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Resumen

El objetivo de esta tesis fue el estudio de un modelo animal de tumor ovarico
con ciertas similitudes con patologias ovaricas hormono-dependientes y
endocrinamente funcionales. El luteoma se desarrolla al autoinjertar un ovario
en el bazo de una rata hembra adulta bilateralmente ovariectomizada, por la
hipergonadotrofinemia resultante. En estudios de un ano de duracién
determinamos que son tumores benignos y no modifican el estado general del
animal. La mayoria de los animales portadores de tumor cursan con
gonadotrofinas elevadas por un periodo de tiempo prolongado. Los luteomas
secretan inhibina determinando un patrén particular de secreciéon de FSH. In
vitro estos tumores presentan la esteroidogénesis basal alterada.

La administracion crénica de buserelina (analogo de GnRH) tuvo un claro efecto
antitumoral: redujo la aparicién de tumores e inhibié su crecimiento. A través
de receptores especificos de afinidad similar al ovario control, la buserelina
ejerce un efecto directo sobre las células de luteomas: inhibe la secrecion de
progesterona estimulada por LH. Las células tumorales son mas sensibles a
este efecto que las células luteas control. Sin embargo, los receptores para
GnRH en las células de los luteomas se encuentran desacoplados de su via
clasica de segundos mensajeros: fosfolipasa C.

En nuestros trabajos caracterizamos los luteomas en diversos aspectos que

abarcan al animal entero hasta estudios subcelulares.
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Abstract

The aim of the present thesis was the study of an animal model of ovarian
tumor. The interest of this tumor lies in its similarities with ovarian pathologies
which are hormone-dependent and endocrinologically active. This luteoma
develops when an ovary is grafted into the spleen of a bilaterally ovariectomized
adult female rat, as a consequence of the resulting hipergonadotrophinemia. In
a year-long study we determined that these tumors are benign and do not alter
the general condition of the animals. The majority of the tumor-bearing animals
display high gonadotrophin levels for long periods of time. Luteoma secrete
inhibins, which determine the particular FSH secretion pattern. In vitro these
tumors show basal steroidogenesis alterations.

Chronic buserelin (a GnRH analog) administration had a clear antitumoral
effect: it inhibited initial tumor development and induced a reduction in tumor
volume. Buserelin, acting on specific receptors with affinity similar to that in
control ovaries, has a direct effect on luteoma cells: it inhibits LH-stimulated
progesterone secretion. Tumoral cells are more sensitive to this effect than
control luteal cells. However, GnRH receptors in luteoma cells are uncoupled
from their classic second messenger generating system: phospholipase C.

In our work we have characterized these luteoma in a variety of aspects

including the whole animal and subcellular studies.
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Introduccién general



1. Morfologia y funcién del ovario

En los mamiferos los ovarios son los 6rganos de almacenamiento y desarrollo
de los ovocitos formados durante la vida embrionaria/fetal o cercana al
nacimiento, y también el principal asiento de las células secretoras de
hormonas femeninas. Es el caracter primario de la fisiologia de la
reproduccion: elabora la gameta femenina y secreta las hormonas que
desarrollan y mantienen los caracteres sexuales secundarios de la hembra.

En muchos representantes de éstos, el ovario quiescente es un ovoide pequerio
y aplanado, de estructura compacta y con una superficie relativamente lisa
(Driancourt y col. 1993). Cuando alcanza la edad reproductora, el érgano se
presenta como uno de los mas dinamicos y con miltiples cambios
morfolégicos continuos, con ciertas similitudes en las distintas especies,
independientemente de tratarse de aquellas con ovulacién simple o con
ovulacién multiple, con reproducciéon estacional o no, con ovulacion
espontanea o refleja, y si la transformaciéon postovulatoria del foliculo en
cuerpo luteo es espontanea o inducida (Robinson y Goy 1986). El ovario
comienza a aumentar de tamario, debido al crecimiento de los foliculos, y
aparecen protrusiones sobre su superficie a medida que los foliculos maduran.
En animales de ovulacion miultiple, como la rata, con varios foliculos
desarrollandose simultaneamente, la apariencia de la glandula es semejante a
un racimo de uvas. En cambio, en otros animales con ovulacién simple como
los equinos, ovinos y primates, el contorno normal del ovario se halla sélo
localmente alterado por la presencia de un foliculo de de Graaf o de un gran
cuerpo lateo.

En la rata los ovarios estan situados cerca de los rifiones a lo largo del borde
lateral del musculo psoas y se encuentran rodeados de grasa. Durante la

adultez, la superficie del ovario es nodular y se encuentra cubierta por una
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capa monoestratificada de células cubicas o poliédricas, llamada epitelio
germinal (Maekawa 1990). Esta cubierta epitelial esti frecuentemente
invaginada hacia el tejido conectivo subyacente, llamado tunica albuginea,
formando pequerios pliegues, hoyos o criptas (Harrison y Matthews 1951). El
parénquima del ovario se divide en una corteza externa y una médula interna.
En la zona de la corteza se desarrollan los foliculos (Fig. 1), a partir de los
primordiales que constituyen la reserva de foliculos en estado de reposo,
convirtiéndose en foliculos primarios y secundarios, dando origen al foliculo de
de Graaf (0o preovulatorio). Se encuentran también los cuerpos luteos (CL),
originados por las células del foliculo luego de la ovulaciéon, y los cuerpos
albicans, que corresponden a tejido cicatrizal por degeneraciéon de los CL. Los
Soliculos atrésicos son aquellos que iniciaron su desarrollo, y luego regresionan
sin culminarlo. En el tejido intersticial, que separa los foliculos, cuerpos liteos
y cuerpos albicans, se encuentran también células secretoras.

La médula que ocupa cerca de un tercio del ovario entero, se compone de
tejido conectivo laxo, vasos sanguineos y nervios.

Con respecto a los cambios anatémicos que sufre el ovario adulto, existen
ciertas caracteristicas generales para todos los mamiferos. Las gametas no son
liberadas continuamente desde el ovario, sino en forma recurrente a intervalos
de tiempo que son especie-especificos; por ejemplo, 4-5S dias en la rata, 28 dias
en la mujer, etc. En el ovario adulto, los ovocitos se encuentran rodeados por
una o varias capas de células de multiples funciones, como protectoras y
nutritivas, que crecen gradualmente en numero y forman eventualmente un
foliculo esférico lleno de liquido. Se observan tantos foliculos como ovocitos,
pero se encuentran simultaneamente en un amplio rango de tamarnos y
estadios de desarrollo. Los mecanismos involucrados en el crecimiento de los

foliculos actian, en un mismo momento, sobre una pequena proporcion del



Cumulus Oophorus Tejido Intersticial

Corona
Radiata
Foliculo
Terciario
Ruptura
Folicular
- Médula
Foliculo Antral Tunica
Temprano Albuginea
Epitelio
Capa de células Germinal
Tecales
Foliculo Cuerpo
Secundario Lateo

Foliculos Primarios Células Luteinizadas

Figura 1. Corte de ovario de rata donde se observan los distintos estadios del
desarrollo folicular, hasta la ovulacion, formacion del cuerpo luteo y regresion.
Modificado de: Freeman ME (1994).

numero total de foliculos. De esta pequena poblacion que comienza a crecer,

s6lo uno o unos pocos alcanzaran el tamano especie-especifico maximo que le




permita la ruptura y liberacion de la gameta desde el ovario; el resto de los
foliculos que iniciaron el crecimiento se perderan por mecanismos que los
conducen a la atresia. Una vez liberado el ovocito, las células que
conformaban el foliculo son transformadas, mostrando cambios anatémicos, y
el fluido folicular es reemplazado por células, adquiriendo una estructura
solida conocida como cuerpo liteo cuya duracion depende de la especie
(Robinson y Goy 1986).

En la rata, al nacimiento, €l ovario contiene epitelio germinal y muchos
foliculos primordiales. Entre los 10 y 12 dias de vida, tanto los foliculos como
el intersticio primario comienzan a incrementar su volumen. En el periodo
prepuberal el ovario no se encuentra en un estado de reposo, ya que alrededor
de los 18 dias de edad, algunos foliculos comienzan a desarrollarse llegando
hasta estadios de foliculos antrales antes de alcanzar la madurez sexual; y
regresan. La primera ovulaciéon ocurre en la pubertad, que para nuestra cepa
de ratas es a los 40-42 dias.

Durante la adultez, bajo la influencia de las hormonas gonadotréficas
hipofisarias, se establece una maduracién ciclica de los foliculos ovaricos.
Luego de la ovulacion, los capilares del estroma ovarico invaden las células de
granulosa remanentes, las cuales se luteinizan formando el cuerpo liteo. El
cuerpo luteo se mantiene en su maximo tamano hasta el momento de la
siguiente ovulacién, luego degenera rapidamente y se transforma en un
noédulo hialinico fibroso, llamado cuerpo albicans o blanco. En la rata
prenada, el cuerpo luteo crece y persiste hasta el parto (CL de la prefiez). En
caso de no ocurrir la fertilizacién, la regresiéon del cuerpo liteo es seguida por
el crecimiento de otros foliculos, produciéndose una nueva ovulacion. Los

foliculos menos maduros, que no ovulan, se hacen atrésicos.



En la senectud, los ovarios de las ratas mayores de 18 meses se hayan
atrofiados, aunque la morfologia y funcién del ovario envejecido varia en
diferentes cepas. La atrofia de la corteza se caracteriza por la disminucion del
numero de foliculos y cuerpos luteos. La médula de estos ovarios se compone
de grupos de células intersticiales ubicados al azar y un numero elevado de

células fagociticas, junto a un estroma fibroso y vascular.



