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Resumen

El objetivo de esta tesis es el estudio de factores regulatorios, de produccion y
accién local, que controlan el desarrollo del foliculo ovarico en mamiferos. En
particular, se estudi6 el papel fisiolégico de factores relacionados con el factor de
crecimiento transformante-p (TGF-B). El modelo utilizado consistié en células de la
granulosa inmaduras de rata cultivadas en condiciones definidas. Se determiné
que las células de la granulosa producen TGF-B bioactivo, encontrandose su
secrecion bajo control hormonal. El TGF-p 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 proliferacién de manera significativamente mayor que la
realizada por el TGF-B. Factores paracrinos derivados del ovocito, probablemente
pertenecientes a la misma superfamilia, promueven el crecimiento de las células
somaticas del foliculo, 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 funciobn ovarica. Asimismo, estos factores locales ejercieron un
regulacion diferencial de la produccién de inhibinas A y B, llevando la relacién
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 intraovaricos, relacionados con el TGF-j,
juegan un papel importante en el desarrollo folicular, regulando el crecimiento y la
diferenciacion 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 transforming 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-p 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 paracrine factors, probably belonging to the
same superfamily, promote follicular somatic cells growth, indicating that the
oocyte play an active role during follicular development. 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, dimeric 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 follicular growth stages.
These results indicate that TGF-B related intraovarian factors play an important
role in follicular development, regulating granulosa cells growth and differentiation.
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Introduccién general

1.1. El foliculo ovarico

La funcién primaria del foliculo ovarico en los
mamiferos es la liberacion de un ovocito en
condiciones de ser fertilizado e involucra el
crecimiento y maduraciéon del foliculo, asi
como los procesos de ovulacion y de division
meidtica del ovocito.

El foliculo es la unidad funcional del ovario.
Estd formado por una capa exterior de
células tecales, que envuelve, por fuera de la
membrana basal, capas internas de células
de la 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 la secrecion ciclica de
gonadotrofinas hipofisarias, los distintos
compartimientos foliculares interactuan, de
manera integrada, para sintetizar esteroides
sexuales (estrégenos y progestinas) y para
producir un ovocito fertilizable. Aunque las
gonadotrofinas, que perfunden el ovario, son
los mayores reguladores del desarrollo del
foliculo, no todos los foliculos en un ovario
responden estas hormonas en un ciclo. Sélo
un nuamero limitado de  foliculos
seleccionados alcanza la ovulaciéon durante
la vida fértil, mientras que la mayoria de los
foliculos degeneran en atresia. Luego de la
ovulacion, las células de la granulosa sufren
profundos cambios en la respuesta hormonal
y en su capacidad de producir esteroides.

Figura 1.1
Foliculo ovérico
Microscopia electrénica de barrido de un foliculo ovarico
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).




Introduccién general

1.2. Desarrollo folicular

El crecimiento y diferenciacién del ovocito, y
la proliferacion y diferenciacion de las células
somaticas que lo rodean ocurre de manera
coordinada en las distintas etapas de la
foliculogénesis (Figuras 1.2y 1.3)

1.2.1.Formacién del foliculo primordial

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

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

Double-

PpSe

Eag Nests

Je-ap<ona X

Figura 1.2
Estructura del ovario y desarrollo folicular

ing
Follicle %

al meiosis, un gran proporcién de células
germinales degenera, resultando en una
pérdida de mas de un tercio de las mismas
en el ratén. En el humano, esta pérdida de
células germinales impactaréa sobre la
reserva de foliculos disponibles para futuras
ovulaciones, disminuyendo desde 7 x 10°
células germinales a las 20 semanas de
gestacion 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 la primera divisién meidtica hasta
el momento de la ovulacién (Figura 1.5).

En un estadio temprano de la diferenciacion
de la gonada femenina, las células de la
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
foliculos primordiales formado por un
ovocito (<20um) rodeado por una capa de
células de la pregranulosa no cuboides y una
membrana basal. Este foliculo permanece
quiescente hasta que se dispara su
crecimiento.

e Folide Agoracing

Alrelic Follicle

oung
=~ Corpus
Luteum

Fibrin of Clot
Coagulated Blood

Esquema del ovario mostrando los diferentes estadios del desarrollo folicular (Ham, 1965).
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CELULAS GERMINALES PRIMORDIALES
F. primordial 4
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Figura 1.4

Figura 1.3

Desarrollo del foliculo ovérico

Representacion esquematica de la evolucién de
un foliculo: primordial, primario, secundario,
terciario v nreovulatorio

1.2.2. Iniciacién de la foliculogénesis

La iniciacién de la foliculogénesis puede
reconocerse por la morfolégica cubiode de
las células de la granulosa y un incremento
de su numero (Peters, 1978), convirtiéndose
en un foliculo primario. Este periodo de
crecimiento es lento y se ha estimado que la
duracién del ciclo celular seria de 7 dias
(Hirshfield, 1989). EI momento de inicio del
crecimiento folicular depende de la especie.
En mamiferos grandes (como ovinos,
bovinos, monos, humanos) ocurre durante la
vida fetal; mientras que en mamiferos mas
pequefios (como ratén, rata, conejo,
hamster) ocurre durante el periodo perinatal
(Peters, 1978). Los factores responsables de
la regulacién de estos eventos tempranos no
se conocen y se considera que serian de
origen local. Una vez comenzado, el
crecimiento folicular continia a lo largo de
toda la vida fértil, independientemente del
estado fisiologico, de la fase del ciclo estral,
de los niveles de gonadotrofinas y aun
durante la prefiez (Edwards et al., 1977,
Pederson, Peters, 1971; Pederson, 1970).

Esquema de la oogénesis en roedores

Progresion desdes las células germinales
proimordiales a ovocitos no crecidos en el
desarrollo fetal y de etapas de la oogénesis hasta
el ovocito fertilizado en hembras adultas maduras

No existen evidencias de la existencia de
poblaciones de foliculos mas grandes de
reserva, por lo tanto una vez que un foliculo
ha comenzado su etapa de crecimiento y
diferenciacion, culminara en la atresia o en la
ovulaciéon del oovocito maduro. En la mujer,
el agotamiento de la poblacién de foliculos
primordiales estd asociada con la
menopausia.

Es interesante notar que en ciertos estados
patolégicos, como la menopausia precoz, se
produce un agotamiento prematuro de los
foliculos primordiales, sin que se hayan
descripto otras alteraciones concomitantes.
Por lo tanto, el mecanismo de reclutamiento
de foliculos primordiales constituye uno de
los enigmas fundamentales de la fisiologia
ovarica.

Si bien, algunos trabajos indican que el
numero de foliculos que comenzaran a
crecer cada dia estd ligado al numero de
foliculos arrestados (Krohn, 1967), otros
estudios indican que el numero de foliculos
primordiales en reposo no altera la tasa de
iniciacion de crecimiento (Hirshfield, 1994).
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Crecimiento foliculo preantral
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Foliculogénesis
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Representacion de los cambios morfolégicos en la foliculogénesis. Las flechas indican el comienzo y la
duracién aproximada de distintas etapas: iniciacion, crecimiento del ovocito, proliferacién de las células de
la granulosa, formacién de la capa de la teca y desarrollo del foliculo antral. También se muestran los
puntos finales de la foliculogénesis: atresia, ovulacién del ovocito y luteinizacién. Para cada foliculo se
indica el numero de células de la granulosa (GCs) en la seccién transversal mayor del foliculo.

Coincidente con la transicion de las células
de la granulosa a morfologia cuboide y el
crecimiento del ovocito, éste comienza las
secreciéon de la matriz glicoproteica
extracelular, la zona pelacida (Chiquoine,
1960). Comienza a su vez un proceso
citoplasmatico en el cual las células de la
granulosa atraviesan la zona pellcida, para
mantener un intimo contacto con la
membrana plasmatica del ovocito, formando
"gap junctions". Dada la formacién 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 foliculo
(Hirshfield, 1991).

1.2.3. Crecimiento del foliculo
preantral

Mediante una serie de divisiones mitéticas,
los foliculos primarios con una capa de

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

El crecimiento del foliculo preantral es
independiente de gonadotrofinas y parece
estar regulado por mecanismos intraovaricos
e intrafoliculares. La proliferacion de las
células de la granulosa, la diferenciaciéon e
hipertrofia de las células tecales y el
crecimiento del ovocito, son los procesos que
determinan un incremento en el diametro del
foliculo maduro (Figura 1.5).

La capa de células tecales se forma cuando
el foliculo alcanza dos laminas de células de
la granulosa y constituirda la fuente de
andrégenos para la produccion folicular de
estrégenos  (Gore-Langton,  Armstrong,
1994). Posteriormente, el foliculo secundario
diferenciado migra hacia la médula y
completa la formacién de la teca, evento
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asociado con la adquisicion de una o dos
arteriolas en sus adyacencias.

Si bien, no se conoce cual es la sefial capaz
de disparar esta transformacion de
precursores tipo fibroblasto del estroma, la
evidencia acumulada indica que sefales
paracrinas inductoras del desarrollo de la
teca provienen de foliculos preantrales con
dos 0 mas capas de células de la granulosa.
Cuando un foliculo secundario se ha
formado, desarrolla receptores para FSH,
estrégenos y andrégenos. Del conjunto de
foliculos secundarios maduros se reclutaran
aquellos que entren en la fase tonica de
crecimiento. Con la aparicién de la cavidad
antral, el foliculo secunadario se convierte en
un foliculo terciario

1.2.4. Desarrollo del foliculo antral

Durante el desarrollo folicular, la formacion
del antro folicular representa una transicién
de la regulacion primaria intrafolicular a la
regulacién extraovarica. El foliculo comienza
un periodo de crecimiento rapido y adquiere
nuevas caracteristicas. El eje hipotalamo-
hipdfisis-gonadal en la hembra integra
sefiales del cerebro, pituitaria y ovario y
produce hormonas que coordinan la
maduracién folicular con el comportamineto
sexual y la preparacion fisiolégica para la
prefiez. El hipotdlamo produce y secreta
GnRH de manera pulsatil directamente en el
sistema porta hipofisario (Everett, 1994). La
frecuencia de pulsos de GnRH es modulada
por el estado endocrino del animal, los
estrégenos incrementan la frecuencia de
pulsos y aumentan la sensibilidad de la
hipofisis anterior a GnRH. En respuesta a
GnRH, la pituitaria  anterior libera
gonadotrofinas, la baja frecuencia de pulso
favorece la secrecion de FSH, mientras que
una alta frecuencia favorece la liberacién de
LH.

Durante la primera fase del desarrollo
folicular, el crecimiento del ovocito y el
foliculo correlacionan positivamente. Una vez
que el ovocito ha alcanzado su tamario
méximo, justo antes de la formacién de la
cavidad antral, comienza una segunda fase,
caracterizada por la actividad mitética de las
células de la granulosa, la diferenciacion de

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

1.2.4.1. Estructura del foliculo antral

Las células de la granulosa no constituyen
un tejido homogéneo, pudiéndose diferenciar
tres poblaciones. Las células de Ila
granulosa murales, son las mas cercanas a
la membrana basal que serian las mas
activas en términos esteroidogénicos.
Poseen altos niveles intracelulares de
3B-hidroxiesteroide-deshidrogenasa, glucosa
6-fosfato deshidrogenasa y citocromo Pusp
(Zoller, Weisz, 1979a, 1979b) y parecen ser
las que adquieren mas 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 camulus, aquellas que rodean al
ovocito (Figura 1.6 y 1.1). En el momento de
la ovulacion, 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 seran incorporadas en el cuerpo
lUteo.

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

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

Para que el foliculo llegue hasta los primeros
estadios antrales resulta imprescindible la
accion de gonadotrofinas. Por lo tanto,
cualquier tipo de defectos (por manipulacion
farmacolégica, quirdrgica, por mutaciones
esponténeas o inducidas) en el eje
hipotalamo-hipéfiso-gonadal tienen impacto
en el desarrollo del foliculo antral.

La FSH estimula la actividad de aromatasa
en las células de la granulosa, lo que se
manifiesta en un aumento de Ia
concentracion de estrégenos intrafolicular
(Figura 1.9). Al aumentar los niveles de
estrégenos, aumenta también la sensibilidad
del foliculo a la accién de la gonadotrofina.
La FSH, en conjuncién con el estradiol
locaimente  producido, promueve el
crecimiento folicular (Rao et al., 1978),
observandose un aumento en el indice
mitético de las células de la granulosa entre
el estadio preantral tardio y antral temprano
(Rao et al., 1978; Hirshfield, 1991). Las
sefiales  desencadenadas por FSH,
interactian con estradiol para activar la
expresion de genes necesarios para la
maduraciéon del foliculo, tales como
citocromo P450 aromatasa, las subunidades
de inhibina y el receptor de LH (Hsueh et al.,
1984; Richards, 1994).

En algunos foliculos se observa un
incremento drastico de la produccién de
estrégenos, lo que se ve acompafiado por
una disminucién de los niveles circulantes de
FSH (Fritz, Speroff, 1982). Como resultado,
aquellos foliculos, con estrogenos
relativamente bajos, y elevados niveles de
andrégenos intrafoliculares, presentaran una
sensibilidad disminuida a FSH y como
consecuancia no seran seleccionados
(Figura 1.7).

Asimismo, un conjunto de factores de
produccibn local cumplen un papel
importante en el proceso de selecciéon
folicular, como se detallara mas adelante.

Por otra parte, el desarrollo del foliculo
dominante, se encuentra asociado a los
cambios ocurridos en las células tecales. La
LH circulante estimula al maximo la
produccion de andrégenos por las células
tecales-insterticiales estableciéndose asi la

unidad funcional ovérica entre células
granulosa y las células de la teca (Figura
1.9).

Se ha sugerido que en varias especies, el
foliculo dominante secreta sustancias
capaces de inhibir a los foliculos pequefios
hipsilaterales adyacentes. De acuerdo con
esta teoria el foliculo dominante tendria un
papel activo para asegurar su estatus
preferencial. Otros investigadores han
explicado la inhibicion del crecimiento de los
foliculos pequerios, como una consecuencia
del deterioro del ambiente endocrino.

1.2.5. Atresia folicular

La atresia folicular es el proceso a través del
cual degeneran los foliculos 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 caracteristicas morfologicas de la
degeneraciéon folicular descripta ajustaron
perfectamente a los criterios establecidos 90
afios después para la identificacion de la
apoptosis (Majno, Joris, 1995).

En realidad existen dos tipos del procesos de
degeneracién celular en el ovario: 1)
degeneracién de las células germinales
(“attrition”), que es responsable de la pérdida
de el mayor numero de ovocitos y ocurrié en
la etapa prenatal o perinatal, dependiendo de
la especie y 2) degeneracion folicular
(atresia) que ocurre en la vida reproductiva
postnatal (Tilly, 1996).

Se ha estimado que mas del 99% de los
foliculos degeneran en atresia en la vida
reproductiva de la mujer, mientras que
aproximadamente un 77% ocurre en el ratén
(Baker, 1963). Por lo tanto, el numero de
foliculos que se desarrollan hasta un estadio
preovulatorio es sustancialmente menor que
el de aquellos que se pierde. Los foliculos
pueden volverse atrésicos en cualquier
estadio del desarrollo, aunque en la mayoria
de los mamiferos la mayor eliminacién ocurre
entre los estadios preantral tardio y antral
temprano (Tilly, 1996) (Figura 1.5y 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 exposicion a FSH se requiere para
evitar la atresia y continuar el desarrollo (Tilly
et al, 1995; Tilly et al., 1992; Chun et al.,
1994). Los estrégenos son indispensables
para el crecimiento y maduracion del foliculo
y los foliculos atrésicos presentan una
relacion disminuida estrégenos/andrégenos
(Carson et al., 1981). El estradiol y los
andrégenes regulan la apoptosis en células
de la granulosa actuando como factores de
supervivencia o} atretogénicos,
respectivamente (Billig et 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 analisis de dinamica folicular en el
ratén, hamster y rata (Richards, 1980). El
panel superior representa el patrén 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 mariana del
proestro, extendiéndose el de FSH hasta la
manana del estro. ElI panel inferior
representa los cambios relativos en el
tamario folicular, desde un foliculo preantral
temprano, con una o dos capas de células de
la granulosa hasta foliculos antrales grandes.

El foliculo de de Graff que ovula en
respuesta al pico de gonadotrofinas de un
ciclo, en realidad comenzé su crecimiento al
menos 19 dias antes, como parte de una
poblacién de foliculos en crecimiento. Por lo
tanto, una vez que un foliculo fue reclutado
para su crecimiento, se ve expuesto a tres o
mas aumentos consecutivos de
gonadotrofinas. En la rata adulta, la mayoria
de estos foliculos crecen continuamente
hasta que, como foliculos antrales pequerios,
sufren atresia (Hirshfield, Midgley, Jr. 1978).

Solamente unos pocos foliculos entran la
etapa final de maduracién. Se ha propuesto
que el pico de hormonas del ciclo que
precede a la ovulacidon, selecciona de la

poblacién de foliculos preantrales a aquellos
que ovularan en el proestro siguiente
(Welschen, 1973; Schwartz, 1974; Richards,
Midgley Jr. 1976).

El pico de hormonas gonadotréficas ejerce
dos funciones. La LH induce la ovulacion y
luteinizacién, “ eliminando” los foliculos méas
grandes que se encuentran saludables en
proestro. El aumento de FSH, probablemente
junto con LH, selecciona para su crecimiento
la poblacién de foliculos de la cual
emergeran aquellos que se ovularan el ciclo
siguiente (Figura 1.7).

El proceso hormonal que determina cuéles
foliculos finalmente ovularan involucra,
mecanismos entre secreciones ovaricas
(esteroides y factores de crecimiento) e
hipofisarias, caracterizandose los foliculos en
crecimiento por una sensibilidad especifica a
los factores actuantes (Adashi, Rohan, 1992;
Hsueh et al., 1984; Richards, Midgley Jr.
1976; Everett, 1964).
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Crecimeinto folicular y ciclo estral

Diagrama esquematico del crecimeinto folicular en
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 foliculo,
representado como cambio en el tamafio relativo
en funcién con los dias de desarrollo (Richards,
1980).
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1.2.7. Foliculo preovulatorio y
ovulacién

El foliculo preovulatorio también es
denominado como foliculo de de Graff, en
honor a Regnier de Graff que fue quien en
1672 identifico el foliculo ovarico, si bien lo
confundié con el propio ovocito. El foliculo
preovulatorio es el que presenta una
esteroidogénesis mas activa y el que
presenta una mayor respuesta a
gonadotrofinas. Estudios en la rata, han
demostrado que las células de la granulosa
del foliculo en proestro expresan receptores
de LH en alta concentracion, produciendo
elevados niveles de AMPc en respuesta a
pico de gonadotrofinas  (Uilenbroek,
Richards, 1979). La LH, al igual que la FSH,
estimula a la adenilato ciclasa para producir
AMPc, el que activa la proteina quinasa A
(Richards et al., 1995).

El pico de LH promueve la supresién de la
expresion de la aromatasa, detiene la
division celular (Robker, Richards, 1998; Rao
et al., 1978) e incrementa la expresién de los
genes responsables de la ruptura de la pared
del foliculo y la membrana basal. Uno de
estos compuestos es el activador del
plasminégeno, que junto con otras enzimas y
sus inhibidores, esta involucrado en la
cascada de reacciones proteoliticas
necesarias para la ovulacién (Hagglund et
al., 1996, Reich et al., 1985; Beers, 1975).

Durante todo el desarrollo del foliculo, los
ovocitos crecen hasta alcanzar su maximo
tamano pero permanecen detenidos en la
profase de la primera divisibn meidtica
(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 secrecién de inhibidores de la
meiosis (Eppig, 1993).

Antes de la ovulacion, pero después del pico
de LH, se completa la primer divisién
meidtica y el ovocito pasa a denominarse
ovocito secundario, arrestado en metafase
de la segunda division meidtica. La
maduracién del ovocito se observa por la
ruptura de la vesicula germinal y la
eliminacién del primer corpusculo polar
(Eppig et al., 1994) (Figura 1.8). Solamente
si el ovocito es fertilizado, se activara el

mecanismo que determinara que se
complete la segunda division meidtica
(Figura 1.4). En respuesta al pico
preovulatorio de  gonadotrofinas  se
desencadena el proceso de mucificacion o
de expansion del cumulus, que se
caracteriza por la activa secrecion de acido
hialurénico y la expansién de la estructura de
las células del cumulus (Eppig, 1982) (Figura
1.8).

El foliculo preovulatorio representa el Ultimo
estadio del desarrollo folicular.
Posteriormente, sufrird una serie de cambios
morfologicos y funcionales en el proceso
conocido como luteinizaciéon, comenzando un
nuevo estadio de diferenciacion.

Figura 1.8

Maduracién del ovocito y expansién del cumulus
Panel supenior. microfotografias de ovocitos de
ratén cultivados in vitro. a: Ovocitos aislados
arrestados en la primera profase meiética, donde
es visible la vesicula germianl (gv); b: ovocitos
que sufrieron la ruptura de la vesicula germinal y
condensacién de cromosomas; ¢: ovocitos
arrestados en metafase Il, que completaron la
primera divisién meiética, con expulsién del primer
corpusculo polar (Wassarman, Albertini, 1994).
Panel inferior: Secuencia de fotografias de
complejos cumulus-ovocito (COC) de ratén luego
de inyeccion de hCG. a: COC control, donde se
observa la vesicula germinal; b: COC aislado a
las 3 hs de aplicar hCG, que ya sufrié la ruptura
de la vesicula germinal; ¢: COC aislados 6 hs
post-hCG, sélo las células del cumulus externas
expandieron; d: Expansién del cumulus completa,
observada 9 hs. post-hCG (Eppig, 1982).
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1.3. Regulacién hormonal

La proliferacion y diferenciacion de las
células de la granulosa involucra Ila
transformacion de la célula inmadura en una
totalmente madura, bajo la influencia de
seflales hormonales endocrinas, paracrinas
y  autocrinas. Para realizar esta
transformacién, las células de la granulosa
adquieren la capacidad de interactuar de
manera especifica y sincronizada con las
seflales hormonales que dirigen los
procesos de crecimiento y maduracion
folicular.

Los mecanismos responsables de Ia
regulaciébn de la seleccién y dominancia
folicular se conocen sélo parcialmente. En
esta tesis se enfoca el papel que cumplen
factores intraovaricos, asi como hormonas
hipofisarias en la regulacién de la funcién de
las células de la granulosa.

1.3.1. Gonadotrofinas

La hormona foliculo estimulante (FSH)
ejerce sus funciones a través de receptores
especificos que se localizan exclusivamente
en células de la granulosa.

El receptor de FSH, al igual que el receptor
de LH, son proteinas integrales de
membrana con siete dominios
transmembrana caracteristicos de los
receptores acoplados a proteina G. La unién
de la hormona a su receptor promueve, a
través de una proteina Gs, la activacion de
la adenilato ciclasa, que incrementa los
niveles de AMPc. La proteina quinasa A
transduce la sefal de cAMP (Taylor et al.,
1990), cuyo resuitado es la fosforilacién en
serina y treonina de un gran numero de
proteinas, asi de cambios especificos en la
expresion de genes (Richards, 1994). Un
factor transcripcional de union a elementos
con respuesta a cCAMP (CREB) es capaz de
ser activado por fosforilacion por proteina
quinasa A (Richards, 1994). La interaccién
de CREB con otros factores de transcripcion

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

En la rata, estudios in vivo e in vitro indican
que la FSH incrementa la expresion de sus
propios receptores en células de la
granulosa (lreland, Richards, 1978; Richards
et al., 1976). Esta regulacién homdloga de
los receptores para FSH en células de la
granulosa es amplificada por el estradiol, si
bien el esteroide no modifica la expresion
basal (Ireland, Richards, 1978; Louvet,
Vaitukaitis, 1976). Consecuentemente,
cambios en la producciéon de estradiol por
los foliculos preantrales seleccionados
podrian modular la respuesta a FSH a través
de un aumento del numero de receptores
para la gonadotrofina.

A diferencia de la presencia de receptores
de FSH en células de la granulosa, los
receptores de LH se expresan en las células
tecales y sblo se encuentran en células de la
granulosa de foliculos preovulatorios
grandes (Amsterdam et al., 1975; Richards
et al., 1976). El tratamiento con FSH, tanto in
vitro como in vivo, induce la expresién de
receptores para LH en células de la
granulosa (Piquette et al., 1991; Erickson et
al, 1979). La induccién de los receptores
para LH por FSH, es aumentada por la
presencia de estrégenos (Rani et al., 1981).

Una de las principales acciones de FSH es
la de promover la sintesis de estradiol a
través de la induccién de la aromatasa en
células de Ila granulosa, enzima que
convierte  andrégenos a  estrégenos
(Erickson, Hsueh, 1978; Armstrong, Papkoff,
1976). La biosintesis de estradiol requiere la
interaccién de las células de la granulosa
con las células de la teca.

En la tabla 1.1 se resumen algunas de lasa
funciones de la célula de la granulosa que
son reguladas por FSH.
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1.3.1.1. Esteroidogénesis ovarica

Los mas conocidos e inicialmente mejor
caracterizados productos de secrecion del
foliculo son las hormonas esteroideas. En
todos los mamiferos, los tipos celulares
involucrados en la esteroidogénesis folicular
son dos tipos basicos:

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

(b) las células de la granulosa que son
sensibles a la hormona foliculo
estimulante (FSH) y que sdlo
posteriormente en la maduracion
folicular adquirirdan la 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
expresion de distintas enzimas
esteroidogénicas. La cooperacion entre las
células de la teca y de la granulosa en la
biosintesis de estrogenos constituye lo que
se conoce como la teoria de dos células, dos
gonadotrofinas (Gore-Langton, Armstrong,
1988) (Figura 1.9).

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

En las células de la granulosa, las vias
esteroidogénicas se encuentran organizadas
principaimente para el metabolismo de
esteroides Cg (andrégenos) y para la
sintesis de novo de progesterona y sus
metabolitos C,; (Hsueh et al., 1984). Las
células de granulosa responden a FSH
incrementando la actividad de

aromatizacion, promoviendo la conversion
de los andrégenos sintetizados por las
células tecales a estrogenos (Erickson,
Hsueh, 1978; Hsueh et al., 1984). Por otra
parte la via de biosintesis de progesterona
en células de granulosa es tipica de todas
las células esteroidogénicas, que involucra
la conversion de colesterol en
pregneneolona y luego hacia progesterona.

(_:x Fslﬂ
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Figura 1.9

Esteroidogénesis. Representacion del modelo dos
células, dos gonadotrofinas

Regulacién de la esteroidogénesis en el foliculo
ovarico: cooperacion entre las células de la
granulosa y de la teca. las flechas representan
pasos reaulados positivamente.

Tabla 1.1
Parédmetros funcionales estimulados por FSH en
células de granulosa en cultivo

1. Estimulacién de la esteoidogénesis
a. Biosintesis de estrégenos
Induccién de aromatasa
b. Biosintesis de progesterona y 20a-
dihidroP
Induccién de citocromo P450 scc
de 3p-HSD y de 20a-HSD

2. Induccién de receptores
a. Receptores de FSH
b. Receptores de LH
c. Receptores de lipoproteinas

3. Secrecion de productos no esteroideos
a. Inhibina
b. Activador del plasminégeno
c. Proteoglicanos

4. Estimulacién de funciones celulares generales
a. Sintesis de ADN
b. Sintesis proteica
c. Captacién de glucosa y formacion de
lactato.
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1.3.2. Estrégenos

Los estrogenos ademas de los multiples
efectos sistémicos, ejercen una accion critica
a nivel ovérico (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
estrégenos promueven la division celular
(Rao et al., 1978; Bradbury, 1960) y ejercen
un efecto antiatrético directo (Payne,
Hellbaum, 1955; Ingraham, 1959). Por otro
lado, el estradiol y sus agonistas tienen una
funcibn importante en la promocién 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 estrégenos ejercen un efecto sinérgico
con gonadotrofinas a diferentes niveles,
incluyendo la promocién del crecimiento
ovarico (Goldenberg et al., 1972) , la
formacion de receptores de LH y FSH
(Louvet, Vaitukaitis, 1976; Richards et al.,
1979) y aumento de actividad de aromatasa
(Adashi, Hsueh, 1982).

