 0.18 ° 0.97 i 0.03

+ 14.17i0.24° 11.4510.44° 1.24i0.07

Las células de la granulosa se cultivaron en ausencia o presencia de FSH (20 ng/ml) en medio control
(Control), con el agregado de TGF-p (5 ng/ml), activina A (100 ng/ml) o co-cultivadas con ovocitos bovinos
recién aislados (15/well). Las inhibinas se midieron en los medios condicionados luego de 72 hs de cultivo
y se determinó la relación inhibina Al inhibina B. Los valores en cada columna con superíndices diferentes
presentan diferencias significativas (p<0.05).
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7.3.6. Concentraciones séricas

A diferencia de lo observado en los medios
condicionados por células de la granulosa
purificadas, cuando se determinaron los
niveles circulantes de inhibinas A y B en
ratas tratadas oon estrógenos (como las
utilizadas para Ia obtención de las células de
granulosa), Ia inhibina B fue el dímero
predominante (Tabla 7.2).

La proporción entre inhibina A y B (relación
A/B: 0.13 ¿r 0.02) fue marcadamente
diferente de la observada en células de
granulosa cultivadas en condiciones basales
(relación A/B: 12 i 3, leyenda Figura 7.2 y
Tabla 7.1).

Sin embargo, esta discrepancia entre las
relaciones de inhibinas diméricas in vivo e in
vitro se atenúan marcadamente por acción
de factores de la familia del TGF-B (TGF-B1
o activina) y factores derivados del ovocito.

Tabla 7.2
Concentraciones circulantes de inhibinas

Concentración Relación
(ng/ml) lnh A/ lnh B

inhibina A 0.74 i 0.36
. _ 0.13 i 0.02

Inhibma B 5.50 i 1.45

Se determinaron los niveles circulantes de
inhibinas diméricas en suero de rata. Los mismos
animales en los que se realizaron estas
determinaciones, fueron utilizados para la
obtención de las células de granulosa.

FSH. TGF-BO
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7.3.7. Regulación de los niveles de
ARNmde las subunidades de
activina e inhibina

Se analizaron los niveles de ARN mensajero
correspondientes a las subunidades a, BAy
BB de activina e inhibina mediante northern
blot.

La subunidad et de inhibina aumentó su
expresión en respuesta a FSH o a TGF-B,
sin encontrarse efectos adicionales en
presencia de ambos estímulos (Figura 7.7).
Similares resultados se encontraron para la
regulación de la subunidad BAde activina e
inhibina.

Sin embargo la regulación de la subunidad
BB mostró un efecto diferencial. Mientras
que FSH sólo ejerció un leve efecto positivo,
TGF-B provoca una importante estimulación,
acción que se ve amplificada por FSH
(Figura 7.7).

El TGF-B ejerció su efecto estimulatorio
aumenta principalmente los niveles del
ARNm de la subunidad BBde mayor tamaño.
La existencia de dos mensajeros, que
codifican para la cadena BB (3.3 y 4.3 kb),
se ha descripto previamente en el ovario y
testículo (Feng et al., 1995; Dykema, Mayo,
1994). En la figura 7.8 se muestra un
esquema de la regulación de la expresión de
genes correspondientes a las cadenas de
activina e inhibina por FSH y TGF-B.

Figura 7.8
Esquema de la regulación de las
subunidades a, flA y fiB de activina e
inhibina por FSH y TGF-fl
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Figura 7.7
Regulación de Ia expresión de las subunidades de activína e inhibina.
Se determinaron por Northern bolt, los niveles de los ARNm correspondientes a las subunidades a, BAy BB
en celulas de la granulosa cultivadas en condiciones control (C), con FSH (F, 20 ng/mi), TGF-B (T, 5 ng/ml)
o la combinación de ambos (FT). EI panel inferior muestra Ia hibridización con una sonda de GPDH como
referencia de normalización.
Sobre la derecha se muestran los resultados de la cuantificación de cada banda relativos a la señal de
GPDH.



Regulación hormonal de la secreción de inhibinas 95

7.4. Discusión

Mediante la utilización de ensayos
específicos para inhibinas A y B, se encontró
que las células de la granulosa de rata,
cultivadas en un sistema completamente
definido. secretan inhibinas diméricas y que
esta producción y la relación entre inhibina A
y B, es regulada por FSH, estrógenos y
factores de crecimiento.