2. El Ciclo Estral

2.1. Definicion

El término “estro” fue empleado por primera vez por Heape (1900) para
describir el “periodo durante el cual la hembra esta dispuesta a recibir al
macho, y es posible en la mayoria, aunque no en todos los mamiferos, un coito
fecundante”. El periodo anterior al estro lo denominé proestro caracterizado
como el “momento en que el animal entra en celo”. En ausencia de
concepcion, el estro es seguido por el metaestro, también conocido como
diestro 1. El periodo siguiente, diestro (o diestro 2), tiene una duracién
variable de acuerdo a las especies, y es el tiempo durante el cual la secrecion
ovarica prepara los tejidos reproductivos para la recepcion del 6vulo fertilizado
luego del coito en estro. En la rata dura normalmente uno o dos dias,
determinando que el ciclo estral tenga una duraciéon de 4 6 5 dias. Si la
fertilizacién no ocurre, el animal vuelve al periodo de proestro y un nuevo ciclo
se inicia.

En el ovario evolucionan coordinadamente los foliculos desde uno primario
hasta uno de de Graaf, con la posterior formaciéon del cuerpo liteo,
permitiendo la maduracion del ovocito y su expulsién, y potencialmente, su
fecundacion. Si la fertilizacién del ovocito no se produce, todos los cambios
morfolégicos en tamario, maduracion y tipos celulares mencionados antes se
repiten en el mismo orden y en todos los detalles, sobre otros foliculos,
generando la ciclicidad que se observa normalmente en las hembras.

A nivel vaginal, los distintos estadios del ciclo se pueden determinar por
observacion con microscopio a bajo aumento, segun los tipos celulares
presentes en el extendido: en el proestro hay predominancia de células

epiteliales nucleadas, redondas, ocasionalmente algunas escamosas; el dia del



estro, predominan las escamosas; durante los dias de diestro 1 y 2 los
leucocitos son mayoritarios. Pueden existir ciclos de 5 dias en los cuales se
observa un dia extra de infiltracién leucocitaria (diestro), o menos
frecuentemente, de cornificacién (estro).

En resumen, la rata de laboratorio es un mamifero no estacional, presentando
un ciclo ovarico poliestral y que se continia desde la pubertad hasta la
senectud, con ovulacién espontanea, normalmente cada 4-5 dias con una
breve fase lutea.

Estas caracteristicas, ademas de su facil reproduccién y mantenimiento en

bioterio, hacen de esta especie un excelente modelo para el estudio de la

fisiologia y patologias gonadales.

2.2. Patrones de secrecion hormonal durante el ciclo estral

2.2.1. Hormonas ovaricas

Estudios clasicos demostraron que los ovarios no sbélo son la fuente de
ovocitos, sino también de hormonas esteroideas, y que dichas funciones se
encuentran controladas por hormonas hipofisarias. Estudios posteriores han
revelado también, la existencia de sustancias ovaricas no esteroideas que
ejercen efectos biolégicos dentro del ovario o sobre otros érganos, y permiten
explicar mecanismos de regulacion en la funcién gonadal. Es decir, a las
hormonas recibidas a través de la circulacién general, se suman moléculas
producidas y activas en el propio ovario.

(Sharpe 1984), sugirié como criterio de hormonas intragonadales: a) que exista
evidencia de produccién gonadal de la hormona; b) que los receptores para
dicha hormona estén presentes en la génada; y, c) que se demuestren acciones

biolégicas de la hormona dentro de la gonada. Como hormonas intraovaricas



.O‘O.QQ0.00.0Q...QO‘..‘QOOOCOOOOQOQQOOQQOOOOOQOQOJ

se pueden mencionar sustancias muy variadas como esteroides, aminas,
péptidos y eicosanoides.

2.2.1.1. Hormonas esteroideas

Son los productos de secrecién mas conocidos y mejor estudiados del ovario.
Cumplen un gran numero de funciones endocrinas relacionadas con la
reproduccién; actuando sobre tejidos y organos del sistema reproductor, del
sistema nervioso central, tejidos adiposo y cutaneo, sistemas cardiovascular e
inmunolégico, higado, etc. Ademas tienen un papel paracrino y autocrino,
puesto que funcionan como moduladores locales dentro de los foliculos en los
que son producidos, creando microambientes especiales en los mismos.

Se acepta que un buen indice del estadio de desarrollo ovarico es la
determinacion de la concentracion de los distintos esteroides circulantes.
Estrégenos: Con sentido amplio, son aquellas moléculas que producen “estro”.
Desde el punto de vista bioquimico, las hormonas naturales son esteroides
Cis. Los estrogenos naturales son el 17B-estradiol, estrona y estriol, siendo el
estradiol el mas potente de los tres. La via de la biosintesis incluye su
formacion a partir de los andrégenos.

Son secretados principalmente por las células de granulosa del foliculo
ovarico, el cuerpo Iuteo y la placenta. Ciertas células del estroma ovarico
también pueden elaborar androgenos y estrogenos.

En el higado, los estréogenos son metabolizados e inactivados, siendo oxidados
o conjugados a glucurénico y sulfato.

El periodo preovulatorio del ciclo estral se caracteriza por el crecimiento de
foliculos y el consecuente incremento en la secrecion de estrogenos. La
concentracion promedio de estradiol en sangre periférica refleja el patron
hallado en sangre venosa ovarica (Smith y col. 1975; Brown-Grant y col. 1970;

Nequin y col. 1979). En ratas con ciclos de 4 dias, los niveles de estradiol
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periféricos comienzan a aumentar significativamente en el diestro 1 tardio
hasta la manana del diestro 2. Este incremento persiste durante el diestro 2 y

proestro temprano, alcanzando su maxima concentracion en la manana del

s 8
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Figura 2. Niveles séricos de progesterona, prolactina, estradiol, LH y FSH, a lo
largo de los cuatro dias del ciclo estral en la rata. Las barras negras representan el
periodo de oscuridad (de 1800 a 0600}, y los numeros en la abscisa indican la hora

del dia. De: Smith y col. (1975).
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proestro. Temprano en la noche de proestro, los niveles disminuyen

retornando a valores minimos en la manana del estro (Fig. 2).

Progestagenos: La progesterona es un esteroide Ca), secretado en la rata por

células de la granulosa del foliculo preovulatorio, el cuerpo luteo y la placenta.
También es un intermediario importante en la biosintesis de los esteroides.
Tiene una vida media corta y es convertida en higado a pregnandiol, el cual es
conjugado a acido glucurénico y excretado en la orina.

En la rata adulta, el progestageno mayoritario secretado en la vena ovarica
durante el ciclo estral es la 20a-hidroxiprogesterona (20a-OH-P). Este
progestageno, metabolito de la progesterona y cuya sintesis se encuentra
catalizada por la enzima 20q-hidroxiesteroide deshidrogenasa, es
considerablemente menos activo como progestigeno que su precursor (Wilcox
y Wiest 1960). Durante el ciclo estral se observan dos picos de secreciéon de
progesterona (Fig. 2). Un primer incremento de origen folicular (células de
granulosa del foliculo preovulatorio) tiene lugar durante la tarde y noche del
proestro, recuperando valores basales en la manana del estro. Este aumento
ocurre practicamente en forma simultanea con el pico de secrecion de
hormona luteinizante, inductor de la ovulacion. Un segundo aumento, cuyo
origen es luteal, comienza a mediodia del diestro 1 y se extiende hasta la
mafiana del diestro 2, cayendo luego, la concentracion a valores basales. Esta
caida en los niveles de progesterona refleja la corta vida del cuerpo liteo
recién formado.

En estos roedores los niveles de testosterona y androstenediona periféricos
mantienen un patron similar al del estradiol (Dupon y Kim 1973; Gay y
Tomacari 1974). Esto sugiere que andrégenos y estrogenos provienen del
mismo o6rgano, el ovario, y que su sintesis, secreciéon y control podrian estar

relacionados.
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2.2.1.2. Hormonas no esteroideas

La lista de factores reguladores de la funcion ovarica es muy extensa, mas aun
hay muchas moléculas para las cuales todavia no se conoce la funcion

precisa. Algunos de los factores se detallan en la Tabla 1 (Tsafriri y Adashi

1994).

Tabla 1. Factores Intraovaricos

Acido y-aminobutirico (GABA)
Activina

Adenosina

Catecolaminas

Eicosanoides

Endotelina

Factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF)

Factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF)

Factor de crecimiento epitelial (EGF)

Factor de crecimiento fibroblastico
(FGF)

Factor de crecimiento nervioso
(NGF)

Factor de necrosis tumoral (TNF)
Factores de crecimiento insulino-

Factores de crecimiento transformantes
a y B (TGF-a, TGF-f)
Folistatina

Inhibidores de unién de FSH y LH
(FSH-BI, LH-BI)

Inhibina

Interleuquinas (IL-1, IL-6, IL-12, IL-8,
IL-2)

Oxitocina

Péptido GnRH-simil

Péptido intestinal vasoactivo (VIP)
Prostaglandinas

Proteinas ligadoras de IGF (IGF-BPs)
Sistema Renina/angiotensina

Sustancia inhibidora miulleriana
(MIS)
Sustancia P

simil (IGF-1, IGF-I)

Inhibina: Es una glicoproteina de la superfamilia del TGF-B. Presenta una
estructura dimérica, compuesta por una subunidad a y una 3, unidas por un
puente disulfuro. Existen dos subunidades 3 distintas: Ba y Bs, dando origen a
las inhibinas A 6 B, respectivamente.

La inhibina ovarica esta expresada principalmente en foliculos, mientras que
su presencia en cuerpo luteo parece ser especie especifica. En la rata, el
mRNA de la subunidad a se encontré6 en todos los estadios del desarrollo

folicular, mientras que el mRNA de las subunidades B se detectaron en
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foliculos terciarios a lo largo del ciclo y en foliculos secundarios en estro (Vale
y col. 1994). Se considera al foliculo maduro, la principal fuente de inhibina
durante la primer parte del ciclo, y durante la fase lutea la inhibina provendria
del cuerpo luteo. La secrecion de inhibina estaria correlacionada con el patron
ciclico de desarrollo folicular durante el ciclo estral.