Por lo tanto, los estrégenos regulan la propia
produccion de estradiol por las células de la
granulosa (Figura 1.9). Esta capacidad de
los estrdgenos de aumentar la actividad de
la enzima que lo forma a partir de
androgenos, seria responsable del aumento
exponencial de los niveles de estradiol.
Segun algunos autores ésta forma de
autoamplificacién podria jugar un papel
central en el proceso de seleccion folicular,
asi como en el establecimiento de la
dominancia (Hsueh et al., 1984). El(los)
foliculo(s) seleccionado(s) reducen los
niveles de FSH, a través de la alta
produccion de estradiol, impidiendiendo la
maduracion de otros foliculos. Sin embargo,
los foliculos seleccionados contindan su
desarrollo aun con los niveles de FSH
disminuidos.

Tabla 1.2
Efectos de estrégenos en células de granulosa
en cultivo

1. Proliferaciéon de células de la granulosa
(crecimeinto de foliculos)

Acciones anti-atréticas

Formacion del antro inducida por FSH
incremento de receptores de estrégenos
Amplificacion de la expresion de receptores
de FSH y LH, estimulados por FSH
Amplificacion de la accién de FSH sobre
induccién de la aromatasa

@ vswN

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

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

El patrén de proliferacion y diferenciacién de
células de la granulosa, que caracteriza el
desarrollo natural del foliculo, puede
reproducirse en ratas hipofisectomizadas por
un régimen hormonal especifico (Rao et al.,
1978; Richards, 1980). Inyecciones de
estradiol durante 3 dias, seguidas por la
aplicacion de FSH durante 2 dias, estimula
la proliferacién de célutas de la granulosa y
el crecimiento del foliculo hasta un estadio
preovulatorio. Esta combinacion de
hormonas incrementa el contenido de ADN y
la proporcion de células de la granulosa
marcadas después de administrar [*HJ-
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,
deregulacion o) insensibilidad a
gonadotrofinas, como los modelos de ratén
hipogonadal (Mason et al., 1986), con
delecién de la subunidad B de FSH (Kumar
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et al., 1997) o del receptor de la hormona
(Dierich et al., 1998). Los ratones deficientes
en el receptor de estrégenos tipo-o también
presenta crecimiento folicular anormal e
infertilidad (Lubahn et al., 1993), aunque el
desarrollo de los foliculos hasta estadio
antral se deberia a la presencia del receptor
de estrégenos tipo-B en las células del
foliculo (Byers et al., 1997). Estos modelos
han indicado que gonadotrofinas vy
estrégenos son los principales factores
tréficos que controlan la proliferacion y
diferenciacion de células de la granulosa in
vivo, en fases posteriores al foliculos
preantral.

El efecto mitogénico de estas hormonas ha
sido dificil de demostrar en los sistemas de
cultivo comunmente utilizados para el
estudio de la diferenciacién 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 al,
1986; Hammond, English, 1987). Sin
embargo, utilizando un sistema de cultivo de
células de la granulosa de rata en alta
densidad, la combinacibn de FSH vy
esteroides sexuales, en concentraciones
fisiologicas, pueden ejercer un efecto
pronunciado sobre la sintesis de ADN (Bley
et al., 1997).

Si bien desde hace muchos afios se ha
reconocido que FSH induce la proliferacién
de células de la granulosa, recientemente se
ha comprendido el mecanismo molecular de
su acciéon mitogénica. Se ha demostrado que
FSH activa directamente la expresion de
ciclina D2 en células de la granulosa de rata
en cultivo, siendo la ciclina D un componente
esencial para la progresion en |la fase G1 del
ciclo celular (Robker, Richards, 1998). En el
ratén deficiente en ciclina D2, 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 produccién de estradiol,

indicando que la transduccion de sefales 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 intraovaricos modulan localmente
sus acciones (Adashi, Rohan, 1992,
Greenwald, Roy, 1994). La participacién de
factores paracrinos y autocrinos, que
sensibilizan a la accién de gonadotrofinas,
constituiria un mecanismo que explicaria,
mas cabalmente, la estimulacién por estas
hormonas del crecimiento de las células de
la granulosa en la seleccion folicular.

1.3.4. Reguladores peptidicos
intraovaricos

Los estadios mas tempranos del crecimiento
folicular son aparentemente independientes
de las gonadotrofinas circulantes
(Greenwald, Roy, 1994; Richards, 1980). Por
ello, se asume que la iniciacion del
crecimiento folicular estd regulada por
factores ovaricos autocrinos y paracrinos.
AUn después de la formacién del antro,
cuando el desarrollo folicular es dependiente
de las gonadotrofinas y los estrégenos, los
procesos de crecimiento y seleccién folicular
no son explicables exclusivamente por
accién de estas hormonas.

1.3.4.1. Factores de crecimiento y
diferenciacién

El término factor de crecimiento se utiliza
para describir un grupo amplio y diverso de
péptidos que coordinan aspectos de
interaccion entre células. Los factores de
crecimiento ejercen sus acciones sobre las
células proximas 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 desarrolio
embrionario, crecimiento somatico,
maduracién reproductiva, respuesta a
injurias, inflamacibn o transformacién

neoplasica. Todos estos procesos requieren
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proliferaciéon celular (hiperplasia), extension
de las células existentes (hipertrofia) y
apoptosis.

La foliculogénesis ovarica es un proceso
dindmico caracterizado por una estrecha
coordinacion en la  proliferacion vy
diferenciacién de los distintos tipos celulares
somaticos del foliculo, y de estos procesos
con el crecimiento y maduracion del ovocito.

Las gonadotrofinas son los reguladores
primarios de la foliculogénesis, a través de
mecanismos endocrinos clasicos. Ademas
de estos mecanismos sistémicos, se ha
revelado que mecanismos adicionales
intraovaricos se encuentran involucrados en
el control del desarrollo folicular. El control
local de la funcion ovérica esta constituido
por un complejo sistema regulatorio que
modula la respuesta del foliculo a las
gonadotrofinas circulantes. La gran mayoria
de los trabajos se han focalizado sobre la
accibn de factores de crecimiento. Dado que
los mismos estan involucrados en procesos
de regulacion en una gran variedad de
tejidos, parecen ser candidatos légicos para
ejercer dicha funcién en el ovario.

El foliculo ovarico produce una amplia
diversidad de factores de crecimiento
peptidicos y se han descripto acciones
locales para un numero 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
(accibn autocring) o presentes en otros tipos
celulares dentro del foliculo en desarrollo
(accién paracrina). Por otra parte, existirian
mecanismos adicionales mediante los cuales
las células en contacto pueden controlar su
funciobn a través de accién yuxtacrina
(activacion de receptores en células
adyacentes por factores de crecimiento
unidos a la membrana) y a través de
mecanismos intracrinos (sin  secrecion,
regulando la funcion de la misma célula o de
células conectadas a través de uniones
estrechas)

Tabla 1.3
Potenciales reguladores autocrinos o paracrinos de la funcién ovérica

IGF-I EGF FGF

IGF-II TGF-a VEGF

IGF-BPs HepB-EGF like HGF

- Zg?’: GnRH-like

Activina Steel factor (igando de ki) Ponayandotonsina
Inhibina VIP

Folistatina TNF-a Sustancia P

MIS IL-1, IL-6 Catecolaminas
GDF-9 IL-12, IL-8, IL-2 GABA

BMP-3, BMP-15 LIF Adenosina

IGF: insulin-like growth factor, BP: binding proteins, MIS: miillerian inhibiting substance, TGF: transforming
growth factor, GDF: growth differentiation factor, BMP: bone morphogenetic protein, EGF: epidermal growth
factor, PDGF: platelet-derived growth factor, NGF: nerve growth factor, TNF: tumor necrosis factor, IL:
interleukin, 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 autocrino o
paracrino de la funcién ovérica:

1. debe demostrarse produccion local del
regulador, ya sea por expresién de su
ARNm, sintesis de la sustancia in vitro y
localizaciébn inmunoguimica en las
células

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

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

4. su accién debe estar modulada a nivel
local, por una proteina ligadora, por
formacién a partir de una forma inactiva
precursora o por su metabolismo

5. debe ejercer una funcién regulatoria in
vivo.

Idealmente, sdlo aquellas moléculas que
cumplan estos criterios podrian considerarse
reguladores intragonadales.

Estudios fisiologicos, bioquimicos,
farmacol6gicos y moleculares han provisto
gran informacién acerca de potenciales
mecanismos de control intragonadal. Sin
embargo, hasta el presente, un numero
importante de  posibles reguladores
paracrinos o autocrinos de |a funcidn ovérica
no han sido evaluados de manera completa
y rigurosa.

En algunos casos, factores proteicos no se
han caracterizado quimicamente de manera
completa, analizando distintas formas
generadas por modificaciones  post-
transcripcionales (variantes de “splicing”) o
post-traduccionales (como variantes de
glicosilacion). En otros casos, no se ha
obtenido evidencia certera de su produccién
local, probablemente debido a que son
producidos en pequefias cantidades vy
sujetos a una rapida degradacion. En la
mayoria de los casos, la funcién gonadal se
ha deducido de modelos in vitro. No
obstante, la relevancia fisioldgica de estas
observaciones no ha sido claramente
establecida. En particular, ha resultado
dificil 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
tecnologias de animales transgénicos
permite alterar la expresibn de un gen
seleccionado y observar el efecto in vivo
sobre el desarrollo y funcién del tejido. La
utilizacién de este tipo de abordajes, al
estudio de la gonadogénesisis y la
regulaciébn de la foliculogénesis esta
demostrando de manera contundente la
funcion de distintos genes que se
encuentran implicados en la regulacion
folicular.

A continuaciébn se realiza una breve
descripcion del sistema intraovarico del IGF-
|, como ejemplo representativo de regulador
peptidico intraovarico, mientras que en los
capitulos siguientes de esta tesis se
analizard en detalle la funcién de otros
reguladores locales, tales como TGF-§
(mddulo 1), activina (médulo Il), inhibina
(mbdulo V), TNF-a (médulo Ill) y factores
derivados del ovocito (médulo V)

1.3.4.2. EI factor de crecimiento
similar a insulina de tipo |,
IGF-1

El IGF-l, es una molécula ubicua formada
por 70 aminoéacidos, y se lo ha postulado
como uno de los posibles reguladores
intragonadales (Adashi et al., 1985).

Gran cantidad de informacién sugiere la
existencia de un sistema IGF intraovarico ya
que es un sitio de produccion, recepcién y
accion del IGF-1 (Adashi, 1993), Se ha
establecido claramente en varias especies,
que el ovario, y en particular las células de
la granulosa, expresan IGF-I y su sintesis se
encuentra regulada hormonalmente (Hsu,
Hammond, 1987, Hammond et al., 1985;
Oliver et al., 1989, Hammond et al., 1988;
Murphy et al., 1987; Hernandez et al., 1989).
Si bien la expresion de IGF-I se encuentra
restringida a células de la granulosa, tanto
éstas como las células tecales presentan
receptores especificos y son blanco de
accion del IGF-l (Poretsky et al., 1990;
Tsafriri, Adashi, 1994, Adashi et al, 1988;
Adashi et al., 1988). La accién del IGF-l se
encuentra sujeta a modulacién a través de la
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elaboracién local de proteinas ligadoras
(Clemmons, 1990; Ooi, 1990).

Se han descripto multiples acciones ovaricas
de este factor, postulandose un efecto
amplificador de la accién de gonadotrofinas
en el crecimiento y diferenciacién (Barafao,
Hammond, 1984; Bley et al., 1992; Adashi et
al., 1985) y por lo tanto en el proceso de
seleccion folicular.

El raton deficiente en IGF-l1 presenta un
fenotipo idéntico al knock-out de FSH, es
decir el desarrollo del foliculo se bloquea en
estadio preantral (Zhou et al., 1997). La
ausencia de IGF-I disminuye la expresion 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
maduracion de las células de la granulosa in
vitro y han dilucidado el control hormonal de
su diferenciacion, estudiando aspectos como
la biosintesis de esteroides, la regulacién de
los receptores de gonadotrofinas, la
comunicacion intercelular o la regulacién de
la expresion de diversos genes involucrados
en estos procesos (Hsueh et al., 1984). Sin
embargo, los mecanismos de regulaciéon de
la proliferacién de estas células han sido
comparativamente menos estudiados.

Un numero 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 adhesion celular,
el mantenimiento y el crecimiento in vitro.
Sin embargo, las células de la granulosa
estan separadas de los vasos sanguineos y
de las células de la teca por una membrana
basal que rodea al foliculo y que disminuye
el acceso a numerosos factores presentes
en la circulacion. El reemplazo del suero por
medios definidos ha puesto en evidencia
respuestas que permanecian 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 proliferacién y
diferenciacion de células foliculares. Dicho
modelo consiste en cultivo de células de la
granulosa obtenidas de foliculos preantrales
de ratas inmaduras luego del tratamiento con
implantes conteniendo dietilstilbestrol (DES),
un agonista de estrégenos. Las células
fueron cultivadas sobre una matriz de
colageno y mantenidas en medio definido,
libre de suero, en presencia de diferentes
factores.

El modelo experimental elegido provee una
serie de ventajas:

1) Las células se encuentran en un estado
relativamente indiferenciado.

2) EIl tratamiento con estrégenos in vivo
induce la formacién de mdltiples foliculos
preantrales y provee un numero de
células relativamente homogéneas en un
mismo estado de desarrollo,

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

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

5) Los cultivos primarios de granulosa, a
diferencia de la mayoria de las lineas
celulares obtenidas, mantienen
respuesta hormonal y funciones
fisiologicas semejantes a las condiciones
in vivo, tanto en la regulacién de la
esteroidogénesis como en la
modulacion del crecimiento.

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

1) Los métodos in vitro no tienen en cuenta
cambios en la  vasculatura vy
microcirculacién  folicular, importante
para el acceso de hormonas a los
foliculos 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 relacion con los complejos
cumulus-ovocito

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



1.5. Objetivos



Objetivo general

En el desarrollo del foliculo ovarico, las células de la granulosa adquieren la
capacidad de interactuar de manera especifica y sincronizada con las sefales
hormonales, paracrinas y autocrinas que dirigen los procesos de crecimiento y
maduracién folicular.

Los mecanismos responsables de la regulacion de la seleccién y dominancia
folicular se conocen sélo parciaimente. El objetivo general de esta tesis es
estudiar e/ papel fisiolégico que cumplen factores peptldicos intraovaricos, asi
como hormonas hipofisarias en la regulacién de la funcién de las células de la
granulosa.

Objetivos particulares

A los efectos de facilitar la presentacion y el andlisis de los resultados obtenidos,
esta tesis ha sido dividida en médulos correspondientes a los distintos factores
estudiados.

Los objetivos particulares son:

I. Determinar si el TGF-f es un regulador autocrino de la funcién folicular.
Estudiar la produccién de este factor por células de la granulosa, la regulacién
hormonal de su biodisponibilidad, y los efectos sobre el crecimiento de estas
células.

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

Ill. Estudiar el efecto del factor de necrosis tumoral-a sobre la regulacién
hormonal de la funcién de las células de la granulosa

IV. Analizar acciones parcninas del ovocito, modulando el crecimiento de las
células sométicas del follculo

V. Establecer la regulacién de la produccién de inhibinas diméncas por
hormonas y factores intraovaricos, en particular por TGF-pB, activina y factores
denivados del ovocito.



2. Materiales y métodos
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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 (IGF-1) fue comprado a
Bachem California (Torrance, CA), el factor
de crecimiento transformante-p1 (TGF-B1)
de plaquetas porcinas, a R&D Systems
(Minneapolis, MN), el factor de necrosis
tumoral-a recombinante de ratén (TNF-a) a
Genzyme Diagnostics (Cambridge, MA).
Activina A fue provista por gentileza del Dr.
H. Sugino (University of Tokushima, Japén).
La [metil-*H]-timidina, [*S)metionina, [*H]-
pregnenolona,  [*H]-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
colageno fue preparado a partir de cola de
rata como se describié previamente (Bley et
al., 1992).

2.2. Obtenci6n y cultivo de células de la
granulosa

Ratas inmaduras (21 a 23 dias) fueron
tratadas con implantes de dietilestilbestrol
(5mg DES/implante) por 4 dias (Bley et al.,
1992). Los ovarios fueron liberados de tejido
conectivo y adiposo y se trataron
secuencialmente con una solucién de EGTA
6,8 mM y sacarosa 0,5 M en medio de cultivo
(DMEM:F12, conteniendo Hepes 10 mM,
pH:7,4). Las células fueron obtenidas por
extrusién a través de una malla de nytex,
resuspendidas en medio de cultivo y
purificadas por colchon de Percoll (40%). La
viabilidad se evalu6 por exclusion de azul de
tripan.

Las células fueron cultivadas en placas
multiples (Nunc de 96 celdas) en medio
DMEM:F12 (1:1), suplementado con
bicarbonato de sodio (2.2 g/l) conteniendo
gentamicina (40ug/ml), en placas de cultivo
cubiertas con colageno purificado de
tendones de cola de rata.

La densidad inicial de plaqueo fue de 3 x 10°
células viables/ cm? (equivalente a 100.000
células/pocillo), excepto que se indique lo
contrario. Los cultivos se incubaron a 37°C
con 5% CO,. Luego de 2 horas, se removid

el medio para remover las ceélulas no
adheridas y se reemplazé por medio fresco
conteniendo las hormonas y factores segun
el disello experimental. Todos los cultivos
celulares se realizaron en ausencia de
suero.

2.2.1. Incorporacién de timidina

La sintesis de ADN se determind por
incorporacion de *H-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 estimulacién, se agregé la
timidina tritiada (4uCi/ml) y los cultivos se
cosecharon a las 48 de sembradas sobre
filtros de fibra de vidrio (Wathman GF-C),
usando un cosechador automatico (Nunc).
La radioactividad fue medida en un contador
de centelleo liquido.

2.2.2. Determinacién de ADN

La determinacién de ADN de los cultivos
celulares fue realizada usando el compuesto
fluorescente Hoechst H33258 como se
encuentra descripto (Labarca, Paigen,
1990). Se removi6 el medio, se sonicaron las
células e incubd con el reactivo (100ug/ml),
midiéndose la fluorescencia en un
espectroflubmetro (Jasco FP-777) a las
longitudes de onda de excitacién y emisién
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
numero de células vida se determind en
hemocitébmetro en cultivos cuadruplicados.

2.2.4. Indice de marcacién

Para determinar el porcentaje de células que
sintetizaron ADN, las células se cultivaron
en placas de 35 mm cubiertas con colageno.
La marcacién se realizé6 en las condiciones
anteriormente descriptas. La incubacién se
detuvo y se fijaron las células con lavados
en frio con PBS, con 5% Acido tricloroacético
y con etanol. Las placas se procesaron para
la autorradiografia. El porcentaje de células
marcadas se determind contando al menos
500 células/placa (Bley et al., 1992).
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2.3. Cultivo de céiulas BGC-1

La linea de células de la granulosa bovinas
(BGC-1), fue obtenida en nuestro laboratorio
por inmortalizacion espontanea, a partir de
cultivos primarios de células de la granulosa
bovinas (Bernath et al., 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 g/l)
conteniendo 5% de suero de ternero
neonato (NCS) a 37°C en atmésfera humeda
con 5 % de CO, hasta alcanzar
subconfluencia (4 x 10° células/placa),
momento en que fueron resuspendidas por
tripsinizacién y sembradas a baja densidad.
Para los experimentos de sintesis de ADN,
las células BGC-1 fueron sembradas a una
densidad de 3000 -células/pocillo sobre
colageno 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). Al cabo de 24
horas se cosecharon los cultivos.

2.4. Cultivo primario de células de la
granulosa bovinas

Las células de la granulosa fueron aisladas
de foliculos pequerios (28 mm) por
aspiracién. Los glébulos rojos se eliminaron
por medio de una exposicién breve (20
segundos) en agua destilada. Las células
fueron cultivadas en medio DMEM:F12 (1:1),
suplementado con bicarbonato de sodio (2.2
g/l), en presencia de 10% de NCS vy
antibidticos (Lemer et al, 1995). La
incorporacién de timidina tritiada se evalué
con el mismo protocolo que en las células
BGC-1.

2.5. Obtenciébn de ovocitos bovinos

Los ovocitos fueron obtenidos a partir de
ovarios bovinos provenientes de animales
sacrificados para consumo, en un frigorifico
cercano (Frigorifico  Rioplatense). Los
ovarios recién extraidos se transportaron
hasta el laboratorio en un termo con solucion
fisiologica a 25 - 30°C y fueron procesados
en un lapso menor a cuatro horas.

Los ovocitos fueron obtenidos por puncién
de foliculos antrales de 2 a 8 mm de
didmetro, utilizando jeringas de 6 cc. y
agujas 18G. El material recolectado se dejé
decantar durante 20 minutos y se lavé con

PBS, con el agregado de 2% de suero de
ternero, penicilina (100Ul/ml) y
estreptomicina (100ug/ml).

La recoleccidn y seleccién de los ovocitos se
realizd en el mismo medio de lavado, en
placas de 100 mm de didmetro. 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. Maduracién de ovocitos in vitro
(IVM)

La maduracion de los ovocitos
seleccionados se realiz6 en placas de 4
pocillos (Nunc), durante 24 horas, a 39°C en
atmésfera humeda con 5% CO, Se
colocaron 50 complejos cumulus ovocito en
500 ul de medio TC 199 con 5% de suero
fetal bovino (FBS), oFSH (200 ng/ml) y
antibidtico, y fueron cubiertos con 2 m! de
aceite mineral.

Para inhibir la maduracién espontanea in
vitro, un grupo de complejos cumulus-ovocito
se cultivaron en el mismo medio en
presencia de cicloheximida (10ug/ml). Luego
de 24 hs, los ovocitos fueron denudados y
lavados 3 veces en medio CR1aa antes de
su utilizacién.

2.7. Determinacién de la maduraclén de
ovocitos

Luego de 24hs de cultivo, se evalud la
maduracién de ovocitos por la tincién de
Hoechst (Pursel et al., 1985). Los ovocitos
se lavaron en PBS y se incubaron en una
solucién de Hoechst 33342 (50ug/ml en
CR1aa) 60 min a 39°C. La maduracion
nuclear se evaludé con un microscopio de
fluorescencia y los ovocitos se clasificaron
en inmaduros con vesicula germinal (GV) o
maduros con ruptura de la vesicula germinal
(GvBD).

2.8. Obtencién de ovocitos de rata

Los ovocitos de rata fueron aislados a partir
de ovarios de rata Sprague-Dawley
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inmaduras (25 dias) como se describi6
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 incubacién a 37°C con agitacién
constante, se agregé 1 % de BSA y se filtrd
a través de una malla de nylon de 200um. EI
filtrado se centrifugé a 190xg durante 2 min.
y el pellet se resuspendié6 en TC199 con
24mM EGTA. Tres minutos después se
centrifugo, resuspendi6 en TC199 y se agitd
con vortex 2 min.

2.9. Obtencién de complejos cumuius-
ovocito (COC) murinos y remocién
del ovocito

Los ovarios fueron obtenidos a partir de
ratones BALB/c de 23-25 dias tratados con 5
Ul de gonadotrofina de yegua prefiada
(PMSG) 44 a 48 hs antes de su utilizacion.
Los COCs fueron obtenidos por puncién de
foliculos antrales con agujas 25G en medio
TC199-H suplementado con 5% de FBS y
antibiético. La remocién de los ovocitos de
los complejos aislados (ovocitectomia) fue
realizada por medio de micromanipulacion
segun la técnica descripta por Vanderhyden
y col.(1990) con la colaboracién del Dr.
Marcelo Rubinstein (INGEBI). Brevemente,
usando un microscopio invertido Leitz
Labovert FS y dos micromanipuladores Leitz,
los COC fueron sujetados por succién con
una de las pipetas (holding). Con otra pipeta
de punta fina el COC fue atravesado
penetrando en la pipeta holding. El
contenido del ovocito es succionado a través
de westa ultima, resultando complejos
ovocitectomizados, donde la estructura
tridimensional del COC fue conservada.

2.10. Determinacién de la expansién de
fas céluias del cumulus en
complejos intactos y
ovocitectomizados

Los COCs y los complejos

ovocitectomizados (OOX) fueron colocados

en gotas de 25 ul de medio TC 199 con 2.2
g/l de bicarbonato suplementado con 5% de

FBS y antibidticos. Se agregé oFSH
(500ng/ml) como promotor de la expansion
def cumulus. Las gotas fueron cubiertas con
aceite mineral y los complejos fueron
cultivados durante 18 hs a 37°C en 5% de
CO,. Luego de la incubacién, se determiné
la expansion de las células del cumulus
segun una escala subjetiva (0 a +4)
descripta por Vanderhyden y col.(1990). E!
valor 0 indica que no hay expansion,
mientras que el valor +4 indica expansion
maxima de las células, incluida la corona
radiata.

2.11. Determinacién de esteroides

E! efecto de los distintos tratamientos sobre
la produccién de esteroides se evalud por
radioinmunoensayos especificos de
progesterona y estradiol (Baraiao et al.,
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 |la determinacion
de estradiol se afadi® a los cultivos
androstenodiona (0.35 uM) como sustrato
aromatizable.

2.12. Determinacién de AMPc

Las determinaciones de AMPc se realizaron
en duplicados de cultivos por
radioinmunoensayo. Para la medicién de los
niveles intracelulares a la 1-3 horas de los
estimulos se aspir6 el medio, se agregd
agua destilada fria, se dejé 30 minutos y se
congel6 a -20°C. El AMPc extracelular
acumulado en 48 hs. se ensay6 en alicuotas
del medio de incubacién. Todas las muestras
fueron tratadas a 100°C por 3 min. para
eliminar cualquier actividad de
fosfodiesterasa. EI AMPc se acetilé6 usando
anhidrido acético/ tetraetilamonio (Steiner et
al., 1969) y se realiz6 el radioinmunoensayo
utilizando un  anticuerpo  especifico
(Chemicon). El nucleétido se marcé con
Na'®| usando el método de cloramina T
limitante y se purificé por cromatografia en
placa delgada (TLC) en celulosa, para su
utilizacion en el RIA.
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2.13. Enzimo-inmuno ensayo para
inhibinas diméricas (ELISA)

Las células de granulosa se cultivaron por
72 hs. en presencia de los distintos
estimulos. Los niveles de inhibinas Ay B en
los medios condicionados fueron
determinados por enzimo-inmunoensayos de
dos sitios (ELISA) especificos para cada uno
de los péptidos como se describid
previamente (Groome et al., 1994; Groome
et al, 1996). Brevemente, los MC se
diluyeron en FCS (suero fetal bovino) de
acuerdo a la cantidad de inhibina presente.
Antes de la determinacion, las muestras y
los standards se trataron con medio volumen
de SDS 6% y fueron calentados a 100°C por
3 min. A continuaciéon las muestras se
trataron con una solucién de H;O, por 30
min. a temperatura ambiente. Se utilizd un
sistema de amplificaciéon 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
reaccion 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 variacion
intra- e inter-ensayo fueron menores que
10% para ambos ensayos. Se realizaron
validaciones para la utilizacion de estos
ensayos para la deteccidbn de inhibina de
rata. La comparacién 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 desviacion
significativa del paralelismo (Figura 2.1)

2.14. Marcacién y electroforesis en geles

Las células fueron -cultivadas como se
describe previamente durante
aproximadamente 68 horas, el medio de
cultivo fue removido, se agregd medio
DMEM libre de metionina con metionina[**S]
(50 pCi/ml) y se incubd por 3 horas a 37°C.
Al finalizar el periodo de marcacion, el medio
fue colectado y las proteinas celulares
fueros extraidas con SDS 10% por 10
minutos. Se guardaron a -20 °C para su
posterior analisis.
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Figura 2.1: Anélisis de paralelismo ELISAs para
inhibina A o inhibina B.