Existían evidencias experimentales
indicando que Ia producción de inhibinas por
el ovario se encontraba controlada por FSH
y reguladores locales (Findlay, 1993;
Woodruff. Mather, 1995). Sin embargo. estos
resultados fueron obtenidos utilizando
radioinmunoensayos heterólogos que no
discriminaban entre ambos tipos de inhibinas
dimericas y la subunidad a libre (Xiao et aI..
1992; Zhiwen et aI., 1988; Bhasin et al.,
1996). Más recientemente, se realizaron
estudios midiendo los niveles de los ARNm
de las distintas subunidades (a. BAy BB)en
varias condiciones experimentales (Eramaa,
Ritvos, 1996; LaPolt et a|., 1990; Aloi et aI._
1995; Eramaa et aI., 1994; LaPolt et al.,
1990; Turner et al., 1989; Meunier et al.,
1988), pero estas determinaciones no
reflejan, necesariamente, la producción real
de inhibina, ya que las cadenas [3 pueden
dimerizar para formar activina.

En Ia actualidad no están disponibles
inhibinas de rata purificadas o
recombinantes para utilizar como referencia.
Por Io tanto, los niveles absolutos de ambos
dímeros no pueden determinarse, y los
valores se expresan en términos de los
respectivos standards humanos. El patrón de
la secreción de inhibinas por células de
granulosa estudiado. se presenta como
veces de incremento de los basales
correspondientes. Esta es una expresión
más ajustada de la estimulación selectiva de
cada inhibina por los factores ensayados, ya
que los cambios en las relaciones deberían
mantenerse cuando se determinen contra
standard de inhibina de rata.

La producción de ambas inhibinas fue
estimulada por FSH, con un efecto más
pronunciado sobre inhibina A. Estudios

previos mostraban que las subunidades de
inhibina son reguladas por esta
gonadotrofina, actuando por una vía
dependiente de AMPc (Eramaa et al., 1994;
LaPolt et aL, 1990; Turner et al., 1989).

La estimulación de la secreción de inhibinas
por FSH fue bifásica. Este tipo de efectos
bifásicos se ha observado para la
interacción entre esta gonadotrofina e IGF-I,
esteroides sexuales. TGF-Bo activina sobre
la proliferación de celulas de granulosa
(Miró, Hillier, 1996; Bley et al., 1997; Bley et
al., 1992). Por otra parte, se ha comunicado
previamente una modulación bifásica de
niveles de ARNm de las subunidades de
inhibinas por PMSG (Michel et al., 1991).
Este tipo de respuestas bifásicas para FSH
se han atribuido a la activación de diferentes
proteínas G por el receptor de FSH, un
mecanismo que parece estar involucrado en
Ia transducción de las acciones pleiotrópicas
de isoforrnas de FSH (Arey et al, 1997). Los
datos presentados sugerirían que, en el
rango de concentraciones fisiológicas de
FSH, cambiarían no sólo los niveles totales
de inhibinas, sino también, Ia relación entre
los dímeros.

El estradiol también fue capaz de estimular
la producción de inhibina A con un efecto
menor sobre inhibina B. Acciones
estimulatorias de estrógenos sobre los
niveles de ARNm de las subunidades a y B
se han descripto previamente (Aloi et al.,
1995).

La sensibilidad relativa de inhibina A y B a la
estimulación por FSH fue afectada en forma
marcada por IGF-l. El agregado de este
factor de crecimiento, en presencia de dosis
bajas de la gonadotrofina. provocó una
disminución en la relación inhibina Alinhibina
B. Li et al. (1998) han postulado que la
señalización por IGF-l es obligatoria para la
estimulación de la expresión de inhibina a
por FSH en células de granulosa de rata.
Los resultados presentados sugieren.
además, que lGF-l puede regular la
expresión relativa de ambas inhibinas por
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modulación de Ia acción de FSH sobre los
genes de la Subunidad-B.

El TGF-B induce la secreción de ambas
inhibinas pero con una clara estimulación
preferencial por el dímero B. Se ha mostrado
que el TGF-B aumenta la producción basal y
estimulada por FSH de ambas inhibinas
(Zhiwen et al., 1988), así como el contenido
de ARNm de las subunidades a y BA en
cultivos de células de granulosa de rata
inmaduras. Más recientemente, Eramaa y
Ritvos (1996) encontraron que el TGF-B
induce la expresión de la subunidad BB en
células granulosa-Iuteales humanas, sin
afectar los niveles de los ARNm para las
subunidades a. y BA.

Los resultados presentados sugieren que las
células de granulosa de rata difieren de las
células de granulosa-luteales en que el
efecto estimulatorio de TGF-B sobre la
expresión de la Subunidad BB debe ir
acompañado de un aumento en la subunidad
a para formar inhibina dimérica B. Asimismo,
se encontró que la estimulación promovida
por TGF-B fue amplificada por FSH. La
regulación por TGF-B de Ia producción de
inhibinas correlacionó con los niveles de
ARNm correspondientes a las distintas
subunidades de activina e inhibina.