En la rata hembra adulta, se observaron patrones diferentes de inhibinas A y
B circulantes durante el ciclo. Los niveles de inhibina A alcanzan un maximo
en proestro y los niveles de inhibina B son altos en diestro 1 y 2 y proestro
(Woodruff y col. 1996). Se ha demostrado que esta hormona esta intimamente
involucrada en el control negativo de la secrecion de FSH, mostrando una
relacién inversa entre los niveles de ambas hormonas. Existen también
evidencias de una funcién paracrina/autocrina de la inhibina en el foliculo
ovarico.

Activina: Es una proteina que pertenece a la superfamilia del TGF-pB. Presenta
una estructura dimérica, compuesta por dos subunidades (3, unidas por un
puente disulfuro, generando activina A, B o AB, segin el tipo de subunidad
que la conforma. La activina promueve la secrecion hipofisaria de FSH, en
contraposicion a la accién de inhibina. Ademas se ha demostrado que tiene
acciones mitogénicas y a nivel reproductivo se vié que cumple funciones
paracrinas/autocrinas sobre las gonadas. La folistatina tiene la caracteristica
de ligar activina, neutralizando la actividad biologica de esta ultima.

Prostaglandinas: En particular la prostaglandina Fa, (PGF2,) es producida en

el cuerpo luteo por células fibroblasticas. Tiene una accién inhibitoria sobre la
produccion de progesterona; estimula la secrecién de estradiol; y es esencial
durante la luteélisis (Wuttke y col. 1998).

Péptidos GnRH-simil: Son varios los efectos directos del GnRH y sus analogos

en ovario. Se ha demostrado, mayormente en rata, que: a) el GnRH, como se
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detallara mas adelante, ejerce acciones inhibitorias y estimulatorias en el
ovario; b) existen receptores para GnRH gonadales; y ¢) la presencia de un
péptido GnRH-simil en el ovario. Podemos suponer que el GnRH podria tener
un papel fisiologico, como modulador de la funcién ovarica per se (Birnbaumer

y col. 1985).

2.2.2. Hormonas hipofisarias

2.2.2.1. Gonadotrofinas

Las células gonadotropas de la hipoéfisis anterior sintetizan dos hormonas
glucoproteinicas de fundamental importancia para la reproduccién: las
hormonas luteinizante (LH) y foliculo estimulante (FSH). La porcién proteica de
ambas hormonas esta constituida por la asociacién de dos subunidades, a y B.

La subunidad a es comin a tres hormonas hipofisarias: LH, FSH y hormona
estimulante de tiroides (TSH), y es similar, también, en la gonadotrofina
coribnica humana de origen placentario (hCG). Las subunidades B son
diferentes, confiriéndoles especificidad hormonal.

En la rata, los niveles de LH se encuentran en su minimo valor desde la
manana del estro, poco después de la ovulaciéon y durante diestro 1 y 2 y
mediodia del proestro (Fig. 2). En la tarde del proestro, entre las 14.00 y 15.00
horas, los niveles circulantes de LH comienzan a incrementarse rapidamente,
alcanzando valores maximos aproximadamente entre las 15.00 y 19.00 hs del
mismo dia, segun los ciclos de luz-oscuridad de los distintos bioterios, cepa,
etc. Este pico de LH induce ruptura folicular y la ovulacién. Inmediatamente
los niveles sanguineos comienzan a declinar hasta alcanzar su valor basal
temprano en la manana del estro. Se han descripto, ademas, variaciones
circadianas (Wilcox y Wiest 1960) y ultradianas o pulsatiles (Gay y col. 1970;

Fox y Smith 1985) en la secrecién de LH.
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FSH cae durante la fase folicular hasta justo antes de la ovulacion, entre el
estro tardio, diestro 1 y 2 y mediodia del proestro (Fig. 2). Luego de la media
tarde del proestro la secrecion de FSH aumenta en forma simultanea con LH,
tomando valores de pico entre las 15.00 y 19.00 del proestro. Aunque,
posteriormente la secrecion de ambas gonadotrofinas comienza a declinar
hacia valores basales, temprano en la mafana del estro ocurre un segundo

pico de FSH, disminuyendo poco después a valores basales hacia la tarde del

estro.

2.2.2.2. Prolactina

La prolactina es sintetizada por las células lactotropas de la adenohipéfisis. Es
una hormona proteica de 23-24kD de peso molecular, compuesta por una
cadena polipeptidica de 197 aminoacidos, en la rata, con tres puentes
disulfuro.

En general, el patrén de secrecién de prolactina durante el ciclo estral es
similar al de LH (Fig. 2). Algunos laboratorios han encontrado niveles elevados
en distintos momentos del ciclo, pero se acepta generalmente un unico pico de

secrecion de prolactina en la tarde del proestro.
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3. Regulacion del ciclo estral

La conservacién de las especies ovulatorias esta determinada por la aparicién
de la ovulacion en el momento mas indicado para que si sobreviene la
fecundacion, puedan tener lugar la prefiez y el parto y lograr un maximo de
posibilidades de supervivencia para las crias. Los mecanismos de regulacion
de los ciclos ovulatorios son por lo tanto de vital importancia.

La regulacién de la funcién reproductora es muy compleja, esta integrada por
los sistemas nervioso y endocrino. El SNC es el receptor y coordinador de los
estimulos que influyen sobre la funcién sexual. Sobre el hipotalamo actuan
factores ambientales, factores locales, neurotransmisores, hormonas
periféricas, etc. y éste a su vez elabora hormonas hipotalamicas que son
liberadas de las terminales nerviosas de la eminencia media. Son
transportadas por la circulacion del sistema porta hipofisario, a la pars
distalis estimulando la secrecién de hormonas hipofisarias a la circulacion
general. Las hormonas hipofisarias actian sobre la funcién gametogénica y
endocrina gonadal. La secrecion gonadal ademas de desarrollar y mantener los
caracteres sexuales, actia sobre el hipotalamo y la hipoéfisis regulando la
liberaciéon hormonal.

En consecuencia existen tres niveles de regulaciéon de la funcion reproductora
de la hembra (Fig. 3): 1) el SNC, mediante la secrecion hipotalamica de la
hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH) y la dopamina, 2) la
adenohipdfisis, a través de las gonadotrofinas, LH y FSH; y de la prolactina, y
3) los ovarios que, como hemos mencionado antes, secretan hormonas
esteroideas (estrogenos y progesterona fundamentalmente y también
testosterona) y hormonas proteicas (como la inhibina). La interaccién de estos
tres niveles de secrecion y regulacién hormonal da origen a los ciclos

ovulatorios en las distintas especies.
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Figura 3. Eje hipotalamo hipofiso gonadal. Las flechas grises representan
regulaciones ovaricas positivas o negativas del eje.

3.1. Sistema Nervioso Central

El sistema nervioso central elabora un mensaje -la secrecion pulsatil de
GnRH- el cual regula la funcion gonadotrofica. Este mensaje se construye
luego de la integracion de multiples informaciones que alcanzan el SNC.
Algunas de ellas provienen del eje reproductor, y otras del medio interno o
externo. La neurona decapeptidérgica integra esta informacion y responde con

pulsos de la neurohormona.
El GnRH es un decapéptido, cuya estructura molecular presenta muy pocos

cambios a lo largo de la evolucion de los vertebrados, siendo el originalmente

descripto en mamiferos: pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH,.
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Embriolégicamente las neuronas GnRH provienen de la placoda olfatoria. Por
migraciéon centripeta a través del nervio olfatorio, alrededor de 500-1000
neuronas GnRH terminan localizadas en el hipotalamo, en el area preoptica-
supraquiasmatica y en el hipotalamo medio basal, en un centro funcional
oscilador, y proyectan sus axones hacia la eminencia media (Libertun 1995).
Alli es liberado el decapéptido en los capilares del sistema portal hipotalamo-
hipofisario, actuando luego sobre las células gonadotropas de la
adenohipéfisis. El GnRH es liberado como rapidos y masivos incrementos,
separados por un periodo silencioso y, en menos de 5 minutos, el péptido
desaparece de la sangre portal hipofisaria.

En contraste con otras neuronas hipotalamicas secretoras de péptidos, las
neuronas de GnRH no forman nucleos bien definidos. Si bien las neuronas
decapeptidérgicas tienen pulsatilidad intrinseca, el patrén pulsatil de
secrecion de GnRH, sugiere la existencia de una red de conexiones que
permite sincronizar dichas neuronas (Stojilkovic y col. 1994). Surgié asi el
concepto de un oscilador o generador de pulsos ubicado en el hipotalamo
responsable de la liberacién pulsatil y sincrénica de GnRH de las terminales
nerviosas de neuronas decapeptidérgicas.

En general se observa que el generador de pulsos es sensible a los niveles de
estréogenos circulantes. Existen muchos sistemas neuronales involucrados en
la regulacion de GnRH: noradrenalina, péptidos opiaceos, neuropéptido Y,
serotonina, dopamina y GABA entre otros. Las neuronas decapeptidérgicas
presentan también receptores para GnRH, permitiendo un mecanismo de
retroalimentaciéon ultracorto. Todos estos sistemas neuronales estan
interrelacionados y la secrecion de GnRH se modula preferentemente segun

los niveles de estrogenos y progesterona circulantes.
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La reproduccion en mamiferos, tanto macho como hembra, depende
criticamente de una neurosecrecion apropiada del GnRH. Esto ha sido
demostrado en numerosos experimentos en los cuales el bloqueo de la accién
del decapéptido por inmunoneutralizacion o antagonismo del receptor, lleva a
un cese o reduccion en la secrecion gonadotrofica y de la funcién ovarica. La
esterilidad en ratones mutantes, carentes de GnRH, o la infertilidad humana
asociada a una insuficiencia de GnRH demuestran las severas consecuencias
reproductivas resultantes de una secrecion de GnRH deficiente (Levine y col.
1991).