Diluciones sucesivas de standards humanos de
inhibina A, inhibina B 0 medios condicionados por
células de granulosa de rata se analizaron en los
inmuno-ensayosensayos para cada una de las
inhibinas diméricas. Los gréaficos insertados
corresponden a los datos luego de la
transformacién logaritmica y las regresiones
lineales obtenidas. La comparacién de las
pendientes no indic6 apartamiento  del
paralelismo.

Alicuotas de los medios de incubacién
fueron precipitadas con TCA: 5-10ul de las
muestras se agregaron a 1 ml de agua
conteniendo 1 mg/ml de BSA en frio. Se
agreg6 un volumen de TCA 40% y se dejé
precipitar en frio durante 15-20 minutos.
Posteriormente se filtré por Wathman GF-A,
se lavd 2 veces con etanol frio y la
radioactividad incorporada fue medida en un
contador de centelleo liquido. Por otra parte
alicuotas fueron aplicadas a geles de
poliacrilamida (8%) con SDS en condiciones
reductoras (Laemli, 1970). El gel fue secado
y expuesto con placas Kodak X-OMAT AR-5
por 2-3 dias.
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2.15. Metabolismo de esteroides y
cromatografia en capa delgada

Los diferentes esteroides radioactivos
(1x105cpm/pocillo de [3H]-pregnenolona o]
[*HJ-testosterona) se agregaron a las 68
horas de cultivo. Luego de 0.5-3 horas los
medios fueron colectados, extraidos con éter
y separados por cromatografia en capa
delgada en una mezcla de ciclohexano,
cloroformo y éter (2:2:1). Las placas de silica
fueron rociadas con intensificador (°H-
Enhancer-DuPont, NEN Research Products)
y expuestas para autoradiografia con placas
Kodak por 4-5 dias.

Los metabolitos producidos por los cultivos
de células de granulosa se identificaron por
comparacién con los esteroides standard
corridos en paralelo. Por otro lado, la
identidad fue confirmada por la desaparicion
o el aumento de metabolitos luego del
agregado de un exceso de sustrato
competitivo no marcado.

En todos los casos, se realizd una
preincubacién de 3 hs e incubacién con
aminoglutatimida (200 uM) como inhibidor de
la enzima P4soscc.

2.16. Cultivo de células MviLu - CCL64.
Actividad de TGF-f

Las células Mv1Lu (mink lung epithelial cell),
CCL-64 (codigo ATCC) se cultivaron como
se describié previamente (Danielpour et al.,
1989). Los cultivos se mantuvieron en medio
DMEM suplementado con 10% de suero fetal
bovino (FBS). Para los ensayos de
incorporacién de timidina, las células se
sembraron en placas de 96 pocillos a una
densidad de 7.5 x 10 células/pocillo en
DMEM conteniendo 0.2% de FBS y luego de
1 hora, se agregaron los distintos estimulos
a ensayar. En paralelo se realiz6 una curva
de TGF-B standard (250-0.3 pg/pocillo). A
las 20 hs se adiciond la [3H]-timidina
(concentracién final 10 uCi/ml) y las células
se cosecharon 46 hs mas tarde. La
radioactividad incorporada en el ADN fue
medida en un contador de centelleo liquido.

2.17. Cultivo de células Swiss 3T3

Las células Swiss 3T3 se cultivaron segun
se describi6 (Corps, Brown, 1993). Los

cultivos se propagaron en medio DMEM con
10% FBS en placas de 100mm a 37°C en
atmoésfera con 10% CO, Para las
mediciones de la iniciacion de la sintesis de
ADN, las células se plaquearon en placas de
96 pocillos a 5 x 10° células/pocillo en
DMEM con 10% FBS. Luego de 3 dias, se
reemplazé el medio y se dejé que el cultivo
se hiciera confluente y quiescente (34 dias).
Se removid el medio agotado y se reemplazé
por medio fresco sin suero conteniendo los
estimulos a ensayar vy [3I-g-timidina
(concentracion final 3uCi/ml, 10™M). Las
células se cosecharon 28 hs después y se
analizé la radioactividad incorporada al ADN.

2.18. Preparacibn y tratamientos del
medio condicionado de céiulas de
granuiosa

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
utilizacién.

2.18.1. Activaclén del TGF-p latente:

La activacién del TGF-p latente presente en
los MC se realizé por tratamiento acido o por
calentamiento (5 min. a 80°C) (Brown et al,,
1990; Danielpour et al, 1989). Para la
activacion acida, el MC se traté con acido
clorhidrico (25ul HCI SN/ 1mi MC, pH
final~3) durante 5 minutos a temperatura
ambiente y posteriormente se neutralizé con
una solucién de NaOH/Hepes (35ul/1ml MC),
ensayandose inmediatamente.

2.19. Extraccién de ARNm total y
Northern biot

El ARN total de los cultivos primarios de
células de la granulosa se extrajo como se
describi6é previamente (Chomczynski,
Sacchi, 1987). La transferencia de!l ARN de
los geles conteniendo formaldehido a
membranas Zeta-Probe y la subsecuente
hibridizacién 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 gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa



(G3PD). Las sondas que se utilizaran para la
deteccion de los ARNm especificos y G3PD
se marcaron usando un sistema de primers
al azar. La cuantificaciéon de las bandas se
realiz6 con el programa ImageQuant
(Molecular Dynamics). Los ADNc de las
subunidades a, BA y BB fueron gentiimente
provistas por el Dr. Aaron Hsueh.

2.20. Extraccibn de factores del fluldo
folicuiar

Las muestras de fluido folicular humano se
obtuvieron por laparoscopia de mujeres que
se encontraban en programas de fertilizaciéon
"in  vitro". Los fluidos individuales se
centrifugaron a 4°C durante 15 min. a 1500
X g para remover las células que lo
acompafian y se guardaron a -20 °C para su
posterior procesamiento.

El extracto a&cido-etandlico se realizd
esencialmente segun ha sido descripto
(Roberts et al., 1980). El fluido folicular
liofilizado se suspendié en solucién &cido
etandlica (etanol 20%, HCI 0,05M, PMSF vy
otros inhibidores de proteasas). Luego de
extraer por 24 horas a 4°C, la mezcla se
centrifugd y el residuoc se extrajo
nuevamente por 2 horas. Ambos
sobrenadantes se llevaron a pH 52 y se
regulé a ese pH. Inmediatamente se
agregaron 2 volumenes de etanol y 4
volumenes de éter. La mezcla se mantuvo a
-20°C por 2 dias. E| precipitado resultante
se recuperé por centrifugaciéon y fue
redisuelto en 4&cido acético 1 M
Posteriormente se dializé el extracto contra
4cido acético 0,17 M en membranas de corte
en 3500, se liofilizd y conservé a -20°C.

2.21. Ensayo de agar blando

El ensayo de formaciébn de colonias de
células NRK 49F (normal rat kidney
fibroblast, clon 49F) o BGC-1 en agar blando
fue realizado por modificacién de la técnica
descripta (Schultz-Cherry, Murphy-Ulirich,
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 Ia
suspension fue depositada sobre una capa
de 0.5 ml de medio con 0.7% de agar en
placas de 24 pocillos. La incubacién se
realizd por 7 dias a 37°C en atmoésfera
humeda con 5% de CO2. Al término de este
tiempo se conté el numero de colonias
mayores que 63 um (>8-10 células).

2.22. Anélisis estadlstico

Los resultados se expresan como la media +
error estandar de triplicados de cultivos. Las
comparaciones  estadisticas de los
resultados se realizaron por ANOVA vy test
de Tukey-Kramer de comparaciones
muitiples luego de transformacion
logaritmica de datos (Sokal, Rohlf, 1995).
Las curvas dosis-respuesta se analizaron
mediante un programa (ALLFIT) basado en
la ecuacidén logistica de 4 pardmetros
(DeLean et al, 1978). Todos los
experimentos fueron realizados al menos 3
veces con resultados similares.
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3.1. Introduccién

3.1.1. Superfamilia de factores
relacionados con el TGF-p

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

3.1.2. El TGF-p

El TGF-B es una proteina comprometida en
la modulacion de crecimiento y
diferenciacién de una amplia diversidad de
tipos celulares (Massague, 1990). Aunque
originaimente se denominé de esta forma
por la caracteristica de inducir un fenotipo
transformado de células en cultivo (Roberts
et al., 1980), el TGF-B se encontré asociado
frecuentemente en la supresién 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 iniciacion, como en la
terminacién de procesos involucrados en la
respuesta inflamatoria y en la reparacion de
tejidos (Massague, 1990).

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

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

puentes disulfuro, con un peso molecular
aproximado de 25 kDa. Estructuraimente
estos ligandos presentan un alto grado de
identidad aminoacidica (64-82%) con 9
residuos de cisteina invariables. Se ha
determinado la estructura del TGF-B1 y -p2
(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 caracteristica distintiva del TGF-8 es el
conjunto de cisteinas formado por tres de los
cuatro enlaces intracadena que mantienen la
integridad estructural del monémero.

3.1.4. Activacién dei TGF-

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 asociaciéon
no covalente con un dimero de la secuencia
N-terminal del propéptido, llamada LAP
(latency-associated peptide) (McMahon et
al., 1996). La porcién LAP se encuentra a la
vez, unida por puentes disulfuro a proteinas
ligadoras de TGF-B latente (LTBP). La
formacion de estos complejos latentes
aumenta la estabilidad de la citoquina y sirve
de medio para la interaccion con la matriz
extracelular y  superficies celulares,
asegurando una fuente rapida para la
activacion 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 caotrépicos (Brown et al.,
1990) pero ninguno de estos mecanismos
participa en la activacion durante el
crecimiento y desarrollo normal. Una
variedad de tratamientos mas fisiolégicos,
también pueden activar el TGF-B. Ejemplos
de este tipo de activacibn son la
deglicosilacion, la protedlisis por calpaina,
catepsina o plasmina (Flaumenhaft et al.,
1992; Yee et al, 1993), o trombospondina
(Schultz-Cherry, Murphy-Ulirich, 1993).

La activacidon ejercida por plasmina se
realiza por protedlisis de la porcién LAP y se



ha descripto un modelo para este
mecanismo que involucra al receptor del
activador de plasminégeno y al de manosa-
6-fosfato/IGF-Il  (Dennis, Rifkin, 1991).
Existen evidencias de correlaciéon in vivo
para la activacion dependiente de plasmina,
sin embargo, los ratones knock-out de
plasmina no reproducen los fenotipos del
knock-out de TGF-8 (Bugge et al., 1996).
Estas observaciones podrian indicar que la
plasmina no es la responsable de Ila
activacién del TGF-B in vivo en condiciones
fisiolégicas normales.

La trombospondina-1 (TRB-1) es una
proteina 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-f latente (Schultz-Cherry
et al., 1994). Se piensa que este mecanismo
es el resultado de un cambio
conformacional, probabiemente en la LAP,
requiere la presencia de las repeticiones
centrales de TRB-1 y puede reproducirse por
pequerios péptidos derivados de estas
secuencias conteniendo los aminoéacidos
KRFK (Schultz-Cherry et al., 1995). La TRB-
1 interactda con la region N-terminal de LAP
formando un complejo trimolecular que
altera la conformacion y permite al TGF-$
interactuar con su receptor. Recientemente
se ha propuesto que la TRB-1 seria el
principal activador del TGF-8 in vivo
(Crawford et al.,, 1998). Se encontr6 una
correlacién de fenotipos entre los ratones
knock-out para TGF-§ y TRB-1 en diversos
érganos y el tratamiento de las crias
deficientes en TRB-1 con el péptido KRFK
revierte algunas de las anormalidades y
aumenta la activacién del TGF-.
Recientemente, se ha descripto que la
interaccién del TGF-f latente con la
integrina avp6, a través del sitio RGD,
conduce a la conversién de!l TGF-B en una
forma bioldgicamente activa (Munger et al.,
1999).

3.1.5. Receptores

El TGF-B ejerce sus efectos por unién a
receptores especificos de la superficie
celular. Se han clonado cuatro receptores (1,
I, Il y endoglina), de los cuales sélo dos de
ellos (I y Il) median la sefalizacién del
TGF-B. El receptor de tipo Ill, que es el

betaglicano, y la endoglina funcionarian
como aceptores de membrana y matriz
extracelular que preservarian al péptido de
la degradacién y aumenta la union del
ligando a sus receptores de sefalizacion
(Ruoslahti, 1989; Lopez-Casillas et al.,
1993). Los receptores | (50-60 kDa) y Il (65-
85 kDa) presentan en su dominio
citoplasmatico 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 |l es una quinasa constitutiva
que por unién del TGF-B, se asocia con el
de tipo |, el cual es fosforilado y activado
(Figura 3.1). En la actualidad se desconoce
si existe otro sustrato fisiolégico del receptor
tipo Il distinto del receptor I. Se han creado
mutantes constitutivamente activadas del
receptor del tipo | que, al expresarse en
células, imitan los efectos de TGF-B,
inhibiendo el crecimiento e induciendo la
transcripcion de genes blanco (Saitoh et al.,
1996).

Otros miembro de la superfamilia del TGF-B,
como las BMPs y la activina transducen su
senal a través de cascadas de quinasas con
receptores de tipo | y Il homéblogos a los del
TGF-B (Attisano et al., 1996; Carcamo et al.,
1994).

3.1.6. Smads

Estudios recientes han identificado a una
familia de proteinas denominadas Smad
como las mediadoras de la sefial del TGF-§,
del citoplasma al nucleo (Heldin et al., 1997,
Massague, 1996). Se han clonado siete
genes de Smad (Derynck et al., 1996). De
ellos, Smad-2 y -3 median la accién del
TGF-B y la activina (Derynck et al., 1998;
Nakao et al., 1997), mientras que Smad-1 y
-5 estan involucrados en la sefianlizacion de
BMP. Por otra parte, la Smad-4 seria un
componente general en la traslocacion de
las Smad hacia el nucleo, donde
potencialmente pueden regular la
transcripcion de genes blanco (Derynck et
al., 1998; Hu et al., 1998).

Los homologos de Smad fueron
originalmente identificados por abordajes
genéticos en Drosophila (llamados MAD) y
C.elegans (denominados SMA) como
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participes en la transduccién de sefales de
factores de la familia del TGF-B (Derynck et
al., 1996). Por lo tanto, la conservacién
evolutiva de estos mecanismos de acciéon se
observa en la estructura de los ligandos, en
la estructura y actividad de los receptores y
en la estructura y funcién de las proteinas
involucradas en la sefalizacion intracelular.
En la Figura 3.1 se muestra el modelo
altamente simplificado propuesto para la
activacion de las Smad por TGF-B (Derynck
et al.,, 1998; Hu et al., 1998), el receptor de
tipo | fosforila a las Smad-2 o -3. Al
fosforilarse, un homotrimero de estas Smad
forma un complejo hexaheteromérico con las
Smad-4, evento que permite la entrada del
complejo al nucleo donde puede modular la
transcripcion de genes blanco.

Por otra parte se han identificado otras
proteinas Smad (-6 y-7) que actian como
reguladores negativos de la transduccion de
la sefal y podrian cumplir un papel en la
terminacion de los efectos intracelulares
desencadenados por la unién del péptido a
su receptor.

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

3.1.7. El TGF-p en el ovario

Se ha demostrado la expresion 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 activacion del precursor latente en el
ovario ni la manera en que este proceso se
regula hormonalmente.

El TGF-B es capaz de modular la funcién de
las células de la granulosa in vitro,
promoviendo un aumento de la produccion
de progesterona y de la actividad de la

Receptor Receptor
tipo Il tipo |

Factor
Transcripcién

Figura 3.1

Modelo propuesto para la transduccién de sefial
del TGF-p.

La unién del TGF-f al su receptor tipo || promuve
la formacién de un complejo con el receptor tipo |.
La activacion por fosforilacion de las proteinas
Smad-2 y -3 induce la asociacion con Smad-4
que trasloca al nucleo, donde regula la
transcripcion 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
proliferacion de células epiteliales y
endoteliales, se han encontrado acciones
estimulatorias en ciertos tipos celulares
derivados de mesenquima (Sporn et al.,
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- inhibe
la sintesis 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 proliferacion de
células de granulosa de rata (Dorrington et
al., 1988). Segun estos autores, las acciones
estimulatorias de  estradiol  estarian
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mediadas por la produccién local de TGF-8
(Schumacher et al., 1991).

Una de las acciones caracterizadas para el
TGF-B es la regulacién de la secrecién de
proteinas de matriz celular (Massagus,
1990), incluyendo la fibronectina (FN).
Aunque la fibronectina es conocida como
una de las proteina mas abundantes
secretadas por las células de la granulosa
(Camegie, 1990; Skinner, Dorrington, 1984),
su papel en el desarrollo folicular no se ha
establecido claramente. La inhibicién del
crecimiento por TGF-p se ha asociado a la
inhibicién de los complejos cdk4-ciclina D en
la progresion de la fase del ciclo celular G1
para su entrada en S (Saltis, 1996). Para
justificar la accién estimulatoria de TGF-p
sobre la proliferacion en algunos tipos
celulares, se ha propuesto que el efecto de

TGF-B estd mediado por un “loop” autocrino
del factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF) (Battegay et al., 1990),
quien seria el responsable de antagonizar el
efecto inhibitorio ampliamente aceptado.

3.2. Objetivo

El objetivo de este trabajo fue determinar si
el TGF-B es una regulador autocrino de la
funcién folicular. En particular, se estudi6 su
produccién por células de granulosa, la
regulacién hormonal de la secrecién y la
activacion, y los efectos sobre el crecimiento
de dichas células.
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3.3. Resultados

3.3.1. Produccién y activacién de TGF-p por las células de la granulosa

3.3.1.1. Actividad similar a TGF-5 en
el ovario

El fluido folicular de la cavidad antral de un
foliculo ovarico en desarrollo contiene
hormonas esteroideas y proteinas, derivadas
del plasma o secretadas por las células de la
granulosa. Dada la acumulacién de un
conjunto de sustancias activas de origen
local, el fluido folicular ha constituido un
medio de identificaciéon de diversos factores
potencialmente = comprometidos en la
regulacién de la funcién ovarica.

Con el objeto de analizar la presencia de
una actividad similar a la del TGF-B en el
ovario, se ensay6 el efecto de extractos de
fluido folicular humano (FF) sobre cultivos
de células NRK 49F(clon 49F de la linea de
fibroblastos normales de rifidén 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 analizd la accion de fluido
folicular (FF) o de un extracto &acido-
etandlico de factores presentes en el FF, se
encontré un incremento en el numero de
colonias formadas (Figura 3.1), lo que
sugeriria la presencia de actividad tipo TGF-
B enel FF.

Asimismo, se detecté la presencia de
actividad similar a TGF-f en medio
condicionado (MC) por células de la
granulosa, ya que también indujo una
estimulacién en la formacién de colonias de
células NRK (Figura 3.2). La comparacion
con la accion de TGF-B1 puro, indicé una
concentracion aproximada de 5 ng/ml.en el
MC.

Estos ensayos demuestran que el fuido
folicular contiene compuestos tipo TGF-f 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-B, fluido
folicular humano (FF) o un extracto acido de FF
(EA-FF). Se determin6é el numero de colonias
formadas a los 7 dias en placas duplicado.
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Figura 3.2

Actividad transformante secretada por células de
la granulosa

Se crecimiento células NRK en agar blando en
presencia de TGF-B, MC o MC tratado en medio
acido. Los ensayos se realizaron con EGF (5 ng).
Se determiné el numero de colonias formadas a
los 7 dias por duplicado.

son capaces de producir este tipo de
factores. Por lo tanto, las células de
granulosa podrian ser el origen de
produccibn de este tipo de factores
encontrados en el FF.
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Por otra parte, se determiné que la actividad Celulas 3 -ecF

presente en el FF y en los extractos acéticos BGC-1 +EGF

g

de este fluido, fue capaz de inducir la
formacién de colonias en agar blando de la
linea de células de la granulosa BGC-1
(Figura 3.3). Estos resultados indican que
estas células son capaces de crecer en
condiciones que serian mas representativas
de las condiciones en que se encuentran
dentro del foliculo.

Namero de colonias
-
8

b
o

Control FF EA-FF

Figura 3.3
3.3.1.2. Produccién de TGF-B por Crecimiento en agar blando de la linea de
células de granulosa granulosa bovina BGC-1

Crecimiento en agar blando de células BGC-1 en
presencia o ausencia de EGF (5 ng) con FF

Con el objeto de realizar una cuantificacion
J (2.5%) o un extracto acido-etandlico de FF (EA-

de la produccién d,e TGF-p por pélulas de la FF, 2.5%). Se determin6 el nimero de colonias
granulosa, y estudiar la regulacién hormonal formadas al cabo de 14 dias.
de la secrecién de este factor, se utilizé el
zgls'alyo bl0l$g||p<|> de dcélulals M‘”é‘”' Eséas para promover su activacion. El agregado de
¢ ub§§, eZ' onaes d o pl(":gf_ns“ o c‘g; Y cantidades crecientes de TGF-$ a cultivos
Amoien’ canominacas  (cedigo de células CCL-64, arrestd su crecimiento de
ATCC.) ; Fesponden de Hmanara relativaments manera dosis dependiente (ED50: 0.26+0.04
especrﬁf;a a TGF-p (Danielpour et al., 1989). ng/ml). En presencia de MCs por células de
La accién de este factor sobre estas células granulosa se obtuvieron similares curvas de
bloquea el crecimiento estimulado por bajas inhibicién (Figura 3.4, paneles A y B). El
co?czntramonefs g9 Ssuzrol, ".’hl'b'e”dfl la analisis de las curvas dosis-respuesta no
oiraca on 'ase ol Jacl [colar. revel6 alejamiento del paralelismo entre
Asimismo, este ensayo biolégico permite la TGF§ y los MCs (p>0.05 para los
f:rlgtﬁccuén, de manetra dlts.cnmlr;a?a{_ Ggel parametros de maxima y minima respuesta y
o -tB que seenchenta acive y0e P de pendiente, Allfit). Las concentraciones de
atente. TGF-B activo y total (latente + activo), se
determinaron por comparacién de los EDs
Dado que ol .TGF'.B se secrqta como de las distintas curvas, segin se muestra en
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Figura 3.4. Actividad tipo TGF-f producida por células de la granulosa

Se cultivaron células CCL-64 en presencia de concentraciones crecientes de TGF-1 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), ensayandose directamente (MC-C, para
detectar el TGF- activo) o luego de tratamiento acido (MC-C activado, para detectar el TGF-p total: activo
+ latente). La evaluacién de la sintesis de ADN en las células CCL-64 se llevo a cabo durante 4 hs
comenzando 22 hs luego de la estimulacion. Los valores son medias + ES de triplicados de cultivos. El
analisis de las curvas dosis-respuesta (Allfit) y la comparacién de los EDso para las distintas curvas indico

———
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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
concentracion  suficiente para  ejercer
acciones bioldgicas. La Figura 3.4, panel C,
muestra las concentraciones de TGF-8
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-§ activo/total: 11 + 3% a las
48 hs y 17.7 + 5.3% a las 72 hs). Estos
resultados indican que las células de
granulosa, ademas 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 inhibicién y la
relativa especificidad del bioensayo de las
células CCL-64 indican que la actividad
detectada en los MCs corresponderian a
TGF-B. Ademas, la identidad de este factor
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Figura 3.5

Neutralizacién de la accién del MC por una
anticuerpo anti-TGF-3

Las células CCL-64 se cultivaron en condiciones
control, con TGF-B (0.5 ng/ml), MC por células de
granulosa (MC,5%) o MC activado por tratamiento
acido (MC act, 1%) en conjunto con un anticuerpo
anti-TGF-p o IgG normal de ratéon (migG-N,
30ug/ml). Todos los estimulos se preincubaron
durante 2 hs. Los valores son medias + ES de
cultivos por triplicado. El tratamiento con anti-
TGFB revirti6  significatimante los efectos
(p<0.01), mientras que no ocurrié lo mismo con
IgG normal (p>0.05).

se controlé utilizando un anticuerpo anti-
TGF-B, que neutralizd la actividad inhibitoria
de los MCs, lo que no ocurrié en presencia
de un anticuerpo normal de ratén (Figura
3.5).

3.3.1.3. Regulacién hormonal de Ia
produccién de TGF-p

Utilizando el ensayo de las células CCL-64
para TGF-B, se estudi® la regulacion
hormonal de la producciéon de TGF-$ 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) disminuyd
significativamente la produccién de TGF-8,
comparado con cultivos control, tanto a las
48 como a las 72 hs (Figura 3.6). Esta
inhibicion fue evidente para el TGF-j total y
para el TGF-B activo, sin que se altere la
proporcion activo/total de manera
significativa, como se muestra en la Tabla
3.1.
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Figura 3.6

Regulacién de la produccién de TGF-f por FSH
Se cultivaron células CCL-64 en presencia de
concentraciones crecientes de TGF-f1 o de
medio condicionado por células de granulosa de
rata que habian sido cultivadas en medio Control
o con FSH (20 ng/ml). Se analizaron medios
condicionados de 48 y 72 hs., ensayandolos
directamente (para detectar el TGF-p activo) o
luego de tratamiento acido (para detectar el TGF-
B total: activo + latente). El analisis de las curvas
dosis-respuesta (Allfit) y la comparacién de los
EDsp para las distintas curvas determiné las
concentraciones de TGF-p presentes en los MCs.
Los asteriscos indican diferencias significativas
(p<0.001, Alifit y test F) respecto de los
correspondientes controles (en ausencia de FSH).
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Tratamiento Proporcién TGF-p

activo/ total (%)

48 hs. Control 11.0+ 3.1
FSH 95+26
72 hs. Control 177+ 53
FSH 10.7 + 3.2

Tabla 3.1. Efecto de FSH sobre la produccién de
TGF-f por células de la granulosa de rata.

Las células se cultivaron en ausencia o presencia
de FSH (20 ng/ml) durante 48 o 72 hs. Se
determiné la actividad de TGF-p total y activo por
bioensayo (Figura 3.6) y la proporcién de TGF-p
activo/total.

Asimismo, se estudi6 la accién de estradiol
sobre la produccion de TGF-B. Como se
muestra en la Tabla 3.2, cuando las células
de granulosa fueron tratadas con estradiol
(100 ng/ml) no se alter6 la acumulacion total
de TGF-B pero se incrementé la proporcion
de TGF-f activo. Por otra parte, el agregado
simultaneo de estradiol y FSH potencié el
efecto inhibitorio de FSH, arrojando una
significativa disminucién en la produccién de
TGF-B. En trabajos previos, se habia
sugerido que la actividad estimulatoria de
estradiol, en conjunto con gonadotrofinas,
sobre el crecimiento de células de granulosa
podria estar mediada por la accion 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, la
secrecion de TGF-f se encuentra disminuida
por este tratamiento.

Tratamiento Actividad TGF-p (ng/ml) Proporcién TGF-B
TGF-B activo TGF-B total activo/ total
Control 144+13° 442+37° 326156
FSH 10.1+09° 293+27° 344+62
Estradiol 235+21°¢ 398+33°¢ 59.1 + 10.0
FSH + Estradiol 3.3+03¢ 14.0+1.3¢ 238+4.4

Tabla 3.2. Efecto de estradiol y FSH sobre el TGF-f la producido por células de la granulosa de rata.