Los transcriptos de las subunidades a y BA
fueron estimuladas de manera similar por
FSH y por TGF-B, mientras que el aumento
de los niveles de ARNm de la subunidad BB
mostró un efecto diferencial para TGF-B. Se
han descripto previamente, dos mensajeros,
que codifican para la cadena BBde 3.3 y 4.3
kb, tanto en el ovario como en el testículo.
Estos dos transcriptos se originan a partir de
sitios alternativos de la iniciación de Ia
transcripción (Feng et al., 1995; Dykema,
Mayo, 1994). El TGF-B ejerció su efecto
estimulatorio principalmente sobre el ARNm
de la subunidad BBde mayor tamaño.

La activina A fue aún más potente que
TGF-B en la estimulación de la producción
de inhibina B. Xiao y colaboradores ( 1992)
demostraron que activina A recombinante
incrementa de manera dosis-dependiente la
producción de inhibina en células de
granulosa de rata. Activina A es también

capaz de estimular la expresión de
subunidad a en granulosa de rata (Kubo et
al., 1998) mientras que en células de
granulosa/Iuteales humanas, la activina
puede, selectivamente, inducir la
transcripción de BB(Eramaa et al, 1995).

El co-cultivo con ovocitos inmaduros también
estuvo asociado a una estimulación selectiva
de inhibina B, de forma similar a los efectos
encontrados con TGF-B o activina. Como se
describió en el capítqu correspondiente, un
factor aún no identificado, probablemente
perteneciente a la familia del TGF-B,
producido por el ovocito, regula la función de
células de granulosa. En particular,
recientemente se ha demostrado que un
nuevo miembro de esta superfamilia, el
factor de crecimiento / diferenciación-9
(GDF-9) se expresa específicamente en el
ovocito y se requiere para la folliculogénesis
normal (Dong et al., 1996). EI GDF-9
estimula el crecimiento del folículo y se ha
descripto que es capaz de inducir la
producción de la subunidad a de inhibina
(Hayashi et al., 1999).

En el testículo, se ha descripto el papel de
las células genninales en la regulación de la
producción de inhibinas. La secreción de
inhibina por las células de Sertoli es
estimulada por la presencia de células
genninales (Foucault et al., 1994; Pineau et
al., 1990) y los niveles de subunidad a.
fluctúan en los estadios de
espennatogénesis (Mather et al., 1997).

Sin embargo, los resultados presentados
constituyen la primera demostración de un
efecto específico del ovocito en la secreción
de inhibinas por las células de granulosa,
indicando que, regulaciones paracrinas
similares existen en el ovario.

En las ratas inmaduras tratadas con
estrógenos, de las cuales se aislaron las
células de granulosa utilizadas para los
estudios in vitro, la inhibina B fue Ia forma
dimérica predominante. Esto contrasta con la
alta relación inhibina AIB observada en
cultivos de células de granulosa no tratados.
Los valores séricos determinados coinciden
con los niveles circulantes de inhibina A y B
descriptos (Woodruff et al., 1996).



Esta discrepancia entre las proporciones de
inhibinas en suero y las producidas en
células de granulosa aisladas sugiere que
factores intraováricos, como los que fueron
analizados, son capaces de desplazar Ia
relación hacia la predominancia de la
inhibina B.

Es importante señalar que el tratamiento con
TGF-B, activina o el factor(es) derivado(s)
del ovocito resultaron las únicas condiciones
experimentales en las cuales la proporción
relativa entre inhibina A y B disminuyó. Estos
resultados podrian sugerir que el gen de la
subunidad BBes un blanco específico de los
péptidos de esta superfamilia.

Utilizando cultivos de células de granulosa
de rata en estadios tempranos de
diferenciación, se encontró que Ia
producción de inhibina A es predominante.
Se ha postulado que la inhibina B es
característica de folículos preantrales
tempranos, mientras que la inhibina A es
preferencialmente secretada por células más
diferenciadas de folículos antrales (Smitz,
Cortvrindt, 1998; Fahy et al., 1995; Meunier
et al., 1988; Woodanf et al., 1996). Los
resultados que se obtuvieron indican que el
cambio en la relación de inhibinas podria ser
un reflejo del cambio en la concentración de
reguladores intrafoIiCuIares.

Las inhibinas A y B podrían ejercer un efecto
endocrino diferencial o tener acciones
autocrinas/paracrinas diferentes. Sin
embargo, hasta el momento, no se han
descripto actividades biológicas
diferenciales de ambos dímeros. Las
inhibinas A y B son igualmente potentes en
la atenuación de la secreción de FSH en
bioensayos in vitro de células de hipófisis de
rata, aunque células hipofisarias ovinas son
relativamente insensibles a la inhibina B
humana (Robertson et aI., 1997). Si bien, a
nivel ovárico, una comunicación preliminar
indica que células tecales humanas
presentan respuesta similar a ambos
dímeros en la regulación de la producción de
andrógenos (Hillier et al., 1997), son
necesarios estudios adicionales para
determinar si las inhibinas diméricas A y B

ejercen los mismos efectos paracrinos o
autocrinos.