Se ha descripto que la secrecion de LH es pulsatil con una frecuencia menor a
una hora (Gay y col. 1970; Fox y Smith 1985). Cada pulso de LH es la
respuesta a un pulso de GnRH que llega a la adenohipéfisis (Levine y Ramirez
1982). La naturaleza pulsatil de la secrecion de GnRH es esencial para
mantener las gonadotrofinas en sus niveles normales. Se ha visto que en
mujeres amenorreicas y en monas con lesiéon hipotalamica, la administracion
de GnRH en forma pulsatil (1 pulso cada 60-90min) restablece la secrecién de
gonadotrofinas. Si la administracién es pulsatil pero con alta (2-3 pulsos por
hora) o baja (1 pulso cada 5 horas) frecuencia, no se logran inducir niveles
normales de gonadotrofinas, o esta alterada la relacion entre ambas. En
cambio, dosis farmacologicas o la administracion constante del decapéptido, o
un analogo, provoca una disminucion progresiva de la sensibilidad hipofisaria,
hasta lograr su refractariedad, con la consecuente caida en los niveles
plasmaticos de LH y FSH a valores no detectables (Hotchkiss y Knobil 1994).
Dijimos que la secreciéon de GnRH esta fundamentalmente modulada por los
esteroides gonadales: el estradiol modula principalmente la amplitud de los
pulsos, mientras que la progesterona modula su frecuencia. Durante la fase

folicular tardia del ciclo, luego de un primer periodo inhibitorio, el estradiol en
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concentraciones altas y sostenidas, induce un incremento en la secrecién de
GnRH, provocando el pico preovulatorio de gonadotrofinas. Durante el pico de
gonadotrofinas, la frecuencia de GnRH no se alteraria pero aumentaria la
amplitud de cada pulso originando la descarga masiva de LH. En la fase lutea
hay una marcada disminuciéon de la frecuencia, en respuesta a los niveles
muy elevados de progesterona, y la amplitud es variable, lograndose niveles

medios de LH similares a los de la fase folicular (Rossmanith y col. 1990).

3.2. Pars Distalis

A nivel hipofisario también se ejercen las retroalimentaciones negativa y
positiva de los estrogenos. El E;, retroactuando negativamente reduce la
respuesta al GnRH, disminuyendo la cantidad de LH secretada ante cada
pulso de GnRH. Esta aceptado que el esteroide ovarico mas potente para la
inhibicién de LH es el estrogeno, puesto que los niveles de gonadotrofinas son
semejantes en la fase folicular, cuando la progesterona esta practicamente
ausente, y en la fase lutea, cuando su concentracién es maxima.

El inicio del pico preovulatorio de gonadotrofinas se encuentra precedido por
un incremento en los niveles de E; circulantes (retroalimentacién positiva)
originado por los foliculos. Para que el efecto inhibitorio del estradiol pase a
ser estimulatorio sobre el gonadotropo, es necesario que sus niveles
sobrepasen un determinado umbral y se mantengan elevados por cierto
tiempo; en rata, se describi6 un umbral de 50 pg/ml, con una duracién
minima de 8 al2 horas para lograr la retroalimentacién positiva por estradiol.
La retroalimentacién positiva se ejerce induciendo una mayor sensibilidad al
GnRH de la glandula hipofisaria, a través de un aumento en la sintesis de LH
y también del nimero de receptores para GnRH. El aumento de GnRH induce
a nivel del gonadotropo un aumento de sus propios receptores (upregulation),
ademas de estimular la sintesis de LH y FSH, y su secrecion de la reserva
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intracelular. Se ha postulado que ciertos gestagenos podrian estar actuando a
este nivel, facilitando la liberaciéon de gonadotrofinas inducida por GnRH en la
mitad del ciclo. Luego del pico de LH y FSH se produce una caida abrupta de
los niveles de receptores hipofisarios de GnRH, por internalizacion de
receptores.

La simulacioén de los patrones de E; y P circulantes, a lo largo del ciclo, es
suficiente para mantener los valores basales de LH e inducir el pico de LH en
ratas ovariectomizadas. Sin embargo, tanto los niveles basales como los de
pico de FSH son 2 a 3 veces mayores en las ratas OVX, con respecto al estado
endocrino de un animal ciclante intacto. Esto indica la existencia de otro
factor ovarico que actia regulando la secrecion de FSH. Las inhibinas, de
origen gonadal, tienen un papel fisiolégico especifico que consiste en la
inhibicién de la secrecién de FSH hipofisaria. Durante el ciclo estral, una
inyeccion de inhibina puede prevenir el pico preovulatorio de FSH. Ademas, a
diferencia de los antagonistas de GnRH, es capaz de inhibir el pico
postovulatorio de FSH, impidiendo el reclutamiento de foliculos para el
siguiente ciclo. La inhibina tiene un papel regulatorio activo, puesto que la
inmunoneutralizacién contra su subunidad a, es seguida por un incremento

en los niveles de FSH. Actia directamente a nivel hipofisario, sobre el gen que

codifica para la subunidad B de FSH.

3.3. Ovario

A nivel ovarico, como veremos en detalle mas adelante, los crecientes niveles
de estrogenos secretados por los foliculos en desarrollo, actuando a nivel
hipotalamico e hipofisario, inducen el pico de gonadotrofinas, promoviendo la
ovulacion y la consecuente formacién del cuerpo luteo. En la fase litea, e

incluso durante la prenez, la progesterona en presencia de estrogenos altos es
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el freno mas potente del generador de pulsos de GnRH, inhibiendo la secrecién

de gonadotrofinas.
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4. Desarrollo Folicular y Funcién Latea

4.1. Foliculos Primordiales y Primarios

En la mayoria de los mamiferos la proliferacién de las ovogonias se restringe al
desarrollo prenatal o cercano al nacimiento. Luego son transformadas en
ovocitos primarios caracterizados por una profase meiética prolongada y
rodeados por una capa escamosa de células de pregranulosa y una membrana
basal (Greenwald y Roy 1994). Estos foliculos primordiales constituyen la
reserva acumulada de foliculos quiescentes, los cuales van siendo agotados
progresivamente durante el periodo de vida reproductiva. Continuamente
habria foliculos primordiales que dejan el “pool” de reserva para desarrollarse
en foliculos primarios, en los cuales el ovocito, detenido en el estadio de
diplotene de la profase meiética, se encuentra rodeado por una unica capa de
células de granulosa cuboides (descendientes de las células de pregranulosa).
El foliculo evoluciona hacia su crecimiento, culminando en la ovulacion o, la
gran mayoria de ellos en atresia durante algun estadio subsiguiente de
desarrollo. El papel de las gonadotrofinas durante el desarrollo folicular inicial
no esta dilucidado. Para algunos, (Peters y col. 1973), estas serian poco
importantes. Para otros, (de Wolff-Exalto 1982), las gonadotrofinas adquieren
mucha mayor importancia. En especial FSH, facilitando el desarrollo
temprano de las células de los foliculos y el crecimiento del ovocito, con una
diferenciacién celular normal y el desarrollo folicular progresivo.

Uno de los pasos mas criticos en la foliculogénesis consiste en la
transformacién de los foliculos primordiales en primarios, dependiendo
probablemente de factores provenientes del ovocito. No se conoce claramente

la naturaleza de estas sefnales, pero existen evidencias que indican que en
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ausencia del ovocito, las células de pregranulosa son incapaces de formar
foliculos.

El numero de foliculos que se recluta por dia para iniciarse en el desarrollo,
parece depender del numero de foliculos inactivos remanentes y por
consiguiente, disminuye con la edad, pero no depende del dia del ciclo estral
en la rata. (Schwartz y col. 1972) fueron los primeros en proponer que el pico
secundario de FSH durante el estro en la rata, recluta los foliculos en
crecimiento, que seran ovulados en el préximo estro (4 6 S5 dias después).
Dichos foliculos comenzaron su desarrollo aproximadamente 20 dias antes,
con lo cual hasta el momento de la ovulaciéon estuvieron expuestos a 4 60 5

picos consecutivos de LH/FSH.

4.2. Foliculo Secundario

Luego de una serie de divisiones mitéticas de las células de granulosa, el
foliculo primario unilaminar pasa a un estadio preantral multilaminar
conocido como foliculo secundario. A medida que crece el foliculo en tamaro,
se diferencian las células de la teca derivadas de células del estroma ovarico,
formando una envoltura de células aplanadas alrededor de la membrana basal
folicular.