Las células se cultivaron con FSH (20 ng/ml), estradiol (100 ng/ml) o la combinacién de ambos. El medio
se colectd a las 72 hs., se determiné la actividad de TGF-$ total y activo por bioensayo y se calculé la
relacién de TGF-p 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-B estandar 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-p sobre la sintesis de ADN en células de la granulosa

Una de las condiciones para postular al
TGF-B como un factor de accién autocrina
es que presente efectos sobre el crecimiento
o diferenciacion celular. Los siguientes
experimentos muestran acciones del TGF-3
sobre la proliferacion 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 encontrdé una
estimulacion de la incorporacion de timidina
(Figura 3.7). La presencia de FSH (20 ng/ml)
amplifico la accion estimulatoria del TGF-p.
Las dosis efectivas medias en ausencia o
presencia de FSH fueron similares (EDsp:
0.95 + 0.25 ng/ml). Resultados previos del
laboratorio, mostraron el aumento de la
sintesis de ADN por estos tratamientos
mediante el analisis de nucleos marcados y
por el contenido de ADN en los cultivos
(datos no mostrados, tesis doctoral P.
Saragueta).
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Figura 3.7

Efecto de TGF-f sobre la sintesis de ADN en
células de la 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 * ES de
determinaciones en triplicado. El analisis de las
curvas indicé EDsp : 0.95 + 0.25 mg/ml. Los
asteriscos indican diferencias significativas (*p<
0.05, **p< 0.01, ***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 ejerci6 una
estimulacion bifasica en la tasa de
incorporacién, con efecto maximo observado
en concentraciones entre 20 y 60 ng/mil
(Figura 3.8).

En trabajos previos del laboratorio, se
demostr6 que en el sistema de -cultivo
utilizado en estos estudios, al estradiol no es
estimulatorio per se, pero interactia con un
factor derivado de células
tecales/intersticiales (Bley et al., 1991) o con
FSH para promover la sintesis 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 intenté determinar si el agregado
exdgeno de TGF-B era capaz de imitar los
efectos de estrégenos. Los datos de la tabla
3.3 indican la existencia de potenciacién de
efectos de TGF-f tanto con FSH como con
estradiol. Ademas el sinergismo entre FSH y
estradiol fue amplificado en presencia de
TGF-.
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Figura 3.8

Amplificacién por FSH de efecto de TGF-p sobre
la sintesis de ADN

Las células de granulosa de rata se cultivaron con
TGF-B1 (3 ng/ml) con dosis crecientes de FSH.
La incorporacién de *H-timidina se realizé durante
24 hs., comenzando 24 hs. luego del plaqueo.
Los resultados son medias + 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 estimulacién por TGF-p.

Tratamiento - TGF-B + TGF-B

Control 460 +30° 1840+ 120°
Estradiol 890+50° 4020+ 130°
FSH 570+60° 5150+ 180 ¢
FSH + estradiol 2720+ 170° 7880 + 340 °

Las células de granulosa se cultivaron en presencia o ausencia de TGF-B1 (5 ng/ml) con los siguientes
agregados: estradiol (100 ng/ml), FSH (20 ng/ml) o una combinacién de ambos. Los valores con

superindices distintos presentan diferencias significativas (p < 0.05).

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

granulosa

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

Se decidi6 analizar, si el medio condicionado
por células de la granulosa era capaz de
producir una estimulacién autocrina del
crecimiento, de manera comparable a la
ejercida por el TGF-g.

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 comparandolas con las obtenidas
utilizando concentraciones crecientes de
TGF-B1 (Figura 3.9). La presencia de MC
estimuld la sintesis de ADN (8 veces para
10% MC activado y 5 veces para 40% de
MC). Sin embargo, los MCs promovieron el
crecimiento de una manera diferente a la
realizada por TGF-B puro, teniendo las
curvas distintas pendientes. Por otra parte,
el MC activado dié una curva bifasica,
mientras que el MC sin tratar alcanzaria,
aparentemente, su efecto mas alto en la
méaxima cantidad ensayada. En esta
situacién, sélo se alcanza aproximadamente
un 50% del efecto observado para
concentraciones saturantes de TGF-f.

Estos resultados indican que el TGF- no
fue la unica sustancia activa presente en el
MC. La presencia en el MC de compuestos
inhibitorios de la accion de TGF-B explicaria
este comportamiento. Estos factores
presentan accion biolégica 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 sintesis
de ADN en 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
incorporacién de 3H-timidina se realizé entre las
24 y 48 hs. de cultivo. Los resultados son medias
+ ES de determinaciones en triplicado.
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Tabla 3.4
Actividad aparente de TGF-f en células de la granulosa

Concentracién de Concentracién aparente  Concentracién de TGF-B

MC en el ensayo de TGF-B segun ensayo

seglin ensayo en

en granulosa (ng/ml) CCL-64 (ng/ml)
_ 40 % 2.47 +0.03
MC activado 13.3 % 99+40 360 + 50
4.4% 19.2+0.3
1.5% 416+05
40 % 23+05
mC 13.3% 59+0.7 21+24
4.4 % 83+15

Se determinaron las concentraciones aparentes de TGF-f en MCs segln su actividad en células de la
granulosa y se las compara con aquella determinada segun el bioensayo de las células CCL-64 (Allfit)

Utilizando como referencia la respuesta de
las células de la granulosa a TGF-§ puro, se
cuantificé la actividad aparente de TGF-8
para cada una de las concentraciones de
MC ensayadas. En la Tabla 3.4 se muestra
la comparacién de estos valores con
aquellos obtenidos para los mismos MCs en
el ensayo de las células CCL-64,
encontrandose una disminucion en la
actividad aparente de TGF-p.

Por lo tanto la presencia de otros
compuestos activos sobre células de
granulosa, antagonizan la accién de TGF-$
disminuyendo la respuesta maxima vy
atenuando la sensibilidad de las células de
la granulosa a su accion.

Los datos de la Figura 3.9 se regraficaron
teniendo en cuenta la cuantificacion de TGF-
B en los MCs que habia sido realizada
utilizando el bioensayo de las células CCL-
64. En la Figura 3.10 se muestran los
efectos sobre la sintesis de ADN en células
de la granulosa en funcion de la
concentracién de TGF-B segun el analisis en
CCl-64. Las curvas de los MCs se
encuentran desplazadas hacia mayores
concentraciones que la curva de referencia
de TGF-B, indicando una disminucién 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-$ latente del MC se activé durante su
ensayo en el cultivo de células de la
granulosa, sefialando, una vez mas, que las
células de la granulosa son capaces de
transformar el precursor latente en la forma
con actividad biolégica.
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Figura 3.10

Efecto del medio condicionado sobre la sintesis
de ADN en células de granulosa.

La incorporaciéon de °H-timidina en cultivos de
células de la granulosa (Figura 3.9) se representa
en funcion de la concentracién de TGF-f en los
MCs activado o sin activar determinada utilizando
el bioensayo de las células CCL-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
sintesis de ADN, era debida a TGF-B, se
realizaron experimentos de neutralizacion.
La incubacién con el anticuerpo anti-TGF-f
disminuydé 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, podria
deberse a la presencia de algun otro factor
estimulatorio no identificado

Se analizé la accion 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
combinacién de ambas hormonas. Los
efectos promovidos por los MCs fueron de
similar tendencia a los obtenidos por TGF-8,
aunque de menor magnitud.

Por ultimo, se analizé la presencia de
actividad tipo TGF-B en los medios
condicionados obtenidos de células de la
granulosa tratadas con FSH, estradiol o la
combinacién de ambos (Figura 3.12). Se
encontré una correlacion cualitativa entre las
caracteristicas estimulatorias de los MCs
sobre las células de granulosa y las
actividades cuantificadas en las células
CCL-64 (Tabla 3.2). El tratamiento con FSH
disminuy6 la produccion de TGF-f y la
combinacién de FSH y estradiol incrementd
esta inhibicion.

Tabla 3.5
Neutralizacién de la accién del MC por una
anticuerpo anti-TGF-f3

Incorporacioén de timidina

(cpm/well)
Tratamiento Control anti-TGFB
Control 665 + 60 629 + 80
MC 1790 + 110 1120 + 110**

MC activado 2640 + 130 1030 + 20**

Células de la 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 + ES. El
tratamiento con anticuerpo revirtié
significatimante los efectos de los MCs (**p<0.01,
***p<0.001).
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Figura 3.11

Efecto del medio condicionado de cultivos control
sobre la proliferacién de células de granulosa.

Las células se cultivaron en presencia de FSH
(20 ng/ml), estradiol (100 ng/ml) o la combinacién
de ambas hormonas, con el agregado de 10% v/v
de medio condicionado (activado o sin activar) o
TGF-B (3 ng/ml). La incorporacién de 3H-timidina
se realizé entre las 24 y 48 hs. de cultivo. Los
resultados son medias + ES de determinaciones
en triplicado.
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Figura 3.12.
Regulacién de la produccién de factores tipo
TGF-p por FSH y estradiol

Las células de la granulosa se cultivaron en
presencia de concentraciones variables de MCs
que provenian de cultivos control (MC-C),
tratados con FSH (20 ng/ml, MC-F), con estradiol
(100 ng/ml, MC-E) o la combinaciéon de las dos
hormonas (MC-FE). Los ensayos se realizaron en
medio conteniendo FSH y estradiol. La
incorporacion de 3H-timidina se realizé durante 24
hs., comenzando 24 hs. luego de la estimulacion.
Los resultados son medias + ES de triplicados de
cultivo.
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La produccién de factores autocrinos que
modulan o median la accién de otros
mitdbgenos 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
estimulacidon 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 participacion 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
accion de TGF-B, como demuestran los
resultados previos.
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Figura 3.13. Efecto de la densidad celular sobre
la sintesis 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 TGFB (20 y 5 ng/ml).
Los resultados se expresan como veces de
estimulacion de cada tratamiento con respecto al
control respectivo.
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Discusién

Los resultados presentados indican que el
TGF-B es un modulador autocrino en el
foliculo ovarico. Se demostré la produccion
local del factor por células de la granulosa,
la secrecion regulada por hormonas, la
accién autocrina regulando la funcién de las
células de la granulosa y la modulacion a
nivel local de su formacién a partir de una
forma inactiva precursora.

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

Para que la célula se divida, la sintesis de
ADN debe ocurrir en la fase S del ciclo. La
entrada en la fase S ocurre una vez que las
células han recibido serfiales de factores de
crecimiento que permitan la progresion a
través de G1 y el pasaje a través del “punto
de restriccion” de la transicion G1-S. En los
casos en que las células se encuentran en el
estado Go, son necesarias sefales
generadas por factores de crecimiento que
permitan la nueva entrada al ciclo celular
(Sherr, 1994)

En la gran mayoria de los sistemas
estudiados el TGF-B detiene el crecimiento
inhibiendo los mecanismos celulares
responsables de la progresion de la fase G1
del ciclo celular para su entrada en S (Saltis,
1996).

Para justificar la accién estimulatoria de
TGF-B sobre la proliferacion 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). Resuitados
obtenidos en el laboratorio sugieren que
TGF-B puede amplificar la regulacion
hormonal del crecimiento de células de la
granulosa, parciaimente por un mecanismo
que involucra la formacion de matriz
extracelular. Hemos demostrado que el

TGF-B estimula la produccién de fibronectina
y ademas es capaz de regular el “splicing”
alternativo de la fibronectina, aumentando la
inclusiéon del exén ED-I en cultivos primarios
de células de granulosa bovinas y en la linea
celular BGC-1 (Colman-Lemer et al., 1999).

Otro mecanismo descripto que ha explicado
la accién estimulatoria del crecimiento por
TGF-B es la participacion del factor de
crecimiento derivado de plaguetas (PDGF)
como mediador autocrino (Battegay et al.,
1990). Sin embargo, el PDGF no reproduce
los efectos de TGF-f sobre células de
granulosa de rata o bovinas, y atenua el
sinergismo entre FSH y TGF-$ (resultados
no mostrados). Por lo tanto, el PDGF no
participa como intermediario de la accion de
TGF-B en las células foliculares. A pesar de
estos resultados, la posibilidad de
mediaciones autocrinas por otros factores no
deberia excluirse. La produccion de
compuestos autocrinos que modulan o
median la accién de otros mitégenos se ha
demostrado en otros tipos celulares. La
necesidad de altas densidades de cultivo,
para evidenciar el sinergismo entre FSH vy
TGF-B sobre la sintesis de ADN en células
de granulosa, podria indicar la participacion
de moduladores aun no identificados.

Hay una serie de ejemplos de acciones
estimulatorias de TGF-3 sobre |la
proliferacion de celulas de origen
mesenquimatico. Por el contrario, el TGF-f
es un potente inhibidor del crecimiento de
muchas células epiteliales aunque también
puede inhibir células mesenquimaticas
(como fibroblastos embrionarios, células
endoteliales y linfocitos B y T) (Spomn et al.,
1987). La estimulacién del crecimiento de
células de granulosa es un hecho particular
ya que estas células poseen caracteristicas
de células epiteliales.

La mayoria 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 diferenciacién. El TGF-
B potencia la estimulacién 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 Capitulo |l de esta tesis),
aumenta la induccién de receptores para LH,
asi como la produccion 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 clasicamente asociados a la
diferenciaciéon celular. Epstein-Almog y Orly
(1985) demostraron la existencia de una
correlacion negativa entre crecimiento vy
diferenciacién de células de granulosa de
rata. Esta situacién también podria ser la de
los cultivos estudiados, ya que Ila
incorporacion de timidina es un evento mas
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 estimulacibn del crecimiento mas
temprana que la diferenciacibn es
consistente con la serie de eventos que
ocurren in vivo en la rata. El ciclo estral en la
rata es de 5 dias de duracién y la fase
folicular corta permitiria solamente una fase
de proliferacién limitada antes de la
diferenciacion.

El TGF-B estimulé la sintesis de ADN en
células de granulosa e interactué 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
bifasicas de manera similar a lo observado
en la interaccién entre FSH y esteroides
sexuales o factores de crecimiento
intraovaricos (Bley et al., 1997; Bley et al.,
1992) y resultados Capitulo Il y IV de esta
tesis).

En trabajos previos (Bendell, Dorrington,
1991) se habia propuesto que las acciones
estimulatorias del estradiol sobre la sintesis
de ADN en células de granulosa de rata eran
mediadas por la producciéon 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

maximas de TGF-B. Por otra parte aunque
estradiol increment6 la produccién de TGF-
B, la magnitud de este efecto fue pequeria
comparada con la amplificacion de su
accion. Las razones de esta discrepancias
con otros autores pueden ser los tiempo
relativamente largos utilizados previamente
(suficientes para la acumulacién y activacion
del TGF-B producido) o la utilizacion de
preparaciones de granulosa con células
tecales/intersticiales, condiciones en las
cuales los efectos de estradiol son
observables (Bley et al., 1991).

El TGF-f se secreta como un complejo
latente inactivo y puede ser activado por
enzimas proteoliticas como plasmina y
urokinasa (Lyons et al., 1990; Taipale et al.,
1992) El activador de plasmindgeno tipo
uroquinasa y su receptor son producidos por
las células de granulosa y se encuentan
regulados hormonalmente (Wnag, Leung,
1983; Karakiji, Tsang, 1995; Li et al., 1997).
Asimismo, la trombospondina, una
glicoproteina con multiples funciones, es
capaz de activar formas latentes del TGF-8
(Schultz-Cherry et al., 1994). EI péptido
KRFK, presente en las repeticiones
centrales de la trombospondina-1 (TRB-1),
induce un cambio conformacional en el TGF-
B, que posibilita la interaccion con su
receptor (Schultz-Cherry et al., 1995). Se ha
propuesto que la TRB-1 seria el principal
activador del TGF-§ in vivo, ya que el ratén
deficiente en TRB-1 presenta anormalidades
en varios tejidos similares a las observadas
en el ratén knock-out de TGF-B1 (Crawford
et al., 1998).

Por otra parte, un estudio reciente, ha
demostrado que el TGF-p latente se une y
es activado por la integrina avp6 (Munger et
al, 1999) lo que constituye un mecanismo
original de activacion del factor que
involucra el sitio de unién correspondiente al
péptido RGD.

La participacion de la TRB como de la
integrina avp6 en la activacion del TGF-B
intraovérico debe ser estudiada. Las células
de la granulosa inmaduras sintetizan y
secretan TRB. Su produccién es inhibida
durante la diferenciacién inducida por FSH
(Dreyfus et al., 1992), patrén coincidente con
los niveles de TGF-p segun |las



determinaciones presentadas. Por otra parte,
la expresién 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 unién a a, macroglobulina
(Feige et al, 1996, Danielpour, Spom,
1990), la cual, a nivel ovarico, es producida
por las células de granulosa y la secrecion
de esta proteina se encuentra regulada
hormonalmente (Dajee et al., 1996; Gaddy-
Kurten et al., 1989; Mann et al., 1991).

La produccion de TGF-B por células de
granulosa y su presencia en el fluido
folicular se determiné utilizando los ensayos
biolégicos basados en el crecimiento en agar
blando de las células NRK y en la inhibicién
de la proliferacion de las células CCL-64. La
aplicacion de este ultimo ensayo presenta
una ventaja sobre los métodos de deteccién
inmunolégica, ya que permite cuantificar
tanto el TGF-B total, como el TGF-B
biolégicamente activo.

Si bien, el TGF-B activo constituy6 una
fraccién de entre el 6 y 20 % del TGF-$ total
secretado por las células de la granulosa,
los niveles de la forma activa fueron
suficientes para ejercer regulacién autocrina
del crecimiento. Estos resultados indican
que las células de la granulosa son capaces
de activar el TGF-B secretado, el cual
constituiria el paso limitante de su accién
local. La FSH produjo una inhibicién en la
produccién de TGF-B, en coincidencia con
trabajos previos que indicaban una
disminucién en los niveles del ARNm para
TGF-2 promovidos por gonadotrofinas
(Mulheron, Schomberg, 1990). Por otra
parte, el tratamiento con estradiol provocd
un aumento en la secrecioén de TGF-f activo.
Sin embargo, la magnitud de estos cambios
es pequeila comparada con la amplificacion

por esta hormonas de la accion de TGF-$
sobre las mismas células.

La accién autocrina tipo TGF-B en los
medios condicionados también se evidencié
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
presentarian efecto en el bioensayo de las
células CCL-64. La comparacién de la
actividad tipo TGF-B determinada por los dos
ensayos indic6é que las células de la
granulosa producen compuestos, de
identidad no determinada, que atenuaron la
sensibilidad al TGF-B, asi como su efecto
maximo.

Los factores peptidicos intraovaricos regulan
la funcibn de células de la granulosa a
través de una compleja red de la cual
participaria una diversidad de moduladores
autocrinos y paracrinos. La integracién de
multiples vias de transduccién activadas,
que a menudo generan sefales opuestas,
determinara el resultado neto de su accién.
El crecimiento y desarrollo del foliculo
ovarico sera, por lo tanto, el resultado de la
accion combinada de gonadotrofinas,
esteroides y efectores locales peptidicos

Los datos presentados indican que, ademas
de los efectos previamente demostrados
sobre la diferenciacién de las células, el
TGF-$ modula el crecimiento de células de
la granulosa y es capaz de amplificar la
regulacién hormonal. Los resultados
presentados indican que el TGF-f es un
regulador autocrino. Ademas de su accion
sobre el crecimiento de células de la
granulosa, se demostré 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-f.a la forma biologicamente activa
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4.1. Introducciéon

La activina es una proteina que pertenece a
la superfamilia del TGF-B, la cual debe su
nombre a que promueve la secrecion
hipofisaria de FSH, de manera opuesta a la
accion 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 sefal, un pro-dominio y el
segmento C-terminal maduro de 115-116 aa.
Dentro del segmento maduro, estan las 7
cisteinas caracteristicas de las proteinas de
la superfamilia. La activina estd compuesta
por dos subunidades §, unidas por puentes
disulfuro, a diferencia de la inhibina formada
por una subunidad o y otra B. Sin embargo,
la activina es un homodimero en el sentido
amplio, ya que existen distintos genes para
subunidades B (A, B, C, E) y cada uno puede
dar origen a multiples formas de clivaje que
podrian tener actividades  biologicas
distintas.

Hasta la actualidad, se han descripto cuatro
tipos de cadenas B en mamiferos: BA, BB,
BC y BE (Fang et al., 1997, Vale et al.,
1991). Estos cuatro genes se han
identificado en el raton, mientras que en el
humano sélo A, B y C y en Xenopus se
encontr6 una forma adicional, BD. La
comparacion de las secuencias del
segmento maduro indica entre 50 y 64 % de
identidad.

La dimerizacion entre los distintos tipos de
subunidad B genera activina A, activina B o
activina AB, como se muestra en la Figura
41. Si bien la subunidad BC podria,
tedricamente, unirse a otro tipo de cadena B,
se conoce poco sobre su contribucién a la
formacion de activina dimérica.

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

Ny

Pro-a

o-iB

Activina A Activina AB Activina B

Figura 4.1. Esquema de la generacién de
inhibinas y activinas diméricas

anterior, células de Sertoli, células de Leydig
e intersticiales de testiculo 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 unico
tejido de expresion (Fang et al., 1997).

4.1.2. Receptores

Los receptores de activina son proteinas
transmembrana serina/treonina quinasas,
con similar mecanismo de activaciéon que el
encontrado para otros miembros de la
superfamilia del TGF-B (Hu et al., 1998). Es
decir, existe un receptor tipo Il (unién de
ligando), un receptor de tipo | (de
transduccién de sefal) y posiblemente un
receptor tipo Ill (de presentacion de ligando).
Existen subtipos de los receptores de
activina tipo | y ll: denominados ACTRII y
ACTRIIB y por otra parte ACTRI (o Alk-2) y
ACTRIIB (o Alk-4). La unién de activina a
sus receptores tipo Il promueve la
fosforilacion del receptor tipo |l, quien
desencadena la activacion por fosforilacion
de proteinas de sefializacion intracelular.
Por lo tanto, los ActRl no unen activina
directamente, sino que forman un complejo
de sefalizacion heteromérico con el receptor
tipo | (Carcamo et al., 1994; Willis et al,,
1996; Attisano et al, 1996). Algunos
estudios sugieren la existencia de un
receptor/aceptor tipo |l de alto peso
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molecular para activina, aunque a diferencia
del receptor Il de TGF-B, no se ha
identificado su participacion (Lopez-Casillas
et al., 1993).

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

4.1.3. Proteinas ligadoras

Tanto en sangre como en fluido
extravascular, la activina e inhibina se
encuentran unidas a dos proteinas ligadoras:
a2-macroglobulina y folistatina (Mather,
1996). La unibn a o2-M no afectaria la
actividad biolégica de la activina (Niemuller
et al., 1995) y se cree que esta proteina, de
alta concentraciébn circulante, estaria
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 proteina, 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  proteolitico (303 kD)
(Nakamura et al.,, 1990). La folistatina es
capaz de neutralizar la actividad biolégica de
activina, por formacién de complejos, en casi
la totalidad de los sistemas bioldgicos
estudiados (Mather et al., 1997).

4.1.4. Transduccion de sefal

Las proteinas Smad son los mediadores
intracelulares en la transduccién de seflales
de los miembros de la familia del TGF-§,
incluida la activina (Heldin et al., 1997,
Massague, 1996). Sin embargo, las
funciones especificas, asi 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 accién de
activina seria el mismo de aquellas
activadas por TGF-B (Lebrun et al., 1999).
La uniébn de activina a sus receptores
promueve la formacién de complejos con
Smad-2 y -3. Este complejo es liberado al
citoplasma, donde interactua con la Smad 4.
Estos complejos Smad son capaces de
mediar la transcripcion de genes inducidos
por activina.

4.1.5. Acciones biolégicas

Aungue inicialmente se describid a la
activina como un regulador de la liberacion
de hormonas en la hipéfisis, 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 mitégeno o un morfégeno
y se encuentra implicada en procesos
diversos, entre ellos la embriogénesis,
osteogénesis, hematopoyesis y la fisiologia
reproductiva.

Durante el desarrollo, la activina actda
localmente y en diversos sitios en la
embriogénesis de mamiferos (Ying et al,
1997). La subunidad BA se expresa y
presumiblemente actua en corazén, cerebro,
médula y musculo esquelético, mientras que
la BB se asocia a corazdén y gonadas. La
activina se ha propuesto como un factor
inductor de mesodermo en diversas
especies, desde Xenopus (Reilly, Meiton,
1996) hasta raton (Johansson, Wiles, 1995).
Aunque con el ratén knock-out no se ha
demostrado esta hip6tesis de forma
concluyente, se sugiere que la activina no
utilizaria su receptor tipo Il en el embrién,
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 ratdn deficiente en el
receptor ActRIIB, se demostré la importancia
de los receptores de activina en el desarrollo
(Oh, Li, 1997).

A nivel reproductivo, originaimente se
considerd a la activina y la folistatina como
factores endocrinos producidos por las
génadas que regulaban la liberacién de FSH
en la hipéfisis. Sin embargo, el conjunto de
evidencias acumuladas indica que su
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principal funcibn es la de reguladores
paracrinos y autocrinos intraovaricos e
intratesticulares.

Numerosos experimentos han indicado que
gonadotrofinas, esteroides y factores locales
estimulan la expresion 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 la activina induce la
expresién de receptores de FSH (Minegishi
et al., 1996; Nakamura et al.,, 1995; Xiao et
al., 1992). La activina estimula Ila
proliferacion de células de la granulosa
provenientes de foliculos pequefios Yy
foliculos secundarios (Mir6, Hillier, 1996; Li
et al., 1995) y es capaz de promover el
desarrollo del foliculo ovarico in vitro (Li et
al, 1995). A su vez, activina amplifica la
accién de FSH sobre parametros asociados
a la diferenciacion en células de granulosa
inmaduras de rata, como la actividad de
aromatasa (Xiao et al., 1990; Hutchinson et
al., 1987), el nimero de receptores para LH
(Sugino et al, 1988) y la sintesis de
progesterona (Sugino et al., 1988; Xiao et
al., 1990).

La folistatina fue originalmente aislada e
identificada a partir de fluido folicular. En el

ovario, la expresion de folistatina se
correlaciona con la expresion de la
subunidad B y es regulada de igual forma
por gonadotrofinas (Tano et al, 1995;
Shintani et al., 1997). Como la folistatina
tiene la caracteristica de ligar activina, se ha
demostrado que es capaz de neutralizar la
actividad de ésta en células ovaricas in vitro
(Xiao et al., 1992; Xiao, Findlay, 1991; Li et
al, 1995) y el efecto resultante de la
interaccion entre activina y folistatina,
depende de la relacion entre ambas
proteinas, como se demostr6 para la funcion
testicular (Mather et al., 1993).

4.2. Objetivo

El objetivo de este trabajo fue realizar un
estudio comparativo de la accién de activina
y TGF-B, dos factores pertenecientes a la
misma familia de péptidos sobre el
crecimiento y diferenciacion de células de la
granulosa.
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4.3. Resultados

4.3.1. Efectos de activina sobre la sintesis de ADN en células de la granulosa

Las células de la granulosa fueron tratadas
con concentraciones crecientes de activina,
observandose una fuerte estimulacion en la
sintesis de ADN (Figura 4.2). El efecto de
activina produjo entre 50 y 70 veces de
estimulacion del basal (EDsp ~ 50 ng/ml). La
accion 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 la funcién celular
compartiendo el mecanismo de accion
(Derynck et al., 1998; Chen et al., 1996).
Por lo tanto, se decidié estudiar
comparativamente la regulacion de la
sintesis de ADN en células de la granulosa

120 A~

O Control
100 - ® FSH

20

Porcentaje de la respuesta maxima
8

Activina (ng/ml)

Figura 4.2

Efecto de activina A sobre la sintesis de ADN en
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 maximas de cuatro exgerimentos
independientes. La incorporacién de “H-timidina
se llevo a cabo durante 24 hs. comenzando a las
24 hs. de la estimulacion. Las curvas dosis-
respuesta indicaron EDsp de 50ng/ml para
activina (Allfit); FSH amplificé la accién
estimulatoria de activina (p<0.001)

por TGF-B y por activina. Los efectos
estimulatorios de la proliferacion por
activina en células de granulosa también se
observaron en presencia de TGF-$ (en
concentraciones  saturantes) (o} una
combinaciéon de FSH y TGF-$ (Figura 4.3).
El ajuste de las curvas dosis respuesta
indic6 que los valores alcanzados a
concentraciones efectivas maximas 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 la
granulosa, s6lo puede ser parciaimente
reproducido por el TGF-f. En este sentido,
se encontré una complementacién diferente
entre activina y TGF-B para la regulacién de
la sintesis de estradiol (seccién 4.3.2)
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Figura 4.3
Efecto de activina sobre la sintesis de ADN
estimulada por TGF-§

Células de granulosa se cultivaron en ausencia o
con concentraciones crecientes de activina A en
medio control, o con FSH (20 ng/ml), TGF-B1 (3
ng/ml) o la combinacién de ambos. Los
resultados son medias + ES de determinaciones
realizadas por triplicado. La presencia de TGF-$
no alter6 los valores alcanzados a
concentraciones mayores de 100 ng/ml activina.
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En la Figura 4.4 se muestra que la
amplificaciéon por FSH de la accién de
activina es bifasica, 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 maximas de
activina, no se observé efecto de TGF-8
para ninguna de las concentraciones de
FSH ensayadas.