A diferencia de otros miembros de la familia
del TGF-B, el conocimiento actual de los
mecanismos celulares involucrados en la
transducción de las señales por inhibina es
limitado (Woodruff, 1999). En este sentido,
Ia caracterización de sitios de unión de
inhibina se realizaron utilizando inhibina A
recombinante como trazador (Hertan et al.,
1999; Draper et al., 1998). Estos sitios de
unión resultan específicos para inhibina, no
se compiten por TGF-B, ni por activina, pero
no se analizó la especificidad para las
distintas formas diméricas por competencia
con inhibina B.

La pregunta que surge es, cuál podría ser el
significado fisiológico de los cambios tan
marcados en la relación de dos formas, con
actividades aparentemente idénticas.

Una posibilidad sería que las inhibinas A y B
fueran mediadores responsables de la
sincronización de diferentes eventos durante
el desarrollo folicular. De esta manera, cada
inhibina respondería a diferentes señales
ambientales actuando sobre las células de
granulosa. La inhibina A sería más sensible
a la estimulación por FSH durante etapas
tardías del crecimiento folicular, mientras
que la inhibina B reflejaría la acción de
miembros de la superfamilia del TGF-B en
folículos preantrales.

En este sentido es importante indicar que
hemos encontrado una marcada
estimulación de Ia producción de inhibina
por ovocitos. En las mismas condiciones
experimentales, los ovocitos pueden
estimular el crecimiento de las células de la
granulosa y este efecto decae con la
maduración meiótica. Si ambas actividades
son ejercidas por el mismos factor(es) se
espera una observación similar, en Ia
maduración meiótica del ovocito sobre la
producción de inhibinas.

Por otra parte, se ha demostrado que las
inhibinas pueden modular Ia maduración
meiótica de ovocitos bovinos (Stock et al.,
1997) y que en el cerdo los niveles de
inhibina en el fluido folicular están
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relacionados con el estadío de los ovocitos
(Miller et aL, 1991).

Estos datos. tomados en conjunto, apoyarían
la idea de que Ia inhibina no sólo sirve como
un marcador periférico para la progresión de
Ia gametogénesis. regulando los niveles de
FSH. sino también como un efector
paracrino, mediando la interacción entre el
ovocito y las células somáticas. durante la
maduración meiótica.



8. Conclusiones
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o El TGF-B es producido y convertido en su forma biológicamente activa por
las células de la granulosa. La producción de este factor se encuentra
regulada por gonadotrofinas y estrógenos. Por otra parte, actividad similar
a TGF-B fue detectada en extractos de fluido folicular.

o El TGF-B estimula Ia síntesis de ADN en células de la granulosa, siendo
este efecto amplificado por FSH.

o Las acciones mitogénicas autocrinas del medio condicionado por células
de la granulosa son, al menos en parte. debidas al TGF-B. Otros factores
secretados son capaces de modularsus efectos.

o La activina y el TGF-B compartirían mecanismos de señalización en
células de la granulosa. Mientras que ambos péptidos ejercen similar
acción sobre la esteroidogénesis, la activina promueve una respuesta
mayor que el TGF-B sobre el crecimiento celular.

o Las células de la granulosa expresan los ARNm de las subunidades de
activina y Ia acción autocrina de la proteína secretada se evidencia por la
inhibición con folistatina.

o Las acciones mitogénicas de FSH sobre células de Ia granulosa sólo se
evidencian cuando se encuentra en bajas concentraciones y en presencia
de factores intraováricos.

o EI TNF-a actúa como bloqueante de la acción de gonadotrofinas, tanto
sobre Ia esteroidogénesis, como sobre el crecimiento de células ováricas.

o El ovocito cumple un rol activo en el desarrollo del folículo. Factores
derivados del ovocito ejercen acciones paracrinas sobre las células de Ia
granulosa, estimulando su proliferación.

o La actividad derivada del ovocito, si bien es similar a la de miembros de la
familia del TGF-B, no es debida a factores de crecimiento conocidos, ni
tampoco es idéntica al factor que promueve la expansión del cumulus.

o La secreción de inhibinas diméricas A y B es regulada de manera
diferencial por hormonas y factores intrafoliculares.

o El TGF-B, la activina y el factor derivado del ovocito son los únicos
estímulos encontrados que ¡n vitroestimulan selectivamente Ia producción
de inhibina B. La acción de miembros de la familia del TGF-B seria Ia
responsable de Ia predominancia de la inhibina B encontrada in vivo.
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