En diferentes especies, en el foliculo preantral, las células de granulosa tienen
la capacidad de sintetizar los tres tipos de esteroides ovaricos: progestagenos,
androgenos y estrégenos, este ultimo en mayor proporcién que los otros dos,
en cooperacion con las células intersticiales. Sin embargo, la actividad
esteroidogénica en este estadio es limitada. En todos los estadios foliculares se
detectaron receptores de FSH en las células de granulosa (Redmer y col. 1986;
Fry y col. 1987), los cuales se encuentran funcionalmente acoplados a
adenilato ciclasa, al menos a partir del estadio preantral tardio. FSH induce o
activa la enzima aromatasa (Moon y col. 1975), que cataliza la aromatizacién
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de androgenos en estrogenos, siendo este un paso limitante en la produccién
ovarica de estrogenos. FSH, en combinaciéon con los estréogenos, parece ejercer
un efecto mitogénico sobre las células de granulosa promoviendo su
proliferaciéon (Goldenberg y col. 1972; Richards 1979) y la acumulacién de
receptores de FSH por aumento del nimero de células y de la densidad de
receptores en cada célula (Goldenberg y col. 1972). El foliculo puede por
consiguiente en presencia de FSH aromatizar pequenias cantidades de
andrégenos y generar su propio microambiente estrogénico (McNatty y col.
1979; Nimrod y col. 1976). El destino del foliculo preantral depende de un
delicado balance entre la presencia de andrégenos y la capacidad de
aromatizarlos. En bajas concentraciones, los andrégenos inducen la
aromatasa y contribuyen a la produccion de estrégenos. En altas
concentraciones, la capacidad limitada de aromatizacién se encuentra
sobrepasada y el microambiente folicular se torna androgénico, conduciendo
al foliculo a la atresia. La atresia folicular es el proceso por el cual degeneran
los foliculos que no fueron seleccionados para ovular y ocurre a través de la
muerte celular por apoptosis (Hsueh y col. 1994; Tily 1996). El estradiol y los
androgenos regulan la apoptosis en células de la granulosa actuando como
factores de supervivencia o atretogénicos, respectivamente (Billig y col. 1993).

Es de interés considerar que las células de granulosa dentro del foliculo estan
firmemente unidas y poseen uniones estrechas (“gap junctions”) que permiten
el libre pasaje de materiales a través del interior del foliculo y un fluido
intercambio celular de pequefias moléculas. También existe un libre acceso al
interior del propio ovocito, a través de las células de granulosa que lo rodean

formando el cumulus.

Las células de la teca son la principal fuente de andrégenos foliculares, por lo

tanto con un desarrollo limitado de este tipo celular se minimizan los
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androgenos disponibles. La accion de LH actuando sobre receptores
especificos presentes en las células tecales en todos los estadios foliculares
(Oxberry y Greenwald 1982), y la consecuente producciéon de AMPc, provee el
principal estimulo para la actividad esteroidogénica. Aquellos foliculos que
comiencen su desarrollo en la fase litea tardia o al comienzo de un nuevo
ciclo, cuando FSH esta elevada y LH baja, se veran favorecidos por un

ambiente en el que prevalece la aromatizacién en las células de granulosa.

4.3. Foliculo Terciario

Con la aparicién de la cavidad antral, el foliculo secundario es convertido en
un foliculo terciario o antral temprano. Si bien los primeros estadios del
desarrollo folicular no parecen depender de la presencia de las hormonas
gonadotroéficas, LH y FSH serian indispensables para su transformaciéon en un
foliculo antral.

En este estadio aparece una capa exterior, denominada teca externa,
compuesta de tejido conectivo y células de musculo liso. En la capa interior
conocida como teca interna, se desarrolla un fino plexo de vasos en la zona
adyacente a la capa de la granulosa -que es avascular hasta después de la
ovulacién-, comunicado a su vez hacia el exterior por una serie de vénulas y
arteriolas de la teca externa. Esta vascularizacion acompana y favorece la
diferenciacién de la teca en un tejido esteroidogénico.

La sintesis de hormonas esteroideas parece estar compartimentalizada dentro
del foliculo. Si bien cada compartimento retiene la capacidad de producir
progestagenos, androgenos y estrégenos, la actividad de aromatasa de las
células de granulosa excede en gran medida a la observada en células tecales
(McNatty y col. 1979; Hillier y col. 1981), carentes de receptores para FSH. Por
lo tanto las células de granulosa muestran una produccién preferencial de
estrogenos, mientras la sintesis de andrégenos predomina en el
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compartimento tecal (McNatty y col. 1980; Tsang y col. 1980). La cooperacion
que se observa entre ambos tipos celulares para la produccion de estrogenos
dio origen al concepto de “dos células, dos gonadotrofinas” en la
esteroidogénesis ovarica (Fig. 4) (Gore-Langton y Armstrong 1994). En
respuesta a la LH, las células tecales producen androgenos. Estos pueden
pasar al compartimento de granulosa, gracias a la amplia red de capilares, y

son transformados en estrogenos por la aromatasa inducida por FSH (Moon y

col. 1978).
Membrana
CELULA DE LH Bagal CELULADELA  (FSH
LA TECA GRANULOSA
I
/ AMPc \ / AMPc \
Colesterol PKA Colesterol PKA
Progesterona Progesterona

Andrégenos > Andrégen/os—\—CE/stradiol

5a-Andrégenos 5a-Andrégenos /

Figura 4. Hipotesis de “dos células, dos gonadotrofinas” en la regulacion de la
esteroidogénesis en el foliculo ovarico.

Se considera al estadio antral y especialmente al foliculo preovulatorio
temprano, la fuente mas importante de esteroides ovaricos durante el ciclo
femenino. El cambio en el patron de secrecion esteroidea esta asociado a un
incremento en el crecimiento celular y citodiferenciacion del foliculo, y la
expansion considerable del antro. La formacion de la cavidad ocurre bajo la
influencia sinérgica de los estrogenos y la FSH, por aumento de la produccion

de fluido folicular y la vascularizacion del foliculo. El fluido folicular contiene
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productos que derivan del plasma y otros originados en la granulosa. Entre
éstos se pueden mencionar proteinas plasmaticas, enzimas intra y
extracelulares, mucopolisacaridos, esteroides, hormonas hipofisarias y
distintos factores ovaricos no esteroides (Edwards 1974; Chang y col. 1976;
McNatty 1978). El fluido folicular proporciona a cada foliculo un
microambiente especial, permitiendo que foliculos contiguos estén en
diferentes estadios de crecimiento, pero todas las células en un determinado
foliculo estan inmersas en el mismo ambiente. El compartimento antral
permite el acceso de moléculas como FSH y LH hasta sus receptores celulares,
proveyendo un area local para la amplificacién de senales, fundamental para

el desarrollo de los foliculos dominantes.

4.4. Foliculo Preovulatorio

Los foliculos antrales, con mayor tasa de proliferacion de células de granulosa,
tienen ventajas con respecto a los foliculos menos desarrollados presentando
un microambiente o6ptimo, y podran ser seleccionados como foliculos
dominantes. Estos lograran completar su desarrollo preovulatorio. La
retroalimentacion negativa que producen los niveles crecientes de estrogenos
sobre la liberacion de FSH a nivel hipotalamo-hipofisario, conducen a la
disminucién de los niveles plasmaticos de la hormona hipofisaria. El mayor
desarrollo folicular se acompafna de un incremento en la vasculatura de la
teca, ofreciendo acceso preferencial de FSH a estos foliculos que ademas
poseen el mayor numero de receptores de la hormona. Los foliculos
dominantes presentan pues una alta sensibilidad a FSH a pesar de los niveles
menguantes de la gonadotrofina, manteniendo el estimulo para la
aromatizaciéon. Bajo el estimulo de FSH, y favorecidos por la presencia de

estrogenos, las células de la granulosa adquieren receptores para LH y
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prolactina, en la rata (Zeleznik y col. 1974; Richards y Midgley 1976; Wang y
col. 1979).

En el foliculo preovulatorio o foliculo de de Graaf, las células de granulosa se
agrandan y adquieren inclusiones lipidicas, mientras que en las células de la
teca aparecen vacuolas y aumenta la vascularizacion. El ovocito reasume la
meiosis, acercandose a completar la division reduccional.

Los niveles de estradiol se elevan rapidamente por sobre el umbral, induciendo
el pico de gonadotrofinas. Actuando a través de sus receptores, LH promueve
la luteinizacion de las células de granulosa y tecales, lo que resulta en la
produccién de progesterona.

La esteroidogénesis se encuentra modificada entre el momento del pico de LH
y la ovulacién. La produccién esteroidea es brevemente estimulada, pero las
altas concentraciones de LH alcanzadas en el momento del pico preovulatorio
causan una disminucién por internalizacién transitoria de sus receptores en
las células de granulosa y tecales (Gore-Langton y Armstrong 1994). El
incremento transitorio de la secrecién de estrogenos causa la inhibicion, en las
células tecales, de la biosintesis androgénica, favoreciendo la produccién de
progesterona. Luego de la ovulacion, las células recuperan su capacidad de
responder a las gonadotrofinas. En los roedores, la prolactina favorece la
recuperacion de receptores de LH (Richards y Williams 1976) y tiene también

efectos inhibitorios sobre la sintesis de estréogenos.

4.5. Ovulacion

El proceso ovulatorio es iniciado en el momento en que el tejido folicular es
estimulado por el pico de gonadotrofinas. Sélo ocurre en aquellos foliculos
maduros que adquirieron concentraciones adecuadas de receptores de LH
(Leung y Steele 1992). El pico de LH parece ser el estimulo para la reasuncion
de la meiosis en el ovocito, la luteinizaciéon de las células de granulosa y de la
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teca y la sintesis de prostaglandinas y enzimas proteoliticas, esenciales para la
ruptura del foliculo (LeMaire y col. 1975; Tsafriri y col. 1972; Weiss y col.

1976).