La folistatina es una proteina ligadora de
activina que es la responsable de la
modulacién de la actividad biolégica de la
misma. La presencia de folistatina se
encuentra siempre asociada a la regulacion
autocrina o paracrina por activina en
diversos tejidos, incluido el ovario.

Por lo tanto, se decidi6 analizar el efecto de
folistatina en la modulacién del crecimiento
de células de la granulosa. Como muestra
la figura 4.5, la presencia de esta proteina
disminuyé el Control y el leve efecto de

@® Control W Activina

- O TGF$ V¥ Activina + TGF-

16

12

[°H] timidina incorporada (cpm/well x 10°%)

L
oL e——@e ——9
0 2 20 200
FSH (ng/ml)

Figura 4.4

Accién 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 maximas de activina
(100 ng/ml) y con dosis crecientes de FSH. La
incorporacién de *H-timidina se realizé por 24 hs.,
comenzando 24 hs. luego del plaqueo. Los
resultados son medias + ES de determinaciones
en triplicado (* p<0.05, *** p< 0.001 comparado
con los respectivos cultivos sin FSH).

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

Aun sin el agregado exégeno de activina,
las acciones de folistatina resultaron
inhibitorias de la sintesis de ADN, lo que
sugiere que la activina producida por las
células de la granulosa en el cultivo
contribuiria a su propio crecimiento. En este
sentido, es importante sefalar que el
sinergismo entre FSH y TGF-B en la
sintesis de ADN en células de la granulosa
de rata es dependiente de la densidad
celular en cultivo (como se mostré
previamente).

3 Control Activina

20 I Folistat ###. Activina + Folistat

d c

16
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FSH +
TGF-

Figure 4.5

Efecto de folistatina sobre la sintesis de ADN en
células de granulosa

Células de granulosa se cultivaron en medio
control, con FSH (20 ng/ml), TGF-B (5 ng/ml) o
una combinacién 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 incorporacién de *H-timidina se llevé a cabo
entre las 24 y 48 hs. de cultivo. Los resultados
son medias * 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 la sintesis de estradiol en

células de la granulosa

Las células de la granulosa inmaduras no
son capaces de sintetizar estradiol, a menos
que la expresion de la aromatasa sea
estimulada por FSH y se provea de
andrégenos, como sustratos aromatizables.
Dentro del foliculo, las células tecales son
quienes proveen del sustrato para esta
enzima. Sin embargo, si bien la FSH es el
principal estimulo para la produccion de
estr6genos, su accibn se encuentra
modulada por factores peptidicos y
esteroideos intrafoliculares.

En primer término, se analizé si la
produccién de estradiol estimulada por FSH
era regulada por folistatina, la proteina
ligadora de activina. En la figura 4.5 se
muestra que el agregado de concentraciones
crecientes de folistatina redujo la potencia
estimulatoria de FSH sobre la acumulacién
de estradiol (aproximadamente 50% del
control), mientras que no hay modificacion

Estradiol (ng/ml)

0 al I 1 A "
0 1000 o 0.1 1 10 100 1000

Follistatina (ng/ml)

Figura 4.5 Efecto de folistatina sobre la
produccién 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
agreg6 androstenediona (0.33 uM) como sustrato
aromatizable. Los valores son media + ES. Los
asteriscos indican diferencias  significativas
respecto del control (*p<0.05).

de los niveles basales. Este experimento
sugiere la participacion de activina como
regulador local en la estimulacién, 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-f1 (Figura 4.6). Tanto el
TGF-B, como la activina A, potenciaron la
accion de FSH sobre la sintesis de estradiol
con diferentes EDsy (0.09 + 0.02 ng/ml
TGF-By 10 £ 2.5 ng/ml activina A).

El TGF-B y la activina amplificaron la accién
de FSH sobre la produccion de estradiol en
similar magnitud (2.4 + 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-f y activina A sobre la
sintesis de estardiol estimulada 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-B1 o de activina A.
Los valores son medias + ES. Los asteriscos
indican diferencias significativas respecto del
control (* p<0.05, ** p<0.01). Los ajustes de las
curvas dieron EDsp de 0.09 + 0.02 ng/ml para
TGF-B y 10 £ 2.5 ng/ml para activina. No se
encontraron diferencias significativas al comparar
los efectos maximos alcanzados (p>0.05)




Efectos de activina en células de la granulosa

51

estimulacion maxima (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 hipétesis que el TGF-B y la activina
compartian mecanismos de accién en la
estimulacion de la aromatasa, se analizé la
accion conjunta de los dos factores en
concentraciones efectivas maximas (Figura
4.7). Mientras que no existié alteracion de la
produccion basal, la estimulaciéon por FSH y
TGF-B no se vib alterada por la presencia de
activina. La folistatina, que es capaz de unir
la activina y, como consecuencia, impedir
sus acciones bioldgicas, provocé una
disminucion de los efectos de FSH y del
conjunto FSH + activina. Este efecto podria
explicarse por la neutralizacién de la activina
agregada, o, que en ausencia de agregado
exogeno, la activina producida por las
mismas células que estaria actuando como
factor autocrino. Sin embargo, cuando la
accion estimulatoria de la activina es
eliminada por folistatina, el TGF-$ es capaz
de reemplazar su efecto, potenciando la
sintesis de estradiol. Estos resultados
sugieren que TGF-B y activina compartirian
mecanismos responsables de la
potenciacién de la accion de gonadotrofinas
en la estimulacién de la aromatasa.

20+ =3 Control
2222 Folistatina

bT b b

Estradiol (ng/ml)

Control TGF-§ ActivinaA TGF-§+
Activina A

Figura 4.7. Efecto de TGF-p, activina y folistatina
sobre la esteroidogénesis 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 +
ES. Letras distintas indican diferencias
significativas (p< 0.01).
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4.4. Discusiébn

Los resultados presentados muestran que la
activina y su proteina ligadora, la folistatina,
regulan la esteroidogénesis y la sintesis 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
senalizacion compartidos (Hu et al.,, 1998;
Lebrun et al., 1999).

La inhibina (heterodimeros a-B) producida
por las gbnadas, se comporta como
hormona, regulando la liberacién hipofisaria
de FSH, y a su vez como factor de accion
local (Findlay, 1993). Sin embargo, el
principal papel fisiolégico de la activina y la
folistatina, producidas por las células de la
granulosa, seria el de moduladores
intraovaricos del desarrollo del foliculo . A
pesar de que la caracterizacién original de
estas proteinas se realizé en funcién de su
capacidad de regular la secrecién de FSH
por la pituitaria, esta actividad seria 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 estimulacion por FSH de la
sintesis de estradiol (Hutchinson et al., 1987,
Xiao et al., 1990; Ying et al., 1986; Adashi,
Resnick, 1986; Hutchinson et al.,, 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 médulo, indican que,
tanto para el TGF-B como para la activina, la
amplificacién en la biosintesis de estradiol
fue de similar magnitud. La presencia
conjunta de ambos factores no mostrd
alteracién de los efectos individuales y no se
observaron alteraciones en la sintesis basal
del esteroide.

La folistatina neutraliz6 las acciones de
activina, sin revertir  significativamente
aquellas promovidas por el TGF-B. Por lo

tanto, la activina y el TGF-B podrian cumplir
funciones redundantes en la amplificacion de
la accibn de gonadotrofinas sobre la
esteroidogénesis en células de la granulosa.

Los estudios realizados in vivo han provisto
informacién de dificil interpretacién sobre los
efectos potencialmente mitogénicos de
activina en el ovario. Se han descripto que la
activina no alteraba la proliferacién celular
(Schwall et al., 1989), que producia efectos
inhibitorios (Woodruff et al., 1990) y que
ejercia acciones estimulatorias (Doi et al,,
1992). Para la adecuada interpretacion de
estos datos in vivo, debe tenerse en cuenta
que la activina actaa sobre otros tejidos del
organismo, principaimente la hip6fisis, lo
cual puede influenciar indirectamente su
accion en el ovario. (Findlay, 1993; Doi et
al., 1992; Schwall et al., 1989). Por lo tanto,
el abordaje in vitro utilizado puede ser
particularmente valioso, para analizar la
accién de la activina especificamente sobre
las células de la granulosa.

Publicaciones recientes indican que |a
activina es un potente mitdgeno para las
células de la granulosa (Mir6, Hillier, 1996) y
para una linea de células de granulosa (Li et
al,, 1997). Asimismo se ha demostrado que
la combinacién con FSH permite reconstruir
in vitro la estructura y la funcién folicular, por
lo que la activina podria también estar
involucrada en la morfogénesis del foliculo
(Li et al., 1995).

En nuestras condiciones experimentales, la
activina promovié la estimulacién del
crecimiento en forma dosis-dependiente. Es
importante serialar, que el tratamiento con
activina fue el estimulo individual mas
potente de todos los ensayados sobre la
sintesis de ADN en el sistema de cuitivo
utiizado (entre 50 y 70 veces de
estimulacion). Esta accion fue amplificada
por bajas concentraciones de FSH. El hecho
que FSH se transformé en un mitégeno de
células de la granulosa en presencia de
activina, enfatiza la potencial relevancia
fisiolégica de esta accidén de activina sobre
la funcién ovérica.



Como se demostr6 en el mddulo | de esta
tesis, el TGF-B estimulé la sintesis 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 accion de ambos
péptidos sobre la sintesis de ADN. Ademas,
es posible observar efectos adicionales de
activina sobre aquellos promovidos por
concentraciones efectivas maximas de TGF-
B, sobre la sintesis de ADN. Las curvas
dosis respuesta indicaron que los valores de
estimulacién alcanzados a dosis maximas de
activina A resultaron independientes de la
ausencia o presencia de TGF-p.

Estos datos sefalan que el TGF-f se
comport6 como un agonista parcial de
activina sobre la sintesis de ADN. El término
agonista debe interpretarse desde un punto

de vista fisiolégico, Io que no
necesariamente  implica que ambos
compuestos  compartan los mismos

receptores. Por otra parte, cuando se analizé
la amplificacion de la accion de FSH sobre la
sintesis de estradiol, se encontr6 que ambos
ligandos presentaron similar potencia como
agonistas. La posible contaminacion de los
preparados de activina con TGF-B debe
excluirse ya que similares eofectos se
obtuvieron utilizando activina A
recombinante como estimulo.

Segun  investigaciones recientes, la
transduccién de las seflales de los miembros
de la superfamilia del TGF-B se realiza a
través de receptores con actividad serina y
treonina quinasa que regulan la activacién y
traslocacion al nucleo de las proteinas Smad
(Hu et al,, 1998). El TGF-B y la activina, a
través de sus receptores, promueven la
fosforilacion del mismo tipo de proteinas
Smad (Smad-2 y Smad-3) (Derynck et al.,
1998; Lebrun et al.,1999; Nakao et al.,1997),
mientras que otros factores de la
superfamilia, como las BMPs, involucran a
las Smad-1y -5 (Derynck et al., 1998).

En base a la disociaciéon de efectos de TGF-
B y de activina sobre la estimulacion de la
esteroidogénesis y sobre la sintesis de ADN
es posible plantear el siguiente modelo.
Asumiendo que la unién de los ligandos a

sus receptores promuseven la activacién del
mismo tipo de proteinas Smad, el TGF-§
presentaria una menor eficiencia de
transduccion en este proceso que la
correspondiente a la activina, lo cual
explicaria la diferente potencia de los
péptidos sobre la sintesis de ADN en células
de la granulosa. Por otra parte, los niveles
de activacion de Smad necesarios para
incrementar la produccién de estradiol,
serian menores que los requeridos para
promover la sintesis de ADN La
estimulacion realizada por TGF-$ seria
suficiente para alcanzar los efectos méaximos
a nivel del promotor de la aromatasa. Esta
suposicion esté sustentada en el hecho que
las curvas dosis respuestas para la
amplificacién de la sintesis de estradiol
fueron mas sensibles, es decir presentaron
menor EDsy, que las de estimulacién de la
sintesis de ADN.

El TGF-B y la activina transducen sus
sefales a la célula por heterodimerizacion
de receptores tipo Il y tipo |. Los receptores
tipo |l determinan la especificidad de unién
de ligando, y cada uno interactda con un
repertorio distinto de receptores tipo I, que
son los que desencadenan las sedales
intracelulares. Sin embargo se ha
demostrado que receptores tipo | de TGF-p
también pueden asociarse con receptores
tipo Il de activina pero los tipo | de activina
no lo hacen con los tipo || de TGF-B (Ebner
et al., 1993; Attisano et al., 1993; Carcamo et
al., 1994). El reclutamiento de ambos tipos
de receptores tipo | (TBRI y ACTR 1) por
activina, pero no por TGF-B, podria explicar
la diferencia en la efectividad de
transduccion propuesta para ambos factores.

Se ha descripto la expresion de receptores
de activina (ACTRI, ACTRIB, ACTRI vy
ACTRIIB) y de TGF-B (TBRI y TBRIl) en
células de la granulosa de distintas especies
(Roy, Kole, 1995; Schmid et al., 1994; Juneja
et al., 1996; Peng et al., 1996; Aloi et al.,
1997; Sidis et al., 1998).

Para comprender el papel fisiol6gico de los
factores de la familia del TGF-B en el
desarrollo del foliculo, es necesario un
conocimiento mas profundo de los
mecanismos de senalizacién involucrados.
Hasta la actualidad, no se ha estudiado la



Efectos de activina en células de la granulosa

53

cooperacion en la accién de los distintos
tipos de receptores en células ovaricas, ni se
han analizado los patrones de activacion de
fas proteinas Smad.

La proteina ligadora de activina, folistatina,
cuya expresion en el ovario estd
ampliamente documentada, revirtié la accién
de activina tanto sobre la sintesis de ADN
como sobre la amplificacion de la sintesis de
estradiol. Sin embargo, aun en ausencia de
agregado exégeno de activina a los cultivos,
las acciones de folistatina resultaron
inhibitorias. Estos resultados indicaria que
bajas concentraciones de activina (en
concentraciones subbptimas), serian
producidas por las células de la granulosa
en cultivo y ejercerian efectos autocrinos.
Recientemente, se han  demostrado
respuestas diferenciales a la activina
endégena o0 exégena en células de
taratocarcinoma, acciébn regulada por
folistatina asociada a la superficie celular
(Delbaere et al., 1999). En este sentido, en
ol sistema de cultivo de células de la
granulosa inmaduras, utilizado en estos
experimentos, se encontré expresion de las
subunidades BA y BB de activinal/inhibina
(médulo V de esta tesis) en concordancia
con lo descripto en publicaciones previas
(LaPolt et al., 1990; Eramaa et al., 1994; Aloi
et al., 1995; Meunier et al., 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 biolégicas
de la folistatina distintas de su capacidad de
unir activina. Si bien, no existen evidencias
de la existencia de receptores para
folistatina, esta proteina 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 asociacién a la
superficie celular de folistatina promueve la
endocitosis de la activina unida y un
incremento en la degradacién por enzimas

lisosomales (Hashimoto et al., 1997). Sin
embargo, la regulacién por folistatina de la
produccion de progesterona y el
metabolismo de la misma en células de
granulosa inmaduras, no pueden explicarse
por su actividad de unién de activina (Xiao,
Findlay, 1991; Xiao et al., 1990), lo que
sugiere una posible accién biolégica distinta,
ya sea por efectos directos sobre la célula o
por unién de otro factor perteneciente a la
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
proteinas, en el que se observaron acciones
sobre las células de la granulosa en los
estudios presentados, se encuentra dentro
de los niveles fisiolégicos.

La expresibn de las distintas las
subunidades BA y B presenta variaciones a
lo largo del desarrollo del foliculo (Meunier
et al., 1988; Schwall et al., 1990) y se han
encontrado patrones caracteristicos para los
cambios en las inhibinas diméricas A y B
circulantes a lo largo del ciclo menstrual en
la mujer o estral en la rata (Woodruff et al.,
1996; Groome et al., 1996; Groome et al.,
1994). Dependiendo del tipo de subunidad 3
que se exprese, se origirian diferentes
formas de activina (A, B o0 AB), por lo que, se
especula que distintas formas de activina
podrian cumplir diferentes papeles en la
regulacién ovérica en las diferentes etapas
de la foliculogénesis. Sin embargo, hasta la
actualidad, todos los estudios sobre la
regulacién de la funcién folicular se han
llevado a cabo mediante la utilizacion de
activina A. La obtencién de otros tipos de
activinas recombinantes permitirda un analisis
comparativo de la accién de las distintas
formas, asi como la especificidad del tipo de
receptores para cada uno de ellas.
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5.1. Introduccién

5.1.1. Estructura y accién

El TNF-o« es un polipéptido de 233
aminoacidos considerado el prototipo de una
familia de proteinas relacionadas (como el
NGF, el ligando CDA40, el ligando de Fas y
otros) (Beutler, van Huffel, 1994). Existe
tanto como proteina de membrana como en
forma soluble, siendo ambas formas
biolégicamente activas. El TNF-o. soluble es
creado por protedlisis, generandose la
molécula de 17 kDa, de mayor potencia, que
normalmente circula como homotrimero
(Kriegler et al., 1988).

Esta citoquina se ha considerado
clasicamente como una citoquina
inflamatoria producida por macréfagos
activados, aunque se ha demostrado su
produccion por una muy amplia diversidad
de tipos celulares (Beutler, 1991). Ademas
de su papel crucial en el shock séptico e
inflamacién (Beutler, van Huffel, 1994), es un
modulador celular pleiotrdpico que cumple
una funcién importante en muchos eventos
fisiolégicos, 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 activacion de mditiples
vias de transduccion y su capacidad de
inducir o suprimir la expresion de un vasto
numero de genes.

Existen dos receptores para TNF, TNFR1
(p55) y TNFR2 (p75) que guardan alta
homologia entre si y comparten
caracteristicas  comunes  con otros
receptores de la familia (Beutler, van Huffel,
1994). Ademas de las formas de membrana
de los receptores existen formas solubles de
los mismos que actian como proteinas
ligadoras, neutralizando las actividades
biolégicas. El dominio de muerte presente en
la porcion intracelular del TNFR1 seria el
responsable de desencadenar las sefiales
que conducen a la apoptosis, por activacion
de las caspasas (Ashkenazi, Dixit, 1998;
Nagata, 1997). Sin embargo, este no es el
unico resultado de la unién de TNF-a ya que
el TNFR1 también activa al factor de
transcripcion  NF«xB,  desencadenando

acciones que en ciertas circunstancias
inhiben la apoptosis (Nagata, 1997). Se
presume que el TNFR1 es responsable de
las actividades apoptéticas del TNF-o
mientras que el TNFR2 seria responsable de
la generacién de sefales regulatorias o
proliferativas en linfocitos (Vandenabeele et
al., 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 proteinas
inmunoreactiva. El TNF-o se ha detectado
en ovocitos y células foliculares en el ovario
de rata (Marcinkiewicz et al., 1994); en el
ratén en ovocito y células tipo macréfagos
intersticiales (Chen et al., 1993). También
se describi6 su presencia en el ovario
humano, tanto en los compartimientos
foliculares como luteales (Roby et al., 1990),
asi como en los ovocitos (Naz et al., 1997).
Células de granulosa-luteinicas han sido
también implicadas como productoras de
TNF-o. (Zolti et al., 1990). Sin embargo, la
presencia de macrofagos en los preparados
seria responsable de la secrecién de esta
citoquina en experimentos in vitro. Las
citoquinas secretadas por los macréfagos
del compartimiento ovarico intersticial (Hume
et al, 1984), podrian tener efectos
paracrinos, constituyéndose en moduladores
"in situ" de la funcién ovérica (Figura 5.1).

¢
Ovocito
&= TNF-«F!'
& Macroéfagos
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Esteroidogénesis

Figura 5.1
Posibles interacciones paracrinas 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-o afecta el desarrollo del foliculo
ovérico. Esta citoquina produce efectos
estimulatorio o inhibitorio, sobre la funcién
folicular, luteal y la ovulacién. (Terranova,
Rice, 1997, Adashi, 1990, Norman,
Brannstrém, 1996; Terranova et al., 1995).
Las acciones de TNF-a sobre la funcién
folicular, se evidencian fundamentalmente
como un bloqueo de la diferenciacion de
células de la granulosa, estimulada por
gonadotrofinas. El TNF-a regula la expresion
de receptores para LH (Darbon et al., 1989),
la produccién de progesterona (Adashi et al.,
1990; Darbon et al., 1989), la biosintesis 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 funcién de las células tecales también es
alterada por el TNF-a, originando una
inhibicion en la sintesis de andrégenos
(Zachow et al., 1993; Andreani et al., 1991) y
una estimulacién del agrupamiento entre
células (Zachow et al., 1992).

5.2. Objetivo

E! objetivo de este trabajo fue determinar la
acciéon del TNF-o sobre la sintesis de ADN
en células de la granulosa inmaduras y su
interaccién con hormonas y otros factores
locales, como el factor de crecimiento
transformante-f o activina.
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5.3. Resultados

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

Se analiz6 el efecto del TNF-o. sobre la
sintesis de ADN en cultivos de células de
granulosa inmaduras. Como se observa en
la figura 5.2, el TNF-a. ejercid una leve
estimulacion sobre la incorporacién de
timidina en condiciones basales. Cuando las
células de la granulosa se cultivaron en
presencia de FSH (20 ng/ml) y TGF-B (3
ng/ml), el agregado de TNF-o. produjo una
inhibicion dosis-dependiente en la sintesis
de ADN (EDsp=3.2 + 0.9 ng/ml). Por otra
parte, la estimulacion promovida por el
TGF-B (3 ng/ml) fue amplificada el TNF-a
(EDsp= 3.4 £ 0.8 ng/ml).

Debe notarse, que en presencia de TNF-a,
en dosis entre 10 y 30 ng/ml, los niveles
alcanzados en la estimulacion de la accion
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Figura 5.2

Efecto de TNF-a sobre la sintesis de ADN en
células de la granulosa

Las células de granulosa se cultivaron en
ausencia o con concentraciones crecientes de
TNF-c,, en medio control, con FSH (20 ng/ml),
con TGF-B1 (3 ng/ml) o con la combinacién de
ambos. Los resultados son medias + 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 inhibicién por la
citioquina del sinergismo entre FSH y TGF-B,
no fueron significativamente diferentes
(p>0.05). Estos resultados, podrian indicar
que el TNF-a realiza una inhibicién sobre la
accion de la gonadotrofina o una
disminucién en la respuesta de las células a
FSH.

Para estudiar mas en detalle este efecto, se
analizé la acciéon del TNF-a. en presencia de
concentraciones crecientes de FSH. Cuando
se ensay6 con TGF-B (3 ng/ml), FSH
incrementé la sintesis de ADN de manera
bifasica. Sin embargo, en presencia de
TNF-a. (10 ng/ml) y TGF-B (3 ng/ml), el
agregado de concentraciones crecientes de
FSH no alter6 en forma significativa la
estimulacion por ambas citoquinas (Figura
5.3)
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Figura 5.3

TNF-a bloquea la accién de gonadotrofinas sobre
la sintesis de ADN

Células de granulosa de rata se cultivaron con
TGF-B1 (3 ng/ml) en ausencia o presencia de
concentraciones efectivas maximas de TNF-a (10
ng/ml) y con dosis crecientes de FSH. La
incorporacion de 3H-timidina se realizé durante 24
hs., comenzando 24 hs. luego del plaqueo. Los
resultados son medias + ES de determinaciones
en triplicado (*** p< 0.001 comparado con los
respectivos cultivos sin FSH).
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A continuacién se determind si la
estimulacién  producida por FSH en
combinaciéon 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 inhibi6 completamente
esta estimulacién hormonal sobre la sintesis
de ADN (Figura 5.4, panel A). Por otra parte,
la amplificacion por FSH del efecto de
activina A (100 ng/ml) fue suprimida por el

— -TNF-a
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Figure 5.4

TNF-c. La aparente estimulacion por TNF-a
del efecto de activina resulté no significativa
estadisticamente. Como se muestra en la
Figura 5.4 panel B, la presencia de TNF-a
tanto con activina como con la combinacion
de este péptido y FSH induce niveles
similares de incorporaciéon de timidina, de
manera semejante a lo observado para la
accion de TNF-o. con TGF-B.
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Efecto del TNF-a sobre la sintesis de ADN en células de la granulosa estimulada 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 combinacién 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 combinacién de FSH y activina (20 y 100 ng/ml). La incorporacién de “H-timidina
se llevé a cabo durante 24 hs. comenzando 24 hs. después de la estimulacién. Los resultados son medias
+ 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 Ila
esteroidogénesis en células de
granulosa

5.3.2.1. Regulacién de la biosintesis de
estradiol y progestidgenos

Se estudié el efecto del TNF-o sobre la
produccion de estradiol, y la biosintesis de
progestagenos en cultivos primarios de la
granulosa de rata. En todos los casos, se
utilizé androstenodiona (0.33 pM) como
sustrato aromatizable, dado que las células
de la granulosa no sintetizan andrégenos.
En el foliculo, los andrégenos 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 expresion de
la aromatasa inducida por gonadotrofinas y
androgenos.

En nuestro sistema de cultivo de células, se
comprobd una inhibicién dosis-dependiente
por el TNF-a. en la acumulacién de estradiol,
promovida por FSH. El TNF-o, en una
concentraciones de 10 ng/ml, inhibié
completamente la produccion de estrégenos,
alcanzando valores comparables al control
(EDso= 3.3 £ 0.3 ng/ml) (Figura 5.5, panel A).
La sintesis basal de estradiol, es decir sin el
estimulo  hormonal, también resultd
disminuida. El andlisis del curso temporal de
la produccion de estradiol indicé efectos
inhibitorios similares a todos los tiempos

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

Se analizé, si dosis mayores de FSH que las
utilizadas, eran capaces de revertir la
inhibicibn 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
observd, en todas las condiciones,
ensayadas que el TNF-o bloquea el efecto
de FSH sobre la actividad de aromatasa.

La sintesis de progestagenos, 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 habiamos encontrado que el TGF-
B o la activina A, podian interactuar con
TNF-o. promoviendo la sintesis de ADN,
decidimos examinar si estos factores eran
capaces de modular el efecto del TNF-a
sobre la produccion de estradiol. La activina
aumento la sintesis de estradiol promovida
por FSH (como se discuti6é en el médulo 2 de
esta tesis). Sin embargo, la inhibicién
producida por TNF-o, fue evidente en
presencia de este péptido (Figura 5.6). Se
encontraron similares resultados con el
TGF-B (datos no mostrados).
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Figura 5.5

Efecto del TNF-« sobre la
produccién de estrégenos,
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
con cantidades crecientes de

FSH (ngimi) FSH.

Los niveles de estradiol se determinaron por RIA. Se agregé androstenediona (0.33 uM) como sustrato
aromatizable a los cultivos. Los valores son media + ES. Los asteriscos indican diferencias significativas
respecto de los respectivos controles de FSH sin TNF-a (**p<0.01, ***p<0.001).
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Figura 5.6

Efecto de activina sobre la inhibicién por TNF-a
de la sintesis de estradiol

Cultivos de células de granulosa se trataron
durante 64 hs. con FSH (20 ng/ml) en
condiciones control 0 con activina A (100 ng/ml),
con follistatina (200ng/ml) o una combinacién de
ambas, en ausencia o presencia de TNF-a (10
ng/ml). Los valores son medias + ES de
tnplicados 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 estimulos, se
incubé durante 3 hs con pregnenolona
tritiada. Los productos del metabolismo se
analizaron por cromatografia en capa
delgada. Las células fueron preincubadas 3
hs con el inhibidor de la enzima Pgsscc,
aminoglutetimida (100uM), para evitar la
dilucibn de marca por pregnenclona
producida en forma endogena.

En dicho tiempo, la pregnenolona se
metabolizé totalmente a progesterona,
acumulandose como 20q-dihidro-
progesterona. En la figura 5.7.A se muestra
la fluorografia de la cromatografia y los
resulatdos de la cuantificacién 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
formacién de progestagenos. En la rata, la
progesterona (Ps) se metaboliza
primariamente a 20a-dihidro-progesterona
(20a-DHP). Por otra parte, la FSH suprime la
actividad de la S5a-reductasa, lo que se
evidencia como una inhibicion de la
conversion a Sa-pregnan-3a,20a-diol
(pregnandiol o diol) con respecto a los
cultivos en condiciones control (Figura 5.7 y
Tabla 5.1). Esta disminucion de la
conversion a esteroides 5a-reducidos ha
sido propuesta como un cambio en la
esteroidogénesis ovarica por gonadotrofinas
en la etapa puberal (Payne et al., 1992).
Como se muestra en la ruta metabdlica en la
figura 5.8, la conversién 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 conversién a pregnandiol fue
casi total por accion de la 3a-HSD.

El TNF« aumenta la aparicion de
pregnandiol sobre el control (54% contra
30% en condiciones basales). Por otra parte,
en presencia de FSH, el TNF-« revierte, casi
por completo, la inhibicion 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 identificacion de los metabolitos se
realiz6 por compracibn con patrones vy
mediante |a inhibicion de las enzimas con el
agregado de otro sustrato no marcado. El
agregado de testosterona no radioactiva
competiria la 5a-reductasa y el de
dihidrotestosterona (DHT), la posterior
conversién de los compuestos 5a-reducidos.
En la figura 5.7.C, se observa que la
competencia con testosterona (calle 2),
disminuyé la cantidad de pregnandiol
generado con respecto a las condiciones
control (calle 1). La presencia de exceso de
DHT incrementé la presencia de 5a-
pregnan-20a-ol-3-ona  (calle 3) por
competicién de la 3a-HSD.
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Figura 5.7

Accién 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).
Luego de 68 hs, se incubdé con [*H]-pregnenolona
(0.1 uCi/pocillo).

Panel B (derecha). Cultivos tratados con FSH y
TNF-o. se incubaron con pregnenolona tritiada en
medio control (calle 1) o con el agregado de
testosterona (calle 2) o de DHT (calle 3), para
competir distintos pasos enzimaticos de conversion.
Se realizé6 preincubacion e incubacién con
aminoglutetimida (100uM). Los metabolitos, luego
de 3 hs de incubacion, se separaron por
cromatografia en capa delgada y se detectaron por
fluorografia.

Tabla 5.1. Efecto del TNF-a sobre el metabolismo de pregnenolona

Control TNF-o FSH FSH+TNF-a
Progesterona (P.) 8.4 3.0 7.2 48
5a-pregnan-20a-ol- 3-ona 6.4 3.7 0.9 2.0
20a-dihidroprogesterona (20c-DHP) 50.6 336 82.8 61.1
Sa-pregnan-3a,20c-diol 29.8 543 6.5 258
Probablemente Sa-pregnan-3c,17a,200-triol 47 54 26 6.3

Cuantificaron los metabolitos identificados en la cromatografia de la figura 5.7.A. Cada uno de los
compuestos se representa como porcentaje de la radioactividad total.

Figura 5.8
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Dada la capacidad del TNF-a de incrementar
la conversion hacia esteroides 5o-reducidos,
resultaba posible pensar que la inhibicién de
la produccion de estradiol por TNF-o. no se
debiera a la supresion de la expresion de la
aromatasa, sino a una metabolizacion de los
andrégenos hacia compuestos Sa-reducidos,
es decir, no aromatizables (Figura 5.9.C). Se
realizé un analisis de compuestos generados
a partir de testosterona. El tratamiento con
FSH incrementé la formacion de
androstenodiona (A,) y de estradiol, con una
inhibicion en  la  acumulacién  de
androstanodiol (Figura 5.9.A y Tabla 5.2).
Por otra parte, el tratamiento con TNF-a
revirti6 la inhibicion de la 5a-reductasa
originada por FSH, con el consecuente

SePw_

- estradiol >
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' 1 44 PEERT X
“.. '
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aumento de la  acumulacién  del
androstanodiol. Este tratamiento revirtié por
completo la estimulacion de la sintesis de
estrégenos. La confirmacion de la identidad
de los metabolitos se realizé por competicion
de la 5o-reductasa por un exceso de 20a-
DHP (Figura 59B y Tabla 5.2),
resultantando una disminucién o
desaparicion de DHT, androstanodiol y
androsterona. Es importante sefalar que,
aun en esta situaciéon, en la cual la 5a-
reduccion de andrégenos se encontraba
bloqueada, el TNF-o inhibié la biosintesis de
estrégenos estimulada por FSH. Se puede
concluir entonces, que el TNF-a inhibe la
activacion de la  aromatasa por
gonadotrofinas.

Figura 5.9
Accién del TNF-a sobre el
metabolismo de andrégenos
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 incubd
- con [*H]-testosterona

Panel B. La incubacién con
2 testosterona tritiada se realizé en
' ausencia o presencia de 20a-DHP

para competir la Sa-reduccién del

trazador.

Se realizd preincubacion e

incubaciéon con aminoglutetimida
(100uM). Los metabolitos, luego

o b & ThFg CFFRT CF 4 3 hs de incubacién, se
Control  FSH +20a-DHT separaron por cromatografia en
capa delgada y se detectaron por
fluorografia.
c Estrona :o_m Androstenediona 5:; Androstanodiona :_.;s " Androsterona Panel ) C. Resumen del
metabolismo de andrégenos y las
v 17450 y v v enzimas involucradas.
Estradiol <— Testosterona — DHT «>» Androstanodiol

Tabla 5.2. Efecto del TNF-a sobre el metabolismo de andrégenos

A. Cuantificacién de la cromatografia de figura 5.9.A. B. 20a-DHP
Control TNF-« FSH FSH+TNF-a - *

Androstenediona 22 13 26 11 Androstenediona + DHT 27 14
Estradiol 25 25 20 2.1 Estradiol 0.1 0.1

Androstanodiol 17 24 55 23 Androsterona 11 0.5

Androstanodiol 15 6.5

B. Cuantificaciéon de la cromatografia de la figura 5.9.B. Los cultivos se trataron con FSH y TNF-a y se

incubd 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 la potencial actividad promotora de
muerte celular del TNF-o, las acciones
inhibitorias podrian ser el reflejo de efectos
adversos de este compuesto sobre la
funcién de células de granulosa. Sin
embargo, no parece ser este el caso. En
primer término, el TNF-a. ejercié un efecto
estimulatorio en la degradacion de C21
esteroides, por incremento en la actividad
S5a-reductasa. En segundo término, los
cambios morfolégico en los cultivos (no
mostrados) no correspondieron a patrones
caracteristicos de apoptosis. En tercer lugar,
el TNF-o. incrementé la biositesis de
proteinas.

Luego de 3 dias de cultivo con TNF-a, se
incubé con [*°S]-metionina y se analizé la
biosintesis de proteinas, por incorporacién
del aminoacido marcado, en los
sobrenadantes y en los extractos celulares.
La sintesis de proteinas celulares (Tabla
5.3) mostré un aumento significativo (30-
80%) con TNF-o. (10ng/ml) en los distintos
tratamientos examinados, mientras que el
analisis de las proteinas secretadas,
presentd similares incrementos en la
radioactividad TCA  precipitable. La
evaluacioén del perfil de proteinas, no mostré
la aparicion diferencial de ninguna banda en
SDS-PAGE de una dimension y posterior
autoradiografia (Figura 5. 10).

Figura 5.11

Patrén de proteinas secretadas

Los proteinas de los sobrenadantes de los
cultivos tratados segun se indica e incubados con
{**sS)-metionina se analizaron por SDS-PAGE y
fluorografia

Tabla 5.3. Efecto de TNF-a sobre la sintesis total

de proteinas

Tratamiento Incorporacién de [“Sl)—

metionina (cpm x 10°
TNF-o.  Proteinas Proteinas
secretadas  celulares
Control - 14+01 14.0+1.5
+ 23+0.2 204 +1.7
TGF-B - 17+04 15.1+0.7
16+0.3 114+14
FSH - 14+0.2 15.8+0.3
+ 20+0.2 225+1.2
FSH + - 16+0.1 104+13
TGF-B + 26+03 242 +6.5

Las células de granulosa se cultivaron durante 68
hs en ausencia o presencia de TNF-a en
condiciones basales, con TGF-8 (3 ng/ml), FSH
(20 ng/ml) o la combinacién de FSHy TGF-B (en
las mismas concentraciones). Al cabo de este
tiempo, se cambié el sobrenadante por medio
conteniendo [**S]-metionina y se incubé durante
2.5 hs. Se analiz6 la radioactividad en el material
precipitable con TCA en alicuotas de los medio
de incubaciéon (proteinas secretadas) y de los
extractos celulares. Los valores son medias + ES
de triplicados de cultivos.
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5.3.3. Accibn antigonadotréfica del TNF-a

Los efectos del TNF-a sobre Ila
esteroidogénesis, sobre el metabolismo de
esteroides, asi como sobre el crecimiento
celular sugieren que esta citoquina bloquea
las acciones inducidas por FSH. Dado que la
senalizaciéon central de la gonadotrofina se
efectla a través del sistema del AMPc, se
analizé si los niveles del nuclebtido se
modificaban cuando se trataba a las células
con TNF-a. Mientras que el AMPc
intracelular, a la hora de la estimulacién, no
se vio significativamente afectado por TNF-a
(datos no mostrados), el aumento por FSH
de las concentraciones de AMPc extracelular
a las 48 hs., fue inhibido por TNF-a. (75 % de
inhibicion, Tabla 5.4).

Tabla 5.4. Efecto del TNF-a sobre la acumulacién
de AMPc estimulada por FSH

Tratamiento AMPc extracellular
(pmol/ml)
Control 0.37+0.04°
FSH 176+1.0°
FSH + TNF-a. 48+02°

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 recolecté y determiné el contenido de
AMPc. Los valores son medias + ES de
triplicados de cultivos (a,b,c: p< 0.001)

Se analizd, si las acciones inhibitorias del
TNF-o. sobre la producciéon de estradiol
estimulada por FSH, se manifestaban
cuando se activaba este mecanismo
utilizando un analogo de AMPc como el
dibutirii AMPc (Bt;AMPc). Sin embargo, en
estas condiciones, la citoquina no sélo no
fue inhibitoria, sino que en presencia de
bajas concentraciones de AMPc (0.3 mM), su
accion incrementé los niveles de estradiol
(Figura 5.12.A).

Se decidié examinar entonces, si el bloqueo
de la accién de FSH sobre el crecimiento de
células de granulosa, podia también
explicarse debido a efectos préximos a la
generacion de AMPc.

Sin embargo, cuando las células de la
granulosa se estimularon con Bt;,AMPc, el
resultado observado para el crecimiento
celular fue completamente distinto a lo
encontrado para la regulacion de la
biosintesis de estradiol. La accion
mitogénica de la combinacién de bajas dosis
del analogo de AMPc (0.2 mM) y TGF-B (3
ng/ml) fue inhibida por TNF-o. en igual
medida que el resultado del tratamiento con
FSHy TGF-$ (Figura 5.12.B). Por lo tanto, la
inhibicion de la sintesis de ADN por la
citoquina, es debida a efectos posteriores o
independientes del sistema de generacién e
hidrélisis de AMPc.
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Figura 5.12

Efecto del TNF-a sobre la
produccién de estradiol y
sintesis de ADN estimulada
por AMPc

Panel A (izquierda): Las
células de la granulosa se
cultivaron en medio control
- (C), con FSH (20 ng/ml) o
diferentes concentraciones
de Bt:AMPc (0.1, 0.3 o 1
mM), en ausencia o
presencia de TNF-a (10
ng/ml). Se determinaron los

o

C FSH 01 03 1.0
BLAMPC (mM)

i 778

Control FSH+ AMPc+

niveles de estradiol en los
medios de cultivo a las 72

TGF TGF- :
P P hs. con androstenodiona.

Panel B (derecha): Las células de granulosa de rata se cultivaron sin agregados (Control), con FSH y
TGF- (20 ng/ml y 3 ng/ml, respectivamente), o con Bt:AMPc y TGF-§ (0.2 mM y 3 ng/mi,
respectivamente). La sintesis de ADN se evalu6 entre las 24 y las 48 hs de cultivo. Los resultados son
medias + ES de triplicados (**p<0.01, ***p<0.001 comparado 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 podrian atribuirse a
la activacion de la enzima esfingomielinasa y
su consecuente generacion de ceramida.
Este compuesto actuaria como mediador
intracelular de la citoquina (Dressler et al.,
1992; Wiegmann et al., 1994; Kolesnick,
Golde, 1994)

Si éste fuera el caso, el aumento de los
niveles de ceramida en los cultivos deberia
reproducir los efectos de TNF-a. Con este
objetivo, se emplearon dos estrategias: el
agregado de un andlogo permeable, la N-
acetil-esfingosina  (C2-ceramida), o el
tratamiento con la enzima esfingomielinasa
(SMAsa, de Bacilus Subtilis), que a partir de
esfingolipidos de membrana, genera
ceramida que es capaz de entrar a la célula.
El efecto de estos tratamientos sobre la
incorporacién de timidina, en presencia de
distintos estimulos, se muestran en la figura
5.13. En todos las condiciones ensayadas, el
efecto encontrado fue siempre inhibitorio
sobre la sintesis de ADN. La ceramida no
reprodujo totaimente la accién del TNF-o: en
presencia de TGF-f también resultd
inhibitorio, mientras que el TNF - interactué
con este factor de crecimiento. Si bien en la
figura 513 se muestran concentraciones
unicas de C2-ceramida y esfingomielinasa
(1uM y 0.03 U/ml), resultados similares se
obtuvieron utilizando otras dosis (10 a 0.1uM
y 0.1 a 10-5 U/ml respectivamente).
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Figura 5.13

Acciones comparativas de TNF-a y C2-ceramida
sobre la sintesis de ADN

Las células de la granulosa se cultivaron en
medio control, con TNF-a (10 ng/ml), C2-
ceramida (1uM) o esfingomielinasa (SMAsa, 0.03
U/ml), en condiciones basales o tratadas con FSH
(20 ng/ml), TGF-B (3 ng/ml) o FSHy TGF-B (20 y
3 ng/mi, respectivamente). La incorporacién de
3H-timidina se realizé durante 24 hs, comenzando
a las 24 hs de cultivo. Los resultados son medias
+ ES de determinaciones por triplicado.
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5.4. Discusién

Utilizando un sistema definido de cultivo
para células de la granulosa, se encontrd
que, ademas de las acciones sobre el
desarrollo folicular previamente reportadas,
el TNF-a regula la sintesis de ADN.

Los efectos de TNF-a sobre la sintesis de
ADN, en células de granulosa varian de
inhibitorios a estimulatorios, dependiendo de
la co-estimulacion con hormonas u otros
factores de accién local. El TNF-a estimuld
la sintesis de ADN en condiciones basales y
amplificé la accién de TGF-B. Sin embargo,
el sinergismo entre TGF§ y FSH fue
bloqueado por la citoquina. Por otra parte, el
TNF-a también inhibié la interaccion entre
FSH y estradiol y atenu6 la amplificacién por
FSH en presencia de activina. Estos
resultados sugieren que la accién inhibitoria
del TNF-a se debe a un bloqueo o0 a una
disminucién en la respuesta a FSH.

En presencia de TGF-B, FSH aument6 la
sintesis de ADN de manera bifasica,
requiriéndose bajas concentraciones de FSH
para evidenciar su accién mitogénica. Sin
embargo, en presencia de TNF-a y TGF-,
concentraciones crecientes de FSH no
fueron capaces de promover una
estimulacion adicional a |la alcanzada por
ambas citoquinas. Por lo tanto, el efecto
inhibitorio del TNF-a« se deberia,
principalmente, a una accién
antigonadotréfica. Esta acciéon dual, podria
indicar distintas funciones regulatorias en
distintos momentos del desarrollo folicular,
dependiendo de los factores que estan
ejerciendo efectos biolégicos en los
diferentes estadios.

Varios trabajos han descripto la accién
inhibitoria de TNF-« 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 inhibi6 la
biosintesis de estradiol, al igual que la de
progestagenos. El TNF-a disminuyé los
niveles de AMPc acumulados a las 48 hs. La

utilizacién de un analogo de AMPc parece
disociar los efectos del TNF-o« sobre la
sintesis de estradiol y sobre la proliferacién
celular. Cuando la estimulacién de la sintesis
de estradiol se realiza usando dibutiril-AMPc,
el TNF-« no es capaz de inhibir esta
estimulacion. Este resulta indica que el
mecanismo responsable de esta accién
antigonadotréfica, seria la disminucién en los
niveles intracelulares de AMPc, principal via
de senalizacién intracelular de la hormona.
Sin embargo un sitio de accién diferente
parece estar involucrado en la inhibicién del
crecimiento de las células de la granulosa
dependiente de FSH. EI TNF-a inhibe
también la estimulaciébn cuando se utiliza
dibutiril-AMPc, sugiriendo que la citoquina,
ademas de regular la sintesis o hidrélisis de
AMPc estimulada por la hormona, también
actua mas adelante en |a serie de sefales
intracelulares (Figura 5.14, panel B).

Se ha demostrado que Ila enzima
esfingomielinasa, que cataliza la ruptura de
esfingomielina para generar ceramida, es un
blanco de accién de TNF-a y se ha indicado
a este compuesto como mediador en Ia via
de senalizacion de TNF-a (Dressler et al.,
1992; Michell, Wakelam, 1994; Obeid et al.,
1993). Sin embargo, estudios més recientes,
indicarian que el incremento de ceramida
durante la activacién por TNF-a seria uno de
los cambios que acompafan su efecto, mas
que un mediador intracelular de su accién
(Nagata, 1997).

A nivel ovérico, se ha demostrado un
aumento en la generaciéon de ceramida en
respuesta al tratamiento con TNF-a y se ha
atribuido a la ceramida, un papel mediador
en la inhibicién de la aromatasa (Santana et
al.,, 1995) y en la induccién de apotosis por
la citoquina (Witty et al., 1996; Kaipia et al.,
1996). Sin embargo, para otros autores, la
accion de TNF-a no involucra a este
compuesto como mediador (Machelon et al.,
1997). En los resultados presentados, el
analogo permeable de ceramida, N-acetil-
esfingosina o C2-ceramida, al igual que
TNF-a, inhibe la sintesis de ADN en células
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de granulosa tratadas con FSH. La
interacciéon de TNF-oo y TGF-B no es
reproducida por este analogo, indicando,
que si la ceramida esta involucrada, no es el
unico mediador de la accion del TNF-a.

El metabolismo de esteroides en células de
la granulosa también se encontré
influenciado por TNF-o. El analisis de los
compuestos generados a partir de
pregnenolona en células de granulosa de
rata, demostré 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 disminucién en la
acumulacioén de pregnandiol. La inhibicion de
esta enzima por gonadotrofinas ha sido
sefialada 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-o. incrementd la acumulacion
de 5o-pregnandiol y antagonizé la inhibicién
de la 5a-reduccion por FSH.

Por otra parte, la identificacion de los
compuestos generados a partir de
testosterona, indico, que el TNF-o. actia a
dos niveles inhibiendo la sintesis de
estradiol: antagoniza la accién de FSH en la
induccion de la aromatasa e induce la
metabolizacion de andrégenos hacia
productos Sa-reducidos, que no son
aromatizables. La inducciéon de la 5a-
reductasa por TNF-o. 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 sintesis de estradiol y el metabolismo de
esteroides se muestra en la Figura 5.14,
panel A.

La regulacién de la esteroidogénesis por el
TNF-o. no es una caracteristica exclusiva de
las células de granulosa inmaduras, ya que
esta citoquina modula la produccién de
progesterona estimulada por LH en células
de granulosa diferenciadas, parcialmente
luteinizadas (Adashi et al., 1990). Asimismo,
la biosintesis de andrégenos promovida por
LH en las células tecales es inhibida por
TNF-o. (Zachow et al., 1993; Andreani et al.,

69
A £
Estradiol =
'/ / —
Andrégenos > 5q-Androgenos
B
TNF-a
SINTESIS TGF-§
DE ADN activina
Figura 5.14
Acciones de TNF-a sobre la funcién de las células
de granulosa

A. Resumen sobre estradiol y metabolismo
B. Resumen sobre sintesis ADN

1991). Se ha demostrado que el TNF-o
modula la accién de las hormonas tréficas
sobre la esteroidogénesis en otros tejidos
endocrinos: adrenal, afectando la sintesis de
mineralo y glucocorticoides estimulada por
ACTH (Jaattela et al., 1991; Nussdorfer,
Mazzocchi, 1998); testiculo, células de
Leydig, inhibiendo la sintesis 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 foliculo.

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, regularia la funcién
de las células de la granulosa durante el
desarrollo folicular. Asimismo, se ha




detectado actividad biol6gica 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
demostré la secrecién por el ovocito sino en
extractos y la identidad de TNF-a no fue
corroborada por neutralizacion de la
actividad (por ejemplo por deplecién con
anticuerpos). Hemos descripto que el
crecimiento de células de granulosa esta
modulado por factores derivados del ovocito
(ver capitulo correspondiente de esta tesis).
Sin embargo, esta actividad no puede ser
asignada a TNF-a, ya que los efectos del co-
cultivo de células de granulosa con ovocitos
también se manifiestan en presencia de
concentraciones efectivas méaximas de la
citoquina.

Los macréfagos constituyen un importante
componente celular del compartimiento
ovarico intersticial (Hume et al.,, 1984). Se
ubican en el estroma ovarico, cerca de los
capilares perifoliculares, pero se sabe poco
sobre la funcion de su presencia,
aparentemente constante, en el ovario. Se
supone, que los macréfagos intersticiales,
podrian ejercer  efectos paracrinos,
constituyéndose en moduladores “in situ "' de
la funcién ovarica. Esta accidn podria
ejercerse a través de la secrecion local de
citoquinas regulatorias (Adashi, 1990), e
inclusive, a través de modulacion yuxtacrina,
es decir célula-célula, ya que el TNF-a se
encuentra también asociado a membrana de
macréfagos .

Por otra parte, el TNF-o podria ejercer
acciones en el ovario en situaciones
patolégicas, dado que es liberado por
macréfagos luego de la exposicibn a
endotoxinas bacterianas y se ha observado
una reduccidén de la funciéon ovarica en la
sepsis. En las células de granulosa de rata,
la sintesis de progesterona, inducida por
gonadotrofinas, es inhibida marcadamente
por el co-cuitivo con macrégagos y en mayor
medida, cuando los macréfagos fueron
preactivados con lipopolisacdridos (LPS).
Asimismo, animales tratados con LPS in
vivo, mostraron una disminucién en la
respuesta a hormonas in vitro (Shakil,
Whitehead, 1994). Los efectos inhibitorios

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

Las citoquinas de la familia del TNF, como el
TNF-a y el ligando de Fas (FasL), por union
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-« (TNFR1 y
TNFR2), Fas (también conocido como APO-
1 0 CD95), el receptor de NGF (p75) y otros.
El TNF-a induce apoptosis y activa el factor
de transcripcion NF-xB y la proliferacién de
timocitos. Aunque tanto el TNFR1 como el
TNFR2 pueden transducir seiales para la
apoptosis y la activacion de NF-«xB, es el
TNFR1 el responsable de estas sefiales en
la gran mayoria de los casos, mientras que
es el TNFR2 quien media las serales
proliferativas inducidas por TNF-a
(Vandenabeele et al., 1995). La regi6n
citoplasmatica de Fas y TNFR1 contiene un
dominio de muerte conservado. Este es un
componente esencial de las vias de sefial
que desencadenan la apoptosis, por
activacion de las cascadas de caspasas
(Ashkenazi, Dixit, 1998; Nagata, 1997). Las
sefales originadas por Fas, se restringen
exclusivamente a la apoptosis, mientras que
las generadas por TNFR1, son también
capaces de activar NF-xB. La expresion de
proteinas que inhiben la apoptosis,
probablemente pertenecientes a la familia de
Bcl-2, son reguladas positivamente este
factor de transcripcién (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 la
accion de Fas (Sakamaki et al, 1997) y
TNF-a (Kaipia et al., 1996) con este evento.
Utilizando un sistema in vitro de cultivo de
foliculos de rata, la inhibiciéon de la apoptosis
espontanea por FSH es revertida por TNF-a
y también por analogos de ceramida (Kaipia
et al., 1996), sugiriendo un posible papel del
TNF-a en la regulacién de la atresia.
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La posible relacion causal entre la
modulacion de la sintesis de ADN,
demostrada en el presente trabajo y la
induccién de la muerte celular por apoptosis
no puede establecerse claramente. Un
conjunto de evidencias, nos indican que las
acciones del TNF-o analizadas no son
consecuencia de un efecto promotor de la
muerte celular. En primer lugar, a diferencia
de los experimentos con foliculos en cultivo,
en las condiciones usadas en este trabajo
(cultivos de células de granulosa
inmaduras), hemos observado una baja
proporcién en la fragmentacion espontanea
del ADN vy si bien el TNF-a increment6 el
patron de degradacioén, sélo constituiria una
muy baja proporcion de células

En segundo lugar, la evaluaciéon morfolégica
de los cultivos, a lo largo de 3 dias, no
reveld la aparicién de células picnéticas
caracteristicas de l|a apoptosis. Por el
contrario, el TNF-a mejor6 la adhesién al
sustrato, sin disminucioén de la viabilidad.

En tercer lugar, luego de 72 hs. de cultivo,
se encontré6 un incremento en la tasa de
sintesis total de proteinas, lo que indicaria la
conservacion de un fenotipo secretorio,
caracteristico de células de granulosa
inmaduras.

Por dultimo, el TNF-a ejercio6 un efecto
estimulatorio en la metabolizaciébn de
esteroides, por incremento en la actividad
Sa-reductasa (ensayado en el tercer dia
luego del tratamiento).

También es posible que el TNF-a
desencadene apoptosis por un mecanismo
distinto o bien, que su accién se encuentre
alterada por otros factores actuando sobre la
célula. En este sentido, se ha demostrado en
algunos tipos celulares, que el TGF-f 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, ademas
de la inhibicion de la diferenciacién celular,
el TNF-a es capaz de regular la proliferacion
de células de granulosa inmaduras.

Estas observaciones aportan evidencias
adicionales sobre el papel fisiolégico que
juega el TNF-o como modulador paracrino o
autocrino del desarrollo folicular, pudiendo,
asimismo, ser relevante en las alteraciones
de la funcidn ovarica, durante procesos
fisiopatolégicos, como la inflamacién o la
infeccion.