4.6. Cuerpo Luteo

4.6.1. Morfologia del Cuerpo Liteo

Estudios morfolégicos en diversas especies han mostrado que luego de la
ovulacion, las células provenientes tanto de la teca interna como de la capa de
granulosa del foliculo remanente estan involucradas en la formacién del
cuerpo liteo. Esta se inicia por una serie de cambios morfolégicos y
bioquimicos en las células del foliculo preovulatorio, llamados luteinizacién.
Antes de la ovulacién hay hipertrofia de las células de granulosa y aumento de
la relacién citoplasma/nucleo. Luego de la ovulacién, con la ruptura de la
membrana basal, los vasos sanguineos de la teca interna invaden la cavidad
folicular. Estos capilares se forman tanto por migraciéon (Basset 1943), como
por mitosis de las células endoteliales (Gaede y col. 1985), en un proceso que
estaria regulado por un factor angiogénico secretado directamente por las
células de granulosa luego de la ruptura del foliculo. Los capilares forman una
red vascular que representa un 20% del volumen del cuerpo luteo, y
aproximadamente un 60% de la superficie de cada célula luteal esta en
contacto directo con un capilar (Dharmarajan y col. 1985). Durante la
luteinizacion, en la rata, aparecen muchas uniones estrechas entre las células
luteales, se observan una marcada proliferacion del reticulo endoplasmatico,
transformandose de predominantemente rugoso en predominantemente liso, y
un incremento en la complejidad del aparato de Golgi. El contenido de
mitocondrias también aumenta, y las mitocondrias pequenas y redondas, con

crestas laminares, que se observan en células de granulosa, se convierten en
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mitocondrias mas grandes y de formas mas variadas, con crestas tubulares
(Rothchild 1981). La actividad del cuerpo luteo difiere de los foliculos
principalmente en la cantidad, mas que en el tipo, de esteroides secretados. El
cambio principal es un aumento marcado en la secrecion de progesterona,
acompanado por una caida e incluso pérdida (segin las especies) de la
capacidad estrogénica y androgénica.

El cuerpo Iluteo estd compuesto de dos tipos de células luteales
esteroidogénicas, morfologicamente distinguibles. Las células luteales grandes
presentan un tamano que oscila entre los 20um de diametro en roedores y
40um o mas en humanos (Enders 1973), son de forma poliédrica, con
citoplasma claro y un gran nucleo en posicién central con nucléolo
distinguible. Contienen todos los elementos de las células secretoras de
esteroides (el reticulo endoplasmatico liso y el aparato de Golgi muy
desarrollados y las mitocondrias abundantes). Presentan granulos de
secrecion, cuyo contenido seria principalmente oxitocina y relaxina.

Las células luteales pequenias tienen un diametro de 22um o menor; son de
forma ahusada, presentando citoplasma oscuro, con grandes gotas lipidicas y
nucleo de forma irregular. El reticulo endoplasmatico liso esta bien
desarrollado, sin embargo, con respecto a las células luteales grandes, el
aparato de Golgi tiene menor desarrollo y la cantidad de mitocondrias es
menor. La diferencia fundamental entre ambos tipos celulares es la ausencia

de granulos de secrecion en las células pequenas.

4.6.2. Funciones del Cuerpo Luteo

El CL es un érgano endocrino transitorio. El requerimiento de la presencia del
CL para el éxito de la prefiez fue descubierto a principios de siglo por Frankel
(1903) y Magnus (1901), quienes en investigaciones separadas demostraron
que la ooforectomia o la ablaciéon del CL provocaba aborto o resorcion de los
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embriones. El 25% al 55% de todos los embriones de mamiferos se pierden
durante los primeros estadios de gestacién, y muchas de estas pérdidas
parecen estar causadas por una funcién litea inadecuada. Por consiguiente es
de gran importancia entender los factores involucrados en la regulaciéon del
tiempo de vida y de la funcion del cuerpo luteo.

La principal funcién del CL es la produccion de progesterona, ya que prepara
el endometrio uterino para la implantacién y mantenimiento de la prenez
temprana. Para lo cual debe permanecer viable un periodo de tiempo especie-
especifico durante la gestacion; luego, en varias especies, la placenta asumira
la funcién de secretar progesterona y el CL regresa. Si la fertilizacién o la
implantacién no ocurren, los ciclos ovulatorios se reanudan sélo cuando la
funcion lutea cesa; mostrando una segunda funcién del CL, que consiste en
bloquear la ovulacion.

De este modo, el cuerpo liteo puede ser visto como la ultima etapa del foliculo
ovarico, que luego de expulsar al ovocito, continia manteniendo el huevo
(fertilizado) a través de la produccion de progesterona. Los cambios
progestacionales que ocurren en el utero deben preceder la llegada del cigoto y
requieren la transformaciéon de un foliculo mayoritariamente productor de

estrégenos, en un cuerpo liteo principalmente productor de progesterona.

4.6.3. Regulacion del Cuerpo Luteo

El factor mas importante que inicia la luteinizacion y estimula la secrecién de
progesterona por el cuerpo liteo en las distintas especies es la LH (Hsueh y
col. 1984; Amsterdam y col. 1989), mientras que la molécula que parece
inhibir tanto la sintesis como la secrecion de progesterona es la PGFa,.
Ademas, tanto las células de granulosa como las luteales son capaces de
sintetizar numerosos factores intraovaricos, los cuales actian en forma
autocrina y paracrina modulando positiva o negativamente, la diferenciaciéon y
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funcién luteal y la produccion de progesterona. Los factores mas estudiados
han sido la inhibina, activina, GnRH, relaxina, factores de crecimiento
insulino-simil tipo 1 (IGF-I) y tipo II (IGF-II), factor de crecimiento epidermal
(EGF) y factor de crecimiento transformante beta (BTGF), entre otros. Estos
factores son sintetizados por las células de granulosa, existiendo en la mayoria
de los casos receptores para estas moléculas en células del foliculo. Son
numerosas las evidencias que indican que una funcion latea normal requiere
un desarrollo folicular preovulatorio 6ptimo (Stouffer y Hodgen 1980). Por
ejemplo, la acumulacién de receptores de LH y la adecuada producciéon de
esteroides y otros factores durante la fase folicular predetermina el grado de
luteinizacion y por consiguiente la capacidad funcional del cuerpo lateo.
Durante el ciclo estral de la rata, tres o mas generaciones de cuerpos luteos
provenientes de los ciclos ovulatorios precedentes, pueden estar presentes
simultianeamente en el ovario (Freeman 1994). Cada generacion persiste
morfolégicamente entre 12 y 14 dias. En la rata se pueden distinguir por
generaciones segun caracteristicas de tamano, vasculatura y tincién. En
diestro 2, los nuevos cuerpos luteos formados alcanzaron su maximo tamaro,
el cual se mantiene hasta diestro 1 del siguiente ciclo y en diestro 2 de este
segundo ciclo, los cuerpos luteos regresionan abruptamente.

Los cuerpos luteos formados durante el ciclo estral en la rata son estructuras
activas efimeras. Es decir que, con excepcion de un breve intervalo poco
después de la ovulacion, los cuerpos luteos no secretan suficiente
progesterona para mantener una reaccién decidual en el utero (Freeman
1994). La produccion de progesterona en la fase lutea, y por lo tanto el ciclo de
vida del cuerpo liteo, se caracteriza por una primera etapa de crecimiento,
una fase de mantenimiento y una de regresion. Con la disminucién de la

secrecion de progesterona luteal, en diestro 2, una nueva ovulacién tiene lugar
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poco tiempo después, por lo cual la “fase litea” en ratas, al igual que en
hamster y ratén, es peculiar. En un animal no apareado, los cuerpos liteos
secretan progesterona s6lo durante 1 6 2 dias, permitiendo los ciclos cortos
que se observan en roedores. Sin embargo si existe apareamiento en proestro,
la hipoéfisis secreta suficientes cantidades de un factor luteotréfico, la
prolactina, que rescata al cuerpo luteo en diestro 2, persistiendo éste por mas
tiempo en estado funcional. Si el apareamiento es fértil, la fase latea dura todo
el periodo de prefiez, 20 a 22 dias. Si el apareamiento es infértil o inducido
artificialmente, el cuerpo liteo persiste sélo 12 a 14 dias, periodo conocido
como pseudopreniez y caracterizado por niveles elevados de prolactina y

progesterona (Freeman y col. 1974).

4.6.4. Lutedlisis

La naturaleza efimera del cuerpo luteo se debe principalmente a un equilibrio
muy delicado entre progesterona y prostaglandinas. La lutedlisis no puede ser
atribuida simplemente a cambios en los niveles plasmaticos de las hormonas
luteotroficas, como prolactina y LH. En distintas especies, incluyendo la rata,
se describié que la prostaglandina F;, causa lutedlisis (Rothchild 1981). El
origen de dicha PG es fundamentalmente uterina, como se ha podido
demostrar en cobayo, conejo y hamster y rata pseudopreiiadas, observando la
extension del ciclo de vida del cuerpo luteo después de realizar una
histerectomia (Niswender y Nett 1994; McCracken y col. 1999). En otras
especies, como en primates y humanos, la presencia del utero no es necesaria
para la lutedlisis; y a diferencia de lo observado en animales pseudoprenados,
los ciclos estrales normales de rata, raton y hamster no se encuentran
prolongados por histerectomia. El utero de mamiferos también produce

prostaglandina de la serie E que presenta un efecto luteotréfico. El balance
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entre PGFy, y PGE determinaria el mantenimiento del cuerpo liteo o su
regresion.

El cuerpo luteo de rata contiene prostaglandinas y es capaz de producirlas in
vitro, mientras que el tratamiento con indometacina previene la luteélisis
inducida por PMSG en ratas con histerectomia. En rata y otros mamiferos
existe una relacién inversa entre la secrecion de progesterona y la produccion
de prostaglandina F;, luteal. Durante la etapa de crecimiento del ciclo de vida
del cuerpo luteo, éste no responde al efecto luteolitico de PGF,,, mientras que
los cuerpos luteos de mayor edad regresionan (Rothchild 1981). Es decir, el
gestageno cambia su efecto sobre la PG del CL, de acuerdo al estado evolutivo
del mismo. El efecto supresor de progesterona sobre PG, es marcado durante
la fase de crecimiento del ciclo del CL, se hace mas débil durante la etapa de
mantenimiento y disminuye progresivamente hasta desaparecer por completo
durante la fase de regresion. La progesterona es el principal estimulo para su
propia secrecién, cualquier cambio que produzca disminucion en la
produccion de progesterona induciria eventualmente la regresiéon del cuerpo
luteo. PGFy,, a través de la activacion de la proteina quinasa C (PKC), inhibe la
secrecion de progesterona; de modo tal que en la medida que el cuerpo luteo
adquiere mayor potencial para producir prostaglandina, la habilidad potencial
para la produccién de progesterona se ve reducida. Una vez que el balance se
vuelca hacia la produccion de PGFz,, la regresion del cuerpo luteo es
inevitable.

Diferentes mecanismos se han propuesto para explicar los efectos luteoliticos
de la PGF3,: un descenso rapido y marcado en el flujo sanguineo luteal; una
disminucién en el nimero de receptores para LH; un desacople del receptor de
LH y la adenilato ciclasa; activacion de PKC; incremento del calcio intracelular

que induciria cambios apoptoticos produciendo un efecto citotéxico.
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Durante la regresion del cuerpo liteo en rata se producen numerosos cambios
morfolégicos (Niswender y Nett 1994). Se observan muchas gotas lipidicas en
el citoplasma, y un incremento de 10 veces en la produccién luteal de
triglicéridos. La extension del reticulo endoplasmico liso disminuye y aumenta
la cantidad de vacuolas autofagicas y heterolisosomas. Las células en
degeneracion parecer ser removidas por macrofagos. El volumen porcentual
ocupado por vasos sanguineos disminuye en forma lineal en el cuerpo luteo
durante los ultimos dias del ciclo estral. Al avanzar la regresién luteal se
observa una disminucion en el tamafio de las células esteroidogénicas. Todas
las células que componen el cuerpo luteo presentan una desorganizaciéon de
las organelas intracelulares y el aumento de las gotas lipidicas y los lisosomas.
Existen varios factores intraluteales que estarian integrados en un sistema de
interacciones celulares, y controlarian el fenémeno de autodestrucciéon del
cuerpo luteo (Leymarie y Martal 1993). Podemos mencionar entre ellos una
sustancia que inhibe la unién al receptor de LH (LH-RBI); otro péptido que
inhibe la sintesis de progesterona; un péptido agonista del GnRH encontrado

en ovario de rata que presenta in vitro efectos antagonistas de LH.
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5. Tumores ovaricos

Los tumores de ovario son formas frecuentes de neoplasias femeninas. Existen
numerosos tipos de tumores ovaricos, tanto benignos como malignos.
Alrededor de 80% de los mismos son benignos y aparecen sobre todo en
mujeres jovenes, con edades comprendidas entre 20 y 45 anos. Los malignos
son mas frecuentes en mujeres de mayor edad, entre 45 y 65 anos.
Epidemiologicamente se observé que el numero de embarazos y el uso de
anticonceptivos orales tienen una relacioén inversa con la incidencia de cancer
de ovario (Emons y col. 1990). Se sugiere que cada ovulacion causa un trauma
menor sobre la superficie del ovario, con la formacion de inclusiones quisticas
del epitelio celomico en el estroma que pueden generar tumores (Waterhouse
1976).

Los resultados de varios estudios indican que los factores endocrinos tienen
un papel importante en el cancer ovarico. La exposicibon mensual a
concentraciones importantes de gonadotrofinas podria promover Ila
proliferacion de células ovaricas malignas (Casagrande y col. 1979). Se ha
visto ademas, que los tumores ovaricos aparecen con alta frecuencia en
mujeres durante la menopausia y postmenopausia, etapa caracterizada
endocrinamente por la hipergonadotrofinemia (Vom Saal y Finch 1986;
Waterhouse 1976; Rao y Slotman 1991; Cramer y Welch 1983). Ulimamente
con las técnicas de fertilizacion asistida se ha observado también que la
hiperestimulacién con gonadotrofinas puede inducir la aparicién de tumores
de ovario principalmente de la granulosa (Willemsen y col. 1993). La alta
concentraciéon de gonadotrofinas también se ha postulado como causa de
otras patologias ovaricas, como en el sindrome de poliquistosis ovarica donde
existe una secrecion inadecuada de gonadotrofinas, presentando elevados

niveles de LH y valores bajos de FSH, con una excesiva producciéon de
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androégenos (Yen 1980).

En todos estos casos las gonadotrofinas sobreestimularian el ovario
induciendo la aparicién de tumores ovaricos de distintos tipos histologicos,
que en muchos casos son hormono-dependientes. El ovario funcional esta
formado por diversos tipos celulares, y todos ellos pueden sufrir
transformaciones generando tumores que se clasifican segin su origen.
Basicamente, los tumores del ovario surgen de alguno de los tres componentes
ovaricos: 1) el epitelio celémico de superficie, que embriologicamente tiene
potencialidad para diferenciarse a un epitelio que se asemeja mucho al de las
trompas uterinas o al de las glandulas endocervicales; 2) las células
germinales, que migran hacia el ovario procedentes del saco vitelino y que son
totipotenciales; y 3) el estroma ovdrico, del que forman parte los cordones
sexuales, precursores del aparato endocrino del ovario posnatal. Existe
ademas un grupo de tumores que escapan a la clasificacién y, por ultimo, se
pueden encontrar tumores secundarios 0 metastdsicos, siendo el ovario una de
las localizaciones mas frecuentes de metastasis de diversos tumores (Tabla 1)
(Robbins y Cotuan 1987).

Altos niveles de gonadotrofinas también fueron correlacionados con neoplasias
ovaricas en experimentos con animales, haciendo interesante el estudio de
tumores en modelos animales por su posible similitud, en cuanto al
desarrollo, con patologias ovaricas humanas. En ratas la mayoria de los
tumores de ovario, ya sean espontaneos o inducidos, derivan de los cordones
sexuales y el estroma (Maekawa 1990); mientras que en humanos los tumores
ovaricos mas frecuentes son los epiteliales. Sin embargo, Waterhouse (1976)
propone que la hiperestimulaciéon del estroma seria un intermediario para el

desarrollo de tumores epiteliales, presentando concordancia en los factores de
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riesgo para los tumores del estroma y los epiteliales, en especial la

hipergonadotrofinemia.

Tabla 1. Clasificacion de los tumores ovaricos.

Tumores del epitelio de superficie Tumores serosos
Tumores mucinosos
Carcinoma endometrioide
Adenocarcinoma de células claras
Tumor de Brenner
Carcinoma indiferenciado

Tumores de células germinales Teratomas
Disgerminoma
Tumor del seno endodérmico
Coriocarcinoma

Tumores de los cordones sexuales Tumores de la granulosa-teca
y el estroma Tumor de células de la granulosa
Tecoma
Luteoma - Luteoma del embarazo
Fibroma
Tumores de células de Sertoli-Leydig
Gonadoblastoma

Tumores no clasificables

Tumores metastasicos

Dentro de los tumores de ovario nos referiremos en particular a los tumores de
los cordones sexuales y el estroma, que incluyen todas las neoplasias ovaricas
que se originan bien en los cordones sexuales de la gonada embrionaria (que
precede a la diferenciaciéon del mesénquima gonadal en masculino o femenino)
o bien los derivados del estroma ovarico. Los tumores de las células de la
granulosa-teca muestran un aspecto histolégico variado, formados por
proporciones distintas de células de la granulosa y de la teca que pueden estar
luteinizadas; existen tumores de células de la granulosa tipicos, hasta tumores
puros de células de la teca o tecomas. Algunos tumores de células de la
granulosa contienen células grandes, poligonales, con abundante citoplasma
eosindfilo o vacuolado, semejantes a células luteas. Cuando en los tumores
predomina este tipo celular se los denomina luteomas (Maekawa 1990).
Existen diversos tipos de tumores de granulosa segun su clasificacion

histologica que incluyen los subtipos difuso, microfolicular, trabecular, juvenil
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o mixto (Palmquist Evans y col. 1995; Nogales y col. 1993; Coppes y col. 1993;
Querleu 1994) y pueden o no estar asociados a otras patologias como en el
sindrome de Mafucci o la enfermedad de Ollier (Tanaka y col. 1992). Estos
tumores pueden aparecer en todo el espectro etario dado que se han
diagnosticado casos desde la infancia (edad de 4 arfos) hasta la
postmenopausia tardia (Palmquist Evans y col. 1995). Constituyen
aproximadamente el S % de todos los tumores ovaricos.

La importancia clinica de este grupo de tumores se debe a dos causas:

1) con frecuencia son endocrinamente funcionales (en general, los que tienen
abundante componente de teca) pudiendo producir grandes cantidades de
estrogenos, androgenos o progesterona;

2) los tumores de células de la granulosa son potencialmente malignos; si bien
en la mayoria de los casos son de buen pronéstico, algunos de ellos pueden
comportarse agresivamente y hacer recidivas luego de varios anos de haberse
diagnosticado el tumor primario. Los calculos sobre su malignidad clinica
oscilan entre el S y 25 %. Los tumores formados predominantemente por
células de la teca casi nunca son malignos.

En la literatura se han descripto algunos casos de luteomas en la mujer que
se desarrollan con muy baja frecuencia. Se encontraron en pacientes con
edades comprendidas entre 28 y 74 (promedio: 58.4) afos, observandose
virilizacién en 12-30% de los casos (Hayes y Scully 1987). Su aparicién esta
correlacionada con dos situaciones fisiologicas en la mujer:

1) Si bien los desérdenes hormonales ovaricos durante el embarazo son
infrecuentes, en algunos casos se acomparnan de tumores ovaricos con células
similares a las de granulosa y de la teca luteinizadas presentes en el cuerpo
Iateo, denominados luteoma del embarazo (Garcia-Bunuel y Brandes 1976). Se

trata de un tumor benigno que se desarrolla durante el embarazo,
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probablemente como consecuencia de los altos niveles de hCG. En general,
luego del parto los tumores ovaricos regresan espontaneamente (Joshi y
Dunaif 1995).

2) En mujeres post-menopausicas también se describieron algunos pocos
casos de la presencia de estos tumores ovaricos, presentando raramente
hiperandrogenismo y virilizacién. En uno de ellos la administracion de un
analogo de GnRH, provoc6 una marcada disminucién en los niveles de
testosterona, FSH y LH, sugiriendo una dependencia por las gonadotrofinas de

la secreciéon tumoral (Chico y col. 1995).
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Objetivos generales



Nuestro interés por un mayor conocimiento de la fisiologia ovarica y en
particular de la funcion lutea, y la importancia epidemiolégica de los tumores
ovaricos hormono-dependientes, nos impulsaron a estudiar los mecanismos
que regulan el crecimiento y la secreciéon de un tumor experimental de ovario
que se desarrolla en la rata en respuesta a la hipergonadotrofinemia (Biskind y
Biskind 1944). Para nuestros estudios empleamos este modelo animal,
interesante por su posible similitud con patologias humanas, con el cual

tenemos experiencia anterior en el laboratorio (Lux y col. 1984).

Nos proponemos caracterizar aspectos fisiolégicos, bioquimicos y
farmacolégicos de los luteomas empleados como modelo experimental, en
distintos estadios de su desarrollo. Estudiamos los diferentes aspectos del
tumor mediante experimentos in vivo e in vitro. Concretamente, los objetivos

planteados fueron los siguientes.

a) Observar la biologia del luteoma en cuanto a su influencia sobre la
sobrevida del animal portador; la posibilidad de malignizacién del tejido; la

histologia y evolucion del mismo en funcién del tiempo.

b) Determinar el estado endocrino de los animales portadores mediante
estudios in vivo a distintos tiempos de evoluciéon del luteoma. Ademas, en
comparacion con el tejido luteo normal, evaluar la capacidad secretora del

tumor, mediante estudios in vivo e in vitro.

c) Estudiar los mecanismos de control de crecimiento y secrecién del tumor, y
su dependencia por las gonadotrofinas, mediante la participacion del GnRH
como regulador a nivel hipofisario. Papel de inhibina/activina en el control

endocrino del animal portador de luteoma.
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d) Evaluar la posible participacién del GnRH como regulador del crecimiento y
secrecion, a nivel gonadal y tumoral. Para ello se buscara determinar la

presencia del sistema de GnRH ovarico/tumoral.

e) Caracterizacion de los receptores de GnRH. Estudio de las vias de segundos
mensajeros involucrados en la respuesta al GnRH en el tejido tumoral, en

comparacion con tejido luteo normal.
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Modelo experimental:
LUTEOMA



1. Descripcion del modelo

El modelo de tumor ovarico experimental que utilizaremos fue inicialmente
desarrollado por Biskind y Biskind (1944), con modificaciones posteriores (Fels
y Foglia 1960), incluyendo las de nuestro laboratorio (Lux y col. 1984).
Consiste en autoimplantar un ovario en el bazo de una rata hembra adulta,
bilateralmente ovariectomizada, en la manana del estro.

La nueva situacion anatomica del ovario, altera el estado endocrino normal del

animal. Las hormonas hipofisarias, LH y FSH, se encuentran elevadas, dado

SNC --» SNC

Gr|1RH
\

L. AH
Gonadotrofinas

Higado L, O
Secrecion /
Ovdrica Vend Secreciéon ./ Bazo

Porta Tumoral

GnRH
v
AH

~
-

Gonadoftrofinas

R RIS R LR

v
O OVX

Figura 5. Panel izquierdo: eje hipotalamo-hipofiso-ovarico en una rata hembra
entera. Retroalimentacion negativa de la secrecion ovarica sobre las gonadotrofinas.
Panel derecho: rata a la que se extirparon los dos ovarios (OVX) y a la que se
autoinjertdé uno de ellos en el bazo (O). La secrecion esteroidea del ovario
intraesplénico es inactivada en el higado, llevando a la hipergonadotrofinemia por
falta de retroalimentacion negativa.

SNC: Sistema Nervioso Central. AH: Adenohipéfisis. O: Ovario.
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que los esteroides secretados por el injerto ovarico del bazo a la vena
esplénica, pasan por la circulacién portal hepatica, siendo degradados por el
higado (Fig. 5, panel derecho). De esta manera la retroalimentacién negativa
que normalmente ejercen los esteroides sobre el eje hipotalamo-hipofisario, es
abolida (Fig. 5, panel izquierdo) (Uilenbroek y col. 1978). Se establece una
situacion endocrina similar a la del animal castrado, es decir con un marcado
aumento en la secrecion de LH y FSH. El ovario autotransplantado se
convierte en una masa o tumor, como resultado de la hiperestimulacion
constante de las gonadotrofinas, que inducen el crecimiento y la actividad
secretora del tumor (Clark y Holder 1984; Lux y col. 1984).

Agentes que alteran la retroalimentacion negativa normal existente entre la
hipéfisis y el ovario pueden ser factores en la etiologia del tumor ovarico. El
modelo de tumor ovarico intraesplénico es un prototipo de este mecanismo. Si
bien no existe una contraparte anatémica de este modelo en humanos, puede
haber una contraparte funcional debido a los casos de hipergonadotrofinemia
antes mencionados y ademas por la existencia de ciertas drogas y quimicos
que pueden causar un aumento en la degradacién hepatica del estrégeno y
producir aumento en las gonadotrofinas. Entre estos factores podemos
mencionar barbitiricos, pesticidas hidrocarbénicos halogenados, drogas anti-

inflamatorias e antihistaminas (Willemsen y col. 1993).
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2. Materiales y Métodos

2.1. Animales
En todos los experimentos que conforman esta tesis se emplearon ratas

virgenes de la especie Rattus norvegicus de la cepa Sprague Dawley,

Holtzman, del Instituto de Biologia y Medicina Experimental. Los animales se
encontraban en el bioterio en condiciones controladas de temperatura (22°C) y
con un fotoperiodo de 12hs (las luces se encienden a las 7.00hs y se apagan a

las 19.00hs), recibiendo alimento balanceado y agua ad libitum.

2.2. Obtencién de los tumores ovaricos experimentales

Se emplearon ratas virgenes adultas (60 dias) de 200g aproximadamente. Se
realizd frotis vaginal de los animales diariamente y luego de dos ciclos
regulares fueron operados en la mafiana del estro. Los animales se
anestesiaron con ketamina (100 mg/kg de peso corporal, ip), se extirparon
ambos ovarios y uno de ellos, elegido al azar, se limpié de adherencias y del
oviducto, para ser injertado en el bazo de la misma rata, donde se desarrollara
el tumor. El injerto se realiza mediante una incisién que atraviesa el bazo,
donde se coloca el ovario, quedando de esta forma firmemente sujeto.

Como control del modelo experimental se emple6 el grupo Sham, al cual se le
realizd una operacion ficticia. Los animales Sham fueron bilateralmente
ovariectomizados en la manana del estro y se les autoinjerté un trozo de
musculo abdominal en el bazo.

Los animales se dejaron recuperar, permitiendo el desarrollo tumoral por
periodos variables de tiempo, empleandose para estudios in vivo y/o in vitro,

segun las necesidades del disefio experimental.
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Con relacion a otros modelos fisiolégicos empleados en los experimentos que
componen la tesis (ratas en estro, prepuberes superovuladas con PMSG y
hCG), se realizara la descripcion detallada en los Materiales y Métodos del

capitulo correspondiente.
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3. Resultados

3.1. Descripcion macroscopica del tumor

En los animales portadores del injerto ovarico intraesplénico, luego de un mes
se observa el desarrollo de un tumor en 98% de los casos (injerto positivo). La
masa tumoral puede hacer prominencia en una cara del bazo, o mas
frecuentemente en ambas caras (Fig. 6). En los animales operados que al cabo
de un mes presentan injerto negativo se observa una cicatriz en el lugar del

implante.

Figura 6. Seccion longitudinal de un luteoma de un mes de desarrollo (aumento
10X). Notese la abundancia de cuerpos liteos, pocos foliculos y escaso tejido

glandular intersticial.
Se puede observar el bazo en el que se injerté el ovario original.
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El injerto positivo tiene el aspecto de un tumor sélido, que puede presentar
eventualmente estructuras quisticas. La superficie del mismo es irregular,
semejante a un racimo de uvas, generalmente de color amarillento y muy
vascularizado.

En el examen histolégico los transplantes ovaricos se encuentran
hipertrofiados y compuestos mayoritariamente por tejido luteinico que se

dispone en varios cuerpos hiteos (Fig. 6, ver Fig. II1.3)

3.2. Descripcién microscopica del tumor

Se observan pocos foliculos, en general luteinizados, pudiendo presentar una
cavidad antral. Se distinguen principalmente células liteas (ver Fig. I.1. A, By
C), vy se encuentran también células de la granulosa (ver Fig. 1.1.D). La
abundancia de tejido lateo caracteristico de estos tumores dio origen al
nombre luteoma. Segun la clasificacién de los tumores ovaricos presentada en
la Tabla 1, el modelo experimental pertenece al grupo de tumores de la

granulosa-teca entre los derivados de los cordones sexuales y el estroma.
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Capitulo |I.

Desarrollo del luteoma experimental

durante un ano



I.1. Introduccion y objetivos

Empleando los luteomas como modelo experimental, se decidi6 investigar en
primera instancia el desarrollo de estos tumores de ovario por periodos
prolongados de tiempo: un ario.

Los objetivos de este capitulo consistieron en:

a) determinar la incidencia de su presencia en la sobrevida de los animales
portadores y la posibilidad de que presenten transformaciones malignas o
propagacion metastasica.

b) estudiar el crecimiento del tejido luego de un arfo de desarrollo, realizando
también la caracterizacién histologica de los tumores.

c) evaluar