6. Modulo IV

Factores derivados del ovocito
regulan el crecimiento de células
de la granulosa
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6.1. Introduccié6n

6.1.1. Comunicacién entre el ovocito
y las células sométicas

En el desarrollo del foliculo ovéarico existe
una estrecha coordinacibn entre el
crecimiento y la maduracién del ovocito y la
proliferacion y diferenciacion de las células
somaticas que lo rodean.

El crecimiento del ovocito estd 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
sefales intrafoliculares de la granulosa al
ovocito, como las mediadas por el ligando de
kit (Steel factor) y el receptor c-kit, son
criticas para el desarrollo del foliculo
preantral. En ratones con mutaciones
espontaneas en el locus Steel, que permiten
el desarrollo ovarico prenatal, el crecimiento
folicular se arresta en estadios tempranos
(Huang et al., 1993; Kuroda et al., 1988). Por
otra parte, la administracién de anticuerpos
contra el receptor c-kit también inhiben el
crecimiento del foliculo (Yoshida et al,
1999).

Posteriormente, el mantenimiento del ovocito
en el estadio dictyate de la primera profase
meiética, depende de un complejo balance
entre factores intracelulares como el AMPc,
purinas y calmodulina y comunicaciones
intercelulares con las células del cumulus
(Eppig, 1993). Se ha demostrado, que las
células de |a granulosa producen inhibidores
y activadores de la activacion meittica 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 la granulosa, serian importantes en fases
mas 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
ovulacion (Simon et al., 1997)

Por el otro lado, estudios iniciales de El-
Foury et al. (1970) mostraron que la
remocién del ovocito de foliculos de Graaf
en ovarios de conejo induce la luteinizacion

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

6.1.2. Expansién del cumulus

En diversas especies, se ha demostrado que
el ovocito regula la funcién de las células del
cumulus (Vanderhyden, 1993, Buccione et
al., 1990; Salustri et al., 1990). La expansion
del cumulus in vitro es inducida por FSH
mediante mecanismos dependientes de
AMPc. Sin embargo, la remocién del ovocito
de los complejos cumulus-ovocito (COC),
inhibe la capacidad de expansion y la
sintesis de acido hialurénico por parte de las
células del cumulus en respuesta al estimulo
con FSH o AMPc. Estos resultados indican
que ol ovocito produce un factor especifico
que permite la expansion del cumulus.
Aunque la expansion de las células del
cumulus de porcinos o0 bovinos, no
dependen de la presencia de factores
derivados del ovocito, se ha establecido la
existencia de los mismos usando sistemas
heterdlogos (Vanderhyden, 1993; Singh et
al., 1993; Ralph et al., 1995).

El ovocito produce compuestos que afectan
también otros  parametros de la
diferenciacién de las células de granulosa
vecinas. La remociéon del ovocito de los
complejos cumulus-ovocito disminuye la
produccion de estradiol y aumenta la sintesis
de progesterona (Vanderhyden, Tonary,
1995; Vanderhyden et al., 1993). Ademas,
se han caracterizado, de manera preliminar,
factores del ovocito de alto peso molecular
que inhiben la produccién de activador de
plasminégeno estimulada por FSH, en
células de granulosa (Canipari et al., 1985).

6.1.3. Regulacién de la
foliculogénesis por el ovocito

Hay, asimismo, evidencias experimentales
de efectos estimulatorios de! ovocito en la
proliferacion de células de la granulosa y en
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el mantenimiento de I|a organizacién
folicular. La sintesis de ADN es mayor en
células mas préximas al ovocito (Hirshfield,
1986) y se han demostrado acciones
mitogénicas de factores secretados por
ovocitos de ratén sobre células de granulosa
de foliculos 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/diferenciacién-9 (miembro de la
superfamilia del TGF-B) se expresa
especificamente 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 proliferacion de células sométicas
ovéricas, participando de forma activa en la
regulacién del desarrollo del foliculo (Figura
6.1).
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6.3. Resultados

6.3.1. Efecto del co-cultivo con
ovocitos sobre la sintesis de ADN en
células de granulosa

Considerando que los ovocitos bovinos son
de aislamiento relativamente sencillo y que
se puede controlar in vitro la reanudacion de
la meiosis de manera efectiva, se utilizé un
modelo de cocultivo heterélogo: ovocitos
bovinos con células de granulosa de rata,
para estudiar la interaccién entre FSH vy
factores derivados del ovocito en la
regulaciéon de la proliferacion de células de
la granulosa de rata.

Las células de granulosa fueron co-
cultivadas con  ovocitos  inmaduros,
clasificados morfolégicamente como de
buena calidad. Como se muestra en la
Figura 6.2, la presencia de ovocitos estimuld
la sintesis de ADN de manera dependiente
de su numero.

100
£
¥ owf
8
2wl
2
8
3 a0}
g..
&
S 20}
&
LA . Y
0o 1 3 10 30
Ovocitos / well

Figura 6.2.

Efecto de ovocitos bovinos sobre la sintesis de
ADN en células de la granulosa de rata.

Las células fueron cocultivadas en presencia de
un numero creciente de ovocitos bovinos. Los
resultados se representan como porcentaje de las
respuestas maximas de tres experimentos
independientes.

Con el objeto de dar valides al método de
incorporacién de timidina debido a este
estimulo y para descartar posibles efectos
sobre la tasa de entrada del nucledtido, se
determindé el contenido de ADN en los
cultivos (Tabla 6.1)

Tabla 6.1
Efecto del co-cultivo con ovocitos sobre el
contenido de ADN.

Tratamiento Contenido ADN

(ng/well)
Control 0.96 + 0.04
FSH 1.14 + 0.03
Ovocito 1.45+0.09 "
FSH + Ovocito 1.59+0.05 "

Las células de granulosa se co-cultivaron con
ovocitos (15/pocillo) en ausencia o presencia de
FSH (20ng/ml). A las 72 hs de -cultivo, se
determind 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, 1.09+0.08

ug/well).

6.3.2. Especificidad del tipo celular

Para analizar si el efecto estimulatorio de la
sintesis de ADN resultaba ser especifico del
tipo celular, se analiz6 el efecto del co-
cultivo sobre distintos tipos celulares. El co-
cultivo con ovocitos no modificé la
incorporaciéon de timidina en otros tipos
celulares no relacionados, tales como
fibroblastos Swiss 3T3 o células epiteliales
CCL-64. Sin embargo, si lo hizo sobre la
linea de células de la granulosa bovina
BGC-1 y sobre cultivos primarios de
granulosa 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
granulosa de distintos origenes y a su vez
no lo tuvo sobre otros tipos celulares
ensayados.




Tabla 6.2

Efecto especifico de ovocitos sobre la incorporacién de timidina.

Tipo celular Tratamiento Incorporacién de *H-timidina
(cpm/well)
BGC-1 Control 2370 + 390
Ovocito (15/well) 3760+ 60 *
EGF 5547 + 130 **
EGF + IGF-I 6630 ; 180 **
Cultivo primario de Control 1245 + 160
células de la granulosa Ovocito (15/well) 2245+ 90 *
bovinas IGF-| 4875 + 685 **
CCL-64 Control 4000 t+ 450
Ovocito (20/well) 4010 + 100
TGF- (0.1ng/ml) 3280+ 160 *
TGF-B (0.3ng/ml) 2020 + 300 **
TGF-B (1 ng/ml) 800 + 60 **
Swiss 3T3 Control 6060 £ 790
Ovocito (20/well) 5840 + 700
EGF 22920 + 750 **
PG F2a

56700 + 3900 **

Los distintos tipos celulares fueron cultivados en presencia o ausencia de ovocitos en las condiciones que
se detallan en la seccién Materiales y Métodos. Se utilizaron estimulos especificos para evaluar la

respuesta celular: factor de crecimiento epidermal

(EGF, 10ng/ml), factor de crecimiento tipo insulina

(IGF-1, 100ng/ml), TGF-B (0.1-1 ng/mi) y prostaglandina F2a (PG F2a, 400 ng/ml). Los valores son medias
+ ES de cultivos realizados por triplicado. Los asteriscos indican diferencias significativas comparadas con

los respectivos controles (* p<0.05, ** p<0.01).

6.3.3. Efecto de FSH sobre la accién
dei co-cultivo

Se analizé la modulacién por gonadotrofinas
de la estimulacion de la sintesis de ADN
promovida por los ovocitos. Con este
objetivo, se cultivaron células de granulosa
con concentraciones crecientes de FSH, en
ausencia 0 presencia de ovocitos (15
ovocitos/pocillo). En el panel A de la Figura
6.3 se muestra que FSH produjo una
amplificacion bifasica sobre la incorporacion
de timidina, con efectos maximos (1.5 veces
de aumento) entre 20 y 60 ng/ml. Esta
accion amplificatoria de FSH pudo
reproducirse por el agregado de un analogo
de AMPc, dibutiril-AMPc (Bt,cAMP, 0.2mM)
(Figura 6.3, panel B).

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

significativo en el nimero de células (36 %
de incremento, p<0.005, Tabla 6.3). Este
resultado indica que los incrementos en la
sintesis de ADN van acompafados por
mitosis.

Tabla 6.3. Efecto del co-cultivo con ovocitos
sobre el nimero de células.

Tratamiento NOmero de células
(células/well)

Control 50.7x10°+ 2.3 x10°

Ovocito 81.5x10°+50x10° ™"

Las células de granulosa se co-cultivaron con
ovocitos (15/pocilio) en presencia de FSH
(20ng/ml) y luego de 72 hs de cultivo se
determindé el numero de células Los asteriscos
representan diferencias significativas con el
Control (p< 0.005). No se encontraron diferencias
significativas entre los cultivos Control (72 hs) y el
namero de células inicial (63.0 x 10%+ 2.5 x 10%)
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Figura 6.3
Efecto de FSH y AMPc sobre la
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6.3.4. Caracterizacién de los factores
derivados del ovocito

Se realizaron una serie de experimentos
tendientes a determinar si la accién de
ovocitos bovinos sobre la sintesis de ADN
podia atribuirse a algunos de los factores ya
caracterizados. Previamente se ha descripto
la presencia en ovocitos de TNF-a. y TGF-.
Por lo tanto, se analiz6 la posibilidad de que
alguno de estos factores fuera el
responsable de |la actividad del co-cultivo.

El efecto estimulatorio de ovocitos fue
evidente aun en presencia de dosis efectivas
maximas de TGF-B o TNF-a (5 ng/ml y 10
ng/mi respectivamente) (Figura 6.4A). Este
resultado indica que ninguno de estos
factores es responsable del efecto
observado. Ademas, el efecto estimulatorio
no fue neutralizado por un anticuerpo anti-
TGF-B (datos no mostrados) y no se detectd

B 3 -Ovocitos
+ Ovocitos

sintesis de ADN de células de
granulosa de rata estimuladas por
ovocitos.

Las células de la granulosa de rata
fueron cultivadas en ausencia o
presencia de ovocitos bovinos
(15/pocillo) con concentraciones
crecientes de FSH (panel A). La
accién amplificatoria de FSH se
reprodujo por el agregado de
dibutiri-AMPc  (Bt2cAMP, 0.2mM)
(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 CCL-64,
utilizadas para la deteccion 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 la
familia del TGF-B, se analizd 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 incubacién con folistatina. Como control
se incluyé la neutralizacion de la accién de
activina por folistatina. Estos resultados
indican que la actividad derivada del ovocito
tampoco es atribuible a la produccién de
activina.

Figura 6.4.

x10™)
=

3

dina incorporada (¢

[CH-

[*H}-timidina incorporada (cpmiwell x 10~%)

1 - Ovocltos EI
+Ovocitos ovocitos no se debié a TGF-f, ni a

efecto estimulatorio de los

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/ml).
**p<0.01 comparado con los
controles respectivos.

B. Las células fueron co-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 prepar6 medio condicionado por ovocitos
(MC-O) y se ensayé6 (10%, cantidad
equivalente a 28 ovocitos) sobre células de
granulosa. Si bien el medio condicionado
estimulé de manera significativa la sintesis
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 resultdé ser
proporcional a la relacién entre el niumero de
ovocitos y el volumen de incubacién en el
cultivo. Utilizando para el co-cultivo una
cantidad de 10 ovocitos en 200 pl de cultivo,
se obtuvieron similares resultados que
cuando el cultivo se realiz6 con 5§ ovocitos
en 100 ul. Para este experimento se eligié
un rango de dosis en el cual hay
sustanciales  variaciones del efecto
estudiado (Tabla 6.5 y Figura 6.2). Estos
resultados indican la participacién de
factores solubles derivados del ovocito, pero
de naturaleza labil, razén 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 utilizd un
sistema heter6logo 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 homélogos. La presencia
de ovocitos promovié un aumento en la
sintesis de ADN de 2.5 veces y a su vez,
este efecto fue amplificado por FSH. La
actividad estimulatoria de ovocitos
homélogos fue evidente también en
presencia de TGF-B o la combinaciéon 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 de/ medio condicionado de ovocito.

Incorporacién de 3H-timidina (cpmiwell)

Condiciones de cultivo Control FSH
Control 900+ 125° 725+50°
MC-O (10%) 1570+ 130 ° 1775+ 135°
Ovocito (15/well) 7900 % 500 © 12200 & 250 ¢

Las células de la granulosa se cultivaron en presencia o ausencia de FSH (20 ng/ml) con 15 ovocitos/well o
10% de MC-O (equivalente a 28 ovocitos/well). EIl MC-O se obtuvo incubando 140 ovocitos denudados en

50 pl de medio durante 24 h. Los superindices a, b y ¢ indican diferencias significativas (p<0.05)

Tabla 6.5. Efecto del volumen de incubacién sobre la sintesis de ADN estimulada por ovocitos

Oocytes/pocillo  Volumen incubacién Incorporacion de *H-timidina

(w) (cpm/pocillo)
0 100 695+30°
0 200 620+35°
10 100 12335+ 530 ®
10 200 6875 + 795 ¢
5 100 6465 + 465 ©

Las células de la granulosa se cultivaron en ausencia o presencia de ovocitos (10 o 5 ovocitos/pocillo) en
volumenes de incubacién de 100 0 200 pl. A las 24 hs se igualaron los volimenes de todos los cultivos y
se evalud la incorporacion de timidina. Los valores son media + ES de cultivos en triplicado. Distintos
superindices indican diferencias significativas (p<0.01).
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Figura 6.5
Efecto de ovocitos de rata en la sintesis de ADN
de células de la granulosa homélogas.
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 combinacién de FSH y
TGF-B (20 ng/ml y 5 ng/ml respectivamente). Los
valores corresponden a la media + error estandar
de triplicados de cultivos.

Por otra parte, se determiné que ovocitos de
ratbn y ovocitos humanos (datos no
mostrados) también ejercen un efecto
estimulatorio similar sobre las células de
granulosa, sugieriendo que la capacidad de
regular la funcibn de las células de
granulosa es una caracteristica de los
ovocitos de mamiferos.

COCs
recién
aislados

COCs
24 horas

Expansion: Control: 4 £ 4%

FSH:99%1%
n=55 n=53

6.3.6. Comparacién de la actividad
mitogénica con el factor de expansién
del cumulus

El proceso de expansion del cumulus ocurre
in vivo en respuesta al pico pre-ovulatorio de
gonadotrofinas y se caracteriza por la activa
secrecion de &cido hialurénico por las
células del cumulus. Para que el proceso de
mucificacion del cumulus estimulado por
gonadotrofinas ocurra, se ha demostrado in
vitro, la necesaria la participacion de
factores derivados del ovocito
(Vanderhyden, 1993; Buccione et al., 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 la
granulosa de rata, se debia al mismo factor
que permite la mucificacion.

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

Figura 6.5 Expansién 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. Al cabo de ese
tiempo se determinaron los porcentajes
de expansion (n: numero de COCs
analizados, 5 repeticiones; p<0.001
ANOVA vy test de comparaciones
multiples Tukey-Kramer luego de la
transformacion arcseno de las
proporciones)
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Por otra parte, mediante micromanipulacion,
se procedi6 a la eliminacion del ovocito de
los COCs, lo que resulté en complejos
ovocitectomizados (OOX), en los cuales, el
contenido del ovocito fue removido,
guedando las células de la granulosa
alrededor de la zona pelucida vacia (Figura
6.6).

Cuando los complejos OOX se cultivaron en
presencia de FSH (500 ng/ml), no se
observaron las modificaciones
caracteristicas de la expansion. Por el
contrario, en estas condiciones, las células
tendieron a adherirse a la placa de cultivo
(Figura 6.7). Cuando el ensayo de expansién
se realizd6 en presencia de ovocitos
separados del cumulus (denudados) y FSH
se lograron proporciones de expansion
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
expansion del cumulus (Figura 6.7 y Tabla
6.6).

El cultivo de los complejos OOX con MC-O
(1 ovocito/ul) estimulé la expansion del
cumulus (Figura 6.7 y Tabla 6.6), mientras
que, como se demostrd previamente, el
mismo medio condicionado no es capaz de
reproducir el efecto mitogénico sobre las
células de granulosa.

00X 00X
recién aislados 24 horas

Figura 6.6. Ovocitectomi/a.

Procedimiento de remocién del contenido del
ovocito de los complejos cumulus-ovocito por
micromanipulacién. La foto superior muestra un
COC sostenido con la pipeta antes del
procedimiento y la inferior corresponde al
complejo OOX.

Figura 6.7.

Efecto del co-cultivo con
Control ovocitos denudados o del MC-O
sobre la expansion del cumulus

Complejos OOX se cultivaron
con FSH (500 ng/ml) en
condiciones Control, con MC-O
(1 ovocito/ul) o con ovocitos
bovinos recién obtenidos. La
expansion del cumulus se
evalué a las 24 hs (paneles
derecha).

+ ovocito




Acciones paracnnas del ovocito

82

El analisis de la produccion del factor
mitogénico durante la maduracion meidtica
de los ovocitos bovinos, indic6 una
disminucién de esta actividad estimulatoria
de la proliferacion de las células de
granulosa con la maduraciéon (datos no
mostrados). Sin embargo, cuando complejos
OOX fueron co-cultivados con ovocitos
bovinos recién aislados u ovocitos
madurados in vitro, la expansién de los

cumulus fue maxima tanto con ovocitos
inmaduros como con ovocitos que sufrieron
la ruptura de vesicula germinal (95% y 92%
respectivamente, Tabla 6.6).

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

Tabla 6.6
Expansion de OOX estimulados con FSH en presencia de ovocitos bovinos o MC-O.

Condiciones de cultivo

% Complejos expandidos (n, repeticiones)

Control

Ovocitos inmaduros (15/gota)
Ovocitos madurados (15/gota)
MC-O

0 + 0 (n=19, 3 repeticiones) *

95 + 5 (n=17, 3 repeticiones) °
92 + 5 (n=21, 3 repeticiones) °
67 + 16 (n=18, 3 repeticiones) °

Los complejos OOX se cultivaron con FSH (500 ng/ml) en medio (Control), con ovocitos recién aislados
(Ovocitos inmaduros), con ovocitos madurados in vitro 0 con MC-O (15ul, obtenido de incubar 1ovocito/pl).
La expansion fue determinada como se indicé en Materiales y Métodos (n: numero de complejos
analizados y nimero de repeticiones). Los superindices a y b indican diferencias significativas (p< 0.05). La
evaluacién de la maduracién meidtica de los ovocitos se realizd por determinacién de la ruptura de la
vesicula germinal (inmaduros 0% GVBD, madurados 100%GVBD).
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6.4. Discusién

La utilizacion de sistemas heterdlogos y
homoélogos permiti6 demostrar que los
ovocitos promueven la proliferacion de
células de la granulosa.

Los ovocitos bovinos son féciles 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 lo que respecta a
su respuesta diferencial a hormonas y
factores de crecimiento (Bley et al., 1992;
Saragueta et al., 1996; Barafiao et al., 1993).

Vanderhyden et al. (1992) describieron que
los ovocitos de ratbn promueven la
proliferacion de células de la granulosa
homélogas, aisladas de foliculos preantrales
y antrales. Por otra parte, determinaron que
la ovocitectomia produce una disminucién en
la proliferaciéon, que puede revertirse con el
agregado de medio condicionado por
ovocito.

Utilizando una aproximacién experimental
diferente, se determiné que este efecto
puede evidenciarse bajo condiciones
definidas, utilizando un sistema homélogo o
uno heter6logo. El cocultivo de ovocitos de
rata o bovinos con células de granulosa de
rata promovié la sintesis de ADN de estas
células y fue amplificado por FSH en forma
bifasica. También se ha descripto que la
interaccién de esta hormona gonadotréfica
con esteroides sexuales, IGF-l o TGF-$
(Bley et al., 1992, Saragueta et al., 1996,
Barafao et al., 1993) incrementa la
incorporacién de timidina. Esta interaccion
puede reproducirse con bajas dosis de
dibutiril-AMPc, indicando, que la actividad
del ovocito sobre las células de la granulosa
no estd mediada por este mensajero
intracelular.

E! efecto estimulatorio de los ovocitos sobre
la sintesis de ADN parece ser especifico
para células de la granulosa, dado que no se
observé respuesta alguna en otros tipos
celulares: fibroblastos Swiss 3T3 y células

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

Para identificar el factor(es) responsable del
efecto estimulatorio producido por los
ovocitos, se compard su efecto con los de
TGF-B y TNF-a. Se ha demostrado que
ambos factores estan presentes en ovocitos
de diferentes especies (Ghiglieri et al., 1995,
Chen et al., 1993; Marcinkiewicz et al.,
1994), y que estos compuestos modulan la
sintesis de ADN en células de la granulosa
de rata (como se analiza en los capitulos
correspondientes de esta tesis). Mas aun, se
ha demostrado que TGF-B1 es capaz de
reproducir el efecto del factor soluble
producido por el ovocito en la estimulacion
de la sintesis de acido hialurénico (Salustri
et al., 1989; Tirone et al, 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 al., 1988;
Saraguieta et al., 1997), este factor no es
responsable del efecto observado, ya que: 1)
los ovocitos estimularon la sintesis de ADN
aun en presencia de dosis maximas de
TGF-B, 2) el efecto de los ovocitos no fue
neutralizado con anticuerpos anti-TGFp, 3)
la accion no fue atenuada por folistatina y 4)
no se detecté actividad TGF-B con el
bioensayo especifico (CCL64).

Recientemente, se ha identificado un nuevo
miembro de la superfamilia del TGF-B, el
factor de crecimiento y diferenciacién-9
(GDF-9), que se expresa especificamente en
el ovario de raton (McPherron, Lee, 1995). El
ARNm de GDF-9 ha sido identificado en
ovocitos en todos los estadios de desarrollo
folicular, con la excepcién de los foliculos
primordiales (McGrath et al, 1995). Un
patrén similar de expresién y homologia de
secuencia, se ha encontrado para el GDF-9
en humanos, ovinos y bovinos (Bodensteiner
et al., 1999). La generacion de ratones con
la deleciobn del gen que codifica para el
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GDF-9, di como resultado hembras
homocigotas estériles. En el ovario de este
ratdbn knock-out, los ovocitos crecen y
secretan normalmente la zona peldcida, pero
estan rodeados por una unica 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 células de la granulosa no proliferan in
vivo y experimentos in vitro demostraron que
el GDF-S aumenta el crecimiento de foliculos
en cultivo (Hayashi et al., 1999). De esta
manera, el GDF-8 es el primer factor de
crecimiento derivado del ovocito identificado
que es requerido para el correcto
funcionamiento de las células somaticas in
vivo.

Relacionando nuestros experimentos, con
estos conocimientos recientes, se podria
postular que este factor seria el responsable
de la actividad estimulatoria producida por el
ovocito. También  recientemente, se
identificé otro miembro de la familia del TGF-
B, la proteina morfogenética osea-15 (BMP-
15), que al igual que el GDF-9, se expresa
especificamente en ovocitos humanos y de
ratén con un patrén similar al del GDF-9
(Dube et al., 1998). Si bien no se han
demostrado efectos biologicos de este
péptido, se especula que podria cumplir un
papel importante en el desarrollo del foliculo
ovarico.

Se ha sugerido, que la actividad regulatoria
de la esteroidogénesis podria deberse a un
compuesto esteroideo (Vanderhyden,
Tonary, 1995). Esto podria explicar el
estricto requerimiento del co-cultivo para la
manifestacion de los efectos en nuestro
sistema, ya que precursores putativos serian
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 cromatografia.
Solamente se encontraron pequeiias
diferencias cuantitativas de los metabolitos
producidos (datos no mostrados), indicando
que no parece un esteroide estar
involucrado en la interaccion paracrina.

Por otra parte, se ha descripto
(Vanderhyden, Tonary, 1995) que el ovocito
inhibe la produccion de progesterona, a la
vez que aumenta la sintesis de estradiol. En
nuestro sistema el estradiol sinergiza con
FSH para estimular la sintesis de ADN,
mientras que la progesterona no tiene efecto
(Bley et al., 1997). Sin embargo, en ausencia
de andrégenos aromatizables, las células de
la granulosa no pueden sisntetizar
estrégenos, por lo 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, podria especularse
que las sefales desencadenadas por el
factor derivado del ovocito podrian
complementar el incremento de ciclina D2
que es uno de los elementos claves de la
regulacién del ciclo celular controlados por
gonadotrofinas en células de granulosa
(Sicinski et al., 1996).

Durante el proceso de mucificacion, FSH es
necesaria para promover la expansion del
cumulus y la sintesis de acido hialurdnico.
Sin embargo, la FSH no induce la expansién
de las células del cumulus en ausencia del
ovocito o del factor producido por éste
(Buccione et al., 1990; Salustri et al., 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 expansién de las
células del cumulus. Mientras que la
maduracion de los ovocitos disminuye
significativamente el efecto proliferativo
sobre las células de la granulosa (ML
Fischman, tesis), no afecta la expansién de
las células del cumulus. Por otra parte, el
medio condicionado de ovocito sélo
reprodujo parcialmente el efecto sobre la
sintesis de ADN, mientras que lo hizo
totalmente en la expansién de las células del
cumulus. La falta de cambios asociados con
el proceso de maduracién de la actividad de
expansién del cumulus en ovocitos bovinos
es consistente con estudios en el ratén, que
mostraron una produccién similar tanto por
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ovocitos arrestados en meiosis como
maduros (Salustri et al., 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 vy
colaboradores (#10969) mostraron que el
cocultivo con ovocitos es necesario para la
supresion de la expresion del receptor de LH
en células de granulosa de ratén, efecto que
seria debido a un factor 14bil.

De manera similar, los resultados indican
que existe una relacién entre el numero de
ovocitos y el volumen de incubacién, lo cual
sugiere que un factor soluble pero Iabil, esta
involucrado en la regulacion del crecimiento
de células de granulosa. La aparente
labilidad del(los) factor(es) activo(s),
producido por ovocitos en etadio GV, podria
ser una consecuencia de su naturaleza

quimica o bien de su degradacion activa por
las células de granulosa. Esta labilidad es
consistente con una naturaleza transiente
esperada de la sefial y la restriccién de su
accién a las células mas proximas.

Luego de la ovolulacién, las células de
granulosa dejan de proliferar y la posible
ausencia de mitégenos derivados del ovocito
podria ser responsable del arresto que
precede a la luteinizacién. Para comprender
uno de los procesos centrales de la
reproduccion en mamiferos es esencial el
esclarecimiento de la compleja interaccién
entre estos reguladores locales.

Los resultados obtenidos aportan
informacién original sobre el conocimiento
de la comunicacién bidireccional entre el
ovocito y las células de la granulosa que lo
circundan. Ademas, indican la participacion
del ovocito, en forma activa, en la regulacién
del desarrollo folicular.



/. Modulo V

Produccion de inhibinas diméricas
por células de la granulosa.
Regulacion por hormonas y factores locales
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7.1. Introduction

El concepto de una relacién reciproca entre
la hipéfisis y las gonadas surgié de
observaciones en las que el tratamiento con
radiacién del testiculo estaba asociado a
hipertrofia hipofisaria. McCullagh (1932)
encontr6 que en ratas macho castradas
dicha hipertrofia hipofisaria era evitada por
inyeccion de extractos acuosos de testiculo,
mientras que ese extracto acuoso no
presentaba efecto sobre la atrofia de los
organos sexuales accesorios. El principio
activo del extracto acuoso fue denominado
inhibina.

Un gran numero de observaciones
fisiologicas le di6 apoyo conceptual a la
hipétesis que sefalaban a la inhibina como
un selectivo regulador de la secreciéon de
FSH (Findlay, 1993; Woodruff, Mather, 1995;
Burger, 1993). Una obvia prediccién de esta
hipétesis era que deberia existir una relacién
inversa entre los niveles séricos de FSH e
inhibina.

7.1.1. Estructura de la inhibina

La inhibina es una  glicoproteina
perteneciente a la superfamilia del TGF-p,
compuesta por 2 subunidades (a y B) unidas
por puente disulfuro. La heterodimerizacion
de la subunidad o con alguna de las dos
formas de subunidad B, BA o BB, da origen a
la inhibina A o inhibina B, respectivamente
(Figura7 1)

La activina es una proteina constituida por
dos subunidades [, generadas por
dimerizacién combinacional, activina A (BA-
BA), activina B (BB-BB) o activina AB (BA-
fB). A diferencia de otros miembros de la
familia del TGF-B, hasta el momento, no se
ha encontrado ningun homélogo de Ia
subunidad a de inhibina en especies que no
sean mamiferos. Este hecho, sugiere que
esta subunidad y la proteina dimérica de
inhibina podria haber surgido mas
recientemente cubriendo las demandas de
comunicacién entre los distintos tejidos del
eje reproductivo en mamiferos.

Precursores Inhibinas diméricas
codenac  eusmemlenemmmlnle

o mx mm inhbina A f
oadens A el e—
mu# inhibina B f

b

Variantes de inhibinas diméricas ors

Pron-aN-aC/p ﬂ aMaO/p ﬁ
Figura 7.1.

Estructura de inhibinas

Estructura de los precursores de las subunidades
a y B.Generacién de inhibinas diméricas Ay B por
union de la subunidad a con la subunidad BA o
BB. Variantes de inhibinas diméricas por distinto
procesamiento de la subunidad a. Adicionalmente
existen ofras variantes onginadas en la cadena p

(prop-p o B) o por grado de glicosilacién.

Se han identificado un gran ndmero de
formas de inhibina con distinto peso
molecular, lo que se atribuye a
procesamientos de los precursores de sus
subunidades y a una glicosilaciéon
diferencial, con la presencia de una o dos
cadenas de carbohidratos en la region
carboxi de la subunidad a (Robertson et al.,
1996). La actividad biolégica 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-aN-
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/ prop-p (90-105 K), aC/ prop-
B (75 K), Pro-aN-aC/ B (5566 K), aC/ B (30-
34 K) (Figura 7.1).

7.1.2.Mecanismos celulares de accién

Aunque el conocimiento relacionado con la
acciéon de activina (y otros miembros de la
familia del TGF-f) se ha expandido
enormemente en los ultimos afos, la
comprensiéon de los mecanismos celulares
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de la accién de la inhibina ha sido
comparativamente lento. La ausencia de
homoélogos de inhibina en organismos
inferiores que permitan su manipulacién
genética, la restriccion de los tejidos blanco
y la dificultad de producir inhibina purificada
0 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 unién de alta afinidad
en la membrana de los gonadotropos, en
células de tumores gonadales del ratén
knock-out de inhibina con especificidad para
inhibina y no para activina ni para TGF-p.
(Draper et al., 1998; Hertan et al., 1999). A
pesar de que estos trabajos indicarian la
existencia de un receptor de inhibina, no se
han logrado clonar posibles receptores para
esta hormona, por homologia con los otros
receptores serinaltreonina quinasa.
Alternativamente, en algunos sistemas,
existen evidencias experimentales que
indican que Ila inhibina actia por un
mecanismo dominante negativo de los
receptores de activina, antagonizando su
transduccion de sefales (Martens et al.,
1997; Lebrun, Vale, 1997).

7.1.3. Las inhibinas diméricas A y B:
actividad biolégica y métodos
de deteccion

Con el desarrolio de inmunoensayos para la
determinacién de inhibina en suero se abri6
un campo de aplicacién a la fisiologia de los
sistemas reproductivos asi como, al
diagnéstico de patologias en los mismos
(Bhasin et al., 1996).

Los ensayos para medir los niveles
circulantes de inhibinas, utilizados
ampliamente en un comienzo, fueron los
radioinmunoensayos heterélogos,
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 ademas
de reconocer las inhibinas diméricas A y B,
estos ensayos reconocian la subunidad a

libre, lo que limité su utilizacién (Bhasin et
al., 1996; Schneyer et al., 1990). Se ha
demostrado que las goénadas producen
exceso de precursores de la subunidad o
que se encuentran en circulacién en aitos
niveles tanto en condiciones fisiologicas
como patolégicas (Knight et al., 1989). Tanto
las subunidades o« como B no poseen
actividad biolégica, al menos en términos de
la inhibicién de la secrecion hipofisaria de
FSH (Robertson et al., 1997; Robertson et
al., 1996).

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

Sin embargo no se podia explicar la
ausencia de una relacién inversa entre
niveles circulantes de inhibina y FSH en
hombres con una variedad de desérdenes
testiculares (De Kretser et al., 1989). Estos
datos sugerian una considerable
heterogeneidad de las especies
inmunoreactivas en el plasma y subrayaban
la necesidad de desarrollar métodos mas
especificos de determinacion que no
presentaran reaccién cruzada con otras
proteinas estructuraimente relacionadas,
que tienen otro efecto bioldgico (como la
activina) o que no son bioactivas (como la
subunidad «a libre).

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

Utilizando estos métodos, se demostré una
correlacién negativa entre inhibina B y FSH
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en hombres sin desérdenes 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 luteal del ciclo.
Los niveles de inhibina B son maximos en la
fase folicular temprana y descienden en la
fase folicular previa a la ovulacién,
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 circulacién de
inhibinas A y B durante el ciclo estral. Los
niveles de inhibina A alcanzan un maximo en
proestro, mientras que altos niveles de
inhibina B se observan en metaestro, diestro
y proestro (Woodruff et al., 1996). Estas
diferencias podrian ser debidas a diferentes
fuentes dentro del foliculo o a una regulacién
diferencial de la secrecién de cada dimero.

7.1.4. La Iinhibina como regulador
intraovérico

Ademas de su funcibn como hormona
endocrina, regulando secrecién de FSH por
la pituitaria, existen evidencia para asignarle
a la inhibina también un rol paracrino en el
foliculo ovérico, particularmente sobre las
células tecales. La inhibina potencia la
biosintesis de andrégenos 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 ratén "knock-out' de la
subunidad a de inhibina enfatiza el conocido
papel de la inhibina en disminuir la liberacién
de FSH, ya que los niveles de la
gonadotrofina se encuentran elevados. Por
otra parte, la generacién de este modelo,
revelaria la importancia de la inhibina como
agente antiproliferativo y de supresion 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
implicaria que la inhibina posee una funcién
como regulador intragonadal. Sin embargo,
estos fenotipos en las gonadas podrian ser
resultado de la accion de activina, ya que al
eliminar la subunidad o, existe una
produccion notablemente elevada del dimero
B-B por las células del ovario y del testiculo.

7.2. Objetivo

El objetivo de este estudio fue determinar la
regulacién de la produccién de inhibinas A y
B en el ovario por gonadotrofinas y putativos
reguladores intraovaricos como esteroides o
factores de crecimiento peptidicos.

El conocimiento adecuado de la modulacién
de la sintesis de ambas inhibinas aportaria
datos precisos acerca de los mecanismos de
comunicacién intercelular involucrados en
las distintas etapas del desarrollo del foliculo
ovarico
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7.3. Resultados

7.3.1. Efecto de FSH

Utilizando ELISAs especificos para cada una
de la inhibinas diméricas, se analizé su
produccion por células de granulosa in vitro.

Las células de la granulosa cultivadas en
condiciones basales produjeron entre diez y
quince veces mas inhibina A que inhibina B
(inhibina A: 2.02 + 0.34, inhibina B: 0.14 +
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 mas pronunciado sobre inhibina A
(9.9 y 4.7 veces de incremento sobre la
produccion basal de inhibina A y B,
respectivamente, a una concentracion de 20
ng/ml). Este efecto preferencial sobre
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Figura 7.2
Efecto de FSH sobre la produccién 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 estimulacién de las
respectivas producciones basales (Control: 2.02 +
0.34 ng/ml inhibina A y 0.14 + 0.02 ng/ml inhibina
B). Los valores son medias + error standard de
cultivos por triplicado. (*p<0.05, **p<0.01,
***p<0.001 comparado con los respectivos
cultivos Control). Andlisis de las curvas dosis-
respuesta para FSH indicaron EDso: 1.7 + 0.7
ng/ml para inhibina A y 1.5 + 0.9 ng/ml para
inhibina B (Allfit).

inhibina A determind un aumento en la
relaciéon inhibina A/inhibina B desde 14 + 4
(Control) hasta 34 + 2 (FSH 20 ng/ml).

7.3.2. Efecto de estradiol e IGF-I

Se analizd la regulacion de la secrecion de
inhibinas por estrégenos y otros factores de
accion local.

El agregado de estradiol estimuldé Ia
produccién de inhibina A entre 3 y 6 veces,
mientras que cambios menores fueron
observados sobre inhibina B (entre 1.2y 1.8
veces) (Figura 7.3). En presencia de este
esteroide, FSH ejerce una estimulacion
mayor sobre ambas inhibinas. No se observo
interaccién entre estradiol y FSH (ANOVA de
dos factores).
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Figura 7.3

Efecto de estradiol sobre la secrecién de inhibinas
AyB

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 estimulacién de las
respectivas producciones basales. Los valores
son medias + 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,
ANOVA dos factores).
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Figura 7.4

Efecto de IGF-l en la produccién de inhibinas
diméncas

Las células de granulosa se cultivaron con
concentraciones crecientes de FSH en presencia
de IGF-I (100 ng/ml, EDso: 40 + 8). Los resultados
se presentan como veces de estimulaciéon de la
produccién de inhibinas en cultivos control (sin
estimulo). Los valores son medias + error
standard de cultivos por triplicado (** p<0.01,
***p<0.001 comparado con los niveles obtenidos

en ausencia de FSH). EDsp: 12 + 3 ng/ml para
inhibina A y <1 ng/ml para inhibina B.

Por otra parte, el factor de crecimiento
similar a insulina (IGF-l), en wuna
concentracion de 100 ng/ml, produjo una
estimulacion similar de ambas inhibinas
(inhibina A: 2.6 e inhibina B: 3.3 veces de
estimulacion de los respectivos controles).

Sin embargo, este factor de crecimiento
indujo una marcada disociacién en la
sensibilidad de inhibina A y B a la
estimulacion por FSH. Como se muestra en
la Figura 7.4, aunque ambas curvas son
bifasicas para FSH, la maxima estimulacién
de inhibina B se observo a concentraciones
comparativamente menores de la
gonadotrofina.

7.3.3. Efecto de TGF-

El factor de crecimiento transformante-g
(TGF-B, 5 ng/ml) tuvo un efecto estimulatorio
mas pronunciado sobre la produccion de
inhibina B que sobre la de inhibina A (entre 7
y 14 veces de estimulacion para inhibina A y
entre 2 y 5 veces para inhibina B). Debido a

100 Lo
—O— Inhibina A bl
75 I —e— Inhibina B o

25
20 - -
15 /

10}

FSH (ng/ml)

Veces de estimulacién

.T

Figura 7.5

Efecto de FSH sobre la secrecién de inhibinas
diméricas estimulada por TGF-5

Las células de granulosa se cultivaron TGF-$ (5
ng/ml) 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 estimulacion de la
produccién de inhibinas en cultivos control (sin
estimulo). Los valores son medias + error
standard de cultivos por triplicado (*p<0.05,
***p<0.001 comparado con los niveles obtenidos
en ausencia de FSH). Analisis de las curvas para
FSH indicaron EDsqo: 25 + 5 ng/ml para inhibina A
y 22 + 3 ng/ml para inhibina B.

esta estimulacion diferencial, la relaciéon
entre inhibina A e inhibina B disminuyd
(Tabla 7.1).

Esta aparente estimulacion especifica 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 combinacion
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 dUltima condiciébn, ambas inhibinas
diméricas fueron producidas
aproximadamente en las mismas cantidades
(relaciéon inhibina Alinhibina B: 0.9- 1.8,
Tabla 7.1).

7.3.4. Efecto de activina

Esta estimulacion diferencial de inhibina B
por TGF-B también fue promovida por otro
miembro de esta superfamilia. El efecto de
activina A sobre la produccion 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 secrecién de inhibinas por células de granulosa
Células de la 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 estimulaciéon de la produccién de
inhibinas en cultivos control. Los valores son
medias + error standard de cultivos triplicado.

7.1. Esta accién fue cuantitativamente mas
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 estimulacion de la
producciéon de inhibina B (aproximadamente
100 veces de incremento) y una estimulacién
comparativamente menor de inhibina A
(Figura 76 y Tabla 7.1). En algunos
experimentos se encontr6 una leve
estimulacion de este efecto por FSH pero no
fue consistente.

Tabla 7.1
Efecto de TGF-p, activins u ovocito sobre la realcién inhibina A/ inhibina B

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

Control = 099+0.16° 0.10+0.01° 10.1+2.5

* 411+029° 0.13+0.01° 32433
TGF-B B 1460+ 0.22° 7.25+0.36° 2.01+£0.17

& 15.38 +0.61° 10.20+0.29°¢ 1.51 £ 0.07
Activina = 14.52 +1.03 ° 22.03 +0.60 ¢ 0.66 + 0.07

* 12.95+0.25°¢ 3474+224° 0.37 +0.03
Ovocito 2 9.20+0.10 ¢ 9.49+0.18°¢ 0.97 + 0.03

* 1417 £+ 0.24° 11.45+0.44° 1.24 + 0.07

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-B (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 determind la relacién inhibina A/ inhibina B. Los valores en cada columna con superindices 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 con estrogenos (como las
utilizadas para la obtencion de las células de
granulosa), la inhibina B fue el dimero
predominante (Tabla 7.2).

La proporcién entre inhibina A y B (relacién
A/B: 013 + 0.02) fue marcadamente
diferente de la observada en células de
granulosa cultivadas en condiciones basales
(relacion A/B: 12 + 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 atentan marcadamente por accién
de factores de la familia del TGF-p (TGF-$1
o activina) y factores derivados del ovocito.

Tabla 7.2
Concentraciones circulantes de inhibinas

Concentracion Relaciéon

(ng/ml) Inh A/ Inh B
Inhibina A 0.74 £ 0.36
- 0.13+0.02
Inhibina B 5.50 + 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
obtencién de las células de granulosa.

FSH @ TGF-B .

7.3.7. Regulaciéon de los niveles de
ARNm de las subunidades de
activina e inhibina

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

La subunidad o de inhibina aumenté su
expresion en respuesta a FSH o a TGF-B,
sin encontrarse efectos adicionales en
presencia de ambos estimulos (Figura 7.7).
Similares resultados se encontraron para la
regulacion de la subunidad BA de activina e
inhibina.

Sin embargo la regulacién de la subunidad
BB mostré un efecto diferencial. Mientras
que FSH so6lo ejercié un leve efecto positivo,
TGF-B provoca una importante estimulacién,
accion que se ve amplificada por FSH
(Figura 7.7).

El TGF-B ejerci6 su efecto estimulatorio
aumenta principalmente los niveles del
ARNm de la subunidad BB de mayor tamario.
La existencia de dos mensajeros, que
codifican para la cadena B (3.3 y 4.3 kb),
se ha descripto previamente en el ovario y
testiculo (Feng et al., 1995; Dykema, Mayo,
1994). En la figura 7.8 se muestra un
esquema de la regulacion de la expresion de
genes correspondientes a las cadenas de
activina e inhibina por FSH y TGF-B.

Figura 7.8

Esquema de la regulacién de las
subunidades a, fA y pB de activina e
inhibina por FSH y TGF-3
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Figura 7.7

Regulacion de la expresion de las subunidades de activina e inhibina.

Se determinaron por Northern bolt, los niveles de los ARNm correspondientes a las subunidades o, Ay BB
en células de la granulosa cultivadas en condiciones control (C), con FSH (F, 20 ng/ml), TGF-B (T, 5 ng/ml)
o la combinacién de ambos (FT). El panel inferior muestra la hibridizacién con una sonda de GPDH como
referencia de normalizacion.

Sobre la derecha se muestran los resultados de la cuantificacion de cada banda relativos a la sefial de
GPDH.
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7.4. Discusion

Mediante la utilizacibn de ensayos
especificos para inhibinas A y B, se encontré
que las células de la granulosa de rata,
cultivadas en un sistema completamente
definido, secretan inhibinas diméricas y que
esta produccion y la relacién entre inhibina A
y B, es regulada por FSH, estrdgenos y
factores de crecimiento.

Existian evidencias experimentales
indicando que la produccién 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 heter6logos que no
discriminaban entre ambos tipos de inhibinas
diméricas y la subunidad « libre (Xiao et al.,
1992; Zhiwen et al., 1988; Bhasin et al.,
1996). Mas recientemente, se realizaron
estudios midiendo los niveles de los ARNm
de las distintas subunidades (a, BA y BB) en
varias condiciones experimentales (Erdmaa,
Ritvos, 1996; LaPolt et al., 1990; Aloi et al.,
1995, Eramaa et al., 1994; LaPolt et al.,
1990; Turner et al., 1989, Meunier et al,,
1988), pero estas determinaciones no
reflejan, necesariamente, la produccién real
de inhibina, ya que las cadenas [} pueden
dimerizar para formar activina.

En la actualidad no estdn disponibles
inhibinas de rata purificadas o]
recombinantes para utilizar como referencia.
Por lo tanto, los niveles absolutos de ambos
dimeros no pueden determinarse, y los
valores se expresan en términos de los
respectivos standards humanos. El patrén de
la secrecidbn de inhibinas por células de
granulosa estudiado, se presenta como
veces de incremento de los basales
correspondientes. Esta es una expresion
mas ajustada de la estimulacion selectiva de
cada inhibina por los factores ensayados, ya
que los cambios en las relaciones deberian
mantenerse cuando se determinen contra
standard de inhibina de rata.

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

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

La estimulacién de la secrecion de inhibinas
por FSH fue bifasica. Este tipo de efectos
bifasicos se ha observado para la
interaccién entre esta gonadotrofina e IGF-I,
esteroides sexuales, TGF-B o activina sobre
la proliferacion de células de granulosa
(Miré, Hillier, 1996; Bley et al., 1997; Bley et
al., 1992). Por otra parte, se ha comunicado
previamente una modulacién bifasica de
niveles de ARNm de las subunidades de
inhibinas por PMSG (Michel et al., 1991).
Este tipo de respuestas bifasicas para FSH
se han atribuido a la activaciéon de diferentes
proteinas G por el receptor de FSH, un
mecanismo que parece estar involucrado en
la transduccion de las acciones pleiotropicas
de isoformas de FSH (Arey et al., 1997). Los
datos presentados sugeririan que, en el
rango de concentraciones fisioldgicas de
FSH, cambiarian no sélo los niveles totales
de inhibinas, sino también, la relaciéon entre
los dimeros.

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

La sensibilidad relativa de inhibina Ay B ala
estimulacion 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, provocé una
disminucion en la relacién inhibina A/inhibina
B. Li et al. (1998) han postulado que la
sefalizacion por IGF-1 es obligatoria para la
estimulacion de la expresion de inhibina o
por FSH en células de granulosa de rata.
Los resultados presentados sugieren,
ademas, que IGF-| puede regular la
expresién relativa de ambas inhibinas por
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modulacién de la accién de FSH sobre los
genes de la subunidad-p.

El TGF-B induce la secrecion de ambas
inhibinas pero con una clara estimulacién
preferencial por el dimero B. Se ha mostrado
que el TGF-B aumenta la produccién basal y
estimulada por FSH de ambas inhibinas
(Zhiwen et al., 1988), asi como el contenido
de ARNm de las subunidades o y BA en
cultivos de células de granulosa de rata
inmaduras. Mas recientements, Eramaa y
Ritvos (1996) encontraron que el TGF-B
induce la expresién de la subunidad BB en
células granulosa-luteales humanas, sin
afectar los niveles de los ARNm para las
subunidades a y pA.

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
expresion de la subunidad BB debe ir
acompaiado de un aumento en la subunidad
o para formar inhibina dimérica B. Asimismo,
se encontr6 que la estimulacién promovida
por TGF-B fue amplificada por FSH. La
regulacion por TGF-B de la produccién de
inhibinas correlacion6 con los niveles de
ARNm correspondientes a las distintas
subunidades de activina e inhibina.

Los transcriptos de las subunidades o 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 B
mostré un efecto diferencial para TGF-p. Se
han descripto previamente, dos mensajeros,
que codifican para la cadena B de 3.3 y 4.3
kb, tanto en el ovario como en el testiculo.
Estos dos transcriptos se originan a partir de
sitios alternativos de la iniciacién de la
transcripcién (Feng et al., 1995; Dykema,
Mayo, 1994). El TGF-B ejerci6 su efecto
estimulatorio principalmente sobre el ARNm
de la subunidad B de mayor tamario.

La activina A fue aun mas potente que
TGF-B en la estimulacién de la produccidn
de inhibina B. Xiao y colaboradores ( 1992)
demostraron que activina A recombinante
incrementa de manera dosis-dependiente la
produccién de inhibina en células de
granulosa de rata. Activina A es también

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

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

En el testiculo, se ha descripto el papel de
las células germinales en la regulacién de la
produccién de inhibinas. La secrecién de
inhibina por las células de Sertoli es
estimulada por la presencia de células
germinales (Foucault et al., 1994; Pineau et
al, 1990) y los niveles de subunidad o
fluctdan en los estadios de
espermatogénesis (Mather et al., 1997).

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

En las ratas inmaduras tratadas con
estrégenos, de las cuales se aislaron las
células de granulosa utilizadas para los
estudios in vitro, la inhibina B fue la forma
dimérica predominante. Esto contrasta con la
alta relacién inhibina A/B observada en
cultivos de células de granulosa no tratados.
Los valores séricos determinados coinciden
con los niveles circulantes de inhibina Ay 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 intraovaricos, como los que fueron
analizados, son capaces de desplazar la
relacibn hacia la predominancia de la
inhibina B.

Es importante sefalar que el tratamiento con
TGF-B, activina o el factor(es) derivado(s)
del ovocito resultaron las unicas condiciones
experimentales en las cuales la proporcién
relativa entre inhibina A y B disminuy6. Estos
resultados podrian sugerir que el gen de la
subunidad BB es un blanco especifico de los
péptidos de esta superfamilia.

Utilizando cultivos de células de granulosa
de rata en estadios tempranos de
diferenciacién, se encontr6 que la
produccion de inhibina A es predominante.
Se ha postulado que la inhibina B es
caracteristica de foliculos preantrales
tempranos, mientras que la inhibina A es
preferencialmente secretada por células mas
diferenciadas de foliculos antrales (Smitz,
Cortvrindt, 1998, Fahy et al., 1995; Meunier
et al, 1988; Woodruff et al., 1996). Los
resultados que se obtuvieron indican que el
cambio en la relacion de inhibinas podria ser
un reflejo del cambio en la concentracion de
reguladores intrafoliculares.

Las inhibinas A y B podrian ejercer un efecto
endécrino diferencial o tener acciones
autocrinas/paracrinas diferentes. Sin
embargo, hasta el momento, no se han
descripto actividades biolégicas
diferenciales de ambos dimeros. Las
inhibinas A y B son igualmente potentes en
la atenuacién de la secrecién de FSH en
bioensayos in vitro de células de hipdfisis de
rata, aunque células hipofisarias ovinas son
relativamente insensibles a la inhibina B
humana (Robertson et al,, 1997). Si bien, a
nivel ovarico, una comunicacién preliminar
indica que células tecales humanas
presentan respuesta similar a ambos
dimeros en la regulacién de la produccién de
andrégenos (Hillier et al, 1997), son
necesarios estudios adicionales para
determinar si las inhibinas diméricas Ay 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
transduccién de las seiiales por inhibina es
limitado (Woodruff, 1999). En este sentido,
la caracterizacion de sitios de unién de
inhibina se realizaron utilizando inhibina A
recombinante como trazador (Hertan et al.,
1999; Draper et al., 1998). Estos sitios de
unién resultan especificos para inhibina, no
se compiten por TGF-B, ni por activina, pero
no se analizé la especificidad para las
distintas formas diméricas por competencia
con inhibina B.

La pregunta que surge es, cudl podria ser el
significado fisiolégico de los cambios tan
marcados en la relaciéon de dos formas, con
actividades aparentemente idénticas.

Una posibilidad seria que las inhibinas Ay B
fueran mediadores responsables de Ia
sincronizacion de diferentes eventos durante
el desarrollo folicular. De esta manera, cada
inhibina responderia a diferentes sefales
ambientales actuando sobre las células de
granulosa. La inhibina A seria mas sensible
a la estimulacion por FSH durante etapas
tardias del crecimiento folicular, mientras
que la inhibina B reflejaria la accién de
miembros de la superfamilia del TGF-p en
foliculos preantrales.

En este sentido es importante indicar que
hemos encontrado una marcada
estimulacién de la produccidn 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
maduracién meidtica. Si ambas actividades
son ejercidas por el mismos factor(es) se
espera una observacién similar, en la
maduracién meiética de! ovocito sobre la
produccion de inhibinas.

Por otra parte, se ha demostrado que las
inhibinas pueden modular la maduracién
meibtica de ovocitos bovinos (Stock et al.,
1997) y que en el cerdo los niveles de
inhibina en el fluido folicular estan
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relacionados con el estadio de los ovocitos
(Miller et al., 1991).

Estos datos, tomados en conjunto, apoyarian
la idea de que la inhibina no sélo sirve como
un marcador periférico para la progresion de
la gametogénesis, regulando los niveles de
FSH, sino también como un efector
paracrino, mediando la interaccién entre el
ovocito y las células somaticas, durante la
maduracién meidtica.



8. Conclusiones
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e EITGF-B es producido y convertido en su forma biolégicamente activa por
las células de la granulosa. La produccién de este factor se encuentra
regulada por gonadotrofinas y estrégenos. Por otra parte, actividad similar
a TGF-p fue detectada en extractos de fluido folicular.

o EI TGF-p estimula la sintesis de ADN en células de la granulosa, siendo
este efecto amplificado por FSH.

e 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 modular sus efectos.

e La activina y el TGF-B compartirian mecanismos de sefalizacién en
células de la granulosa. Mientras que ambos péptidos ejercen similar
accién sobre la esteroidogénesis, la activina promueve una respuesta
mayor que el TGF-B sobre el crecimiento celular.

e Las células de la granulosa expresan los ARNm de las subunidades de
activina y la accioén autocrina de la proteina secretada se evidencia por la
inhibicién con folistatina.

e Las acciones mitogénicas de FSH sobre células de la granulosa sélo se
evidencian cuando se encuentra en bajas concentraciones y en presencia
de factores intraovancos.

e El TNF-a actia como bloqueante de la accién de gonadotrofinas, tanto
sobre |a esteroidogénesis, como sobre el crecimiento de células ovaricas.

e E! ovocito cumple un rol activo en el desarrollo del foliculo. Factores
derivados del ovocito ejercen acciones paracrinas sobre las células de la
granulosa, estimulando su proliferacién.

e 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 expansion del cumulus.

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

e EI TGF-B, la activina y el factor derivado del ovocito son los unicos
estimulos encontrados que in vitro estimulan selectivamente la produccion
de inhibina B. La accion de miembros de la familia del TGF-p seria la
responsable de la predominancia de la inhibina B encontrada in vivo.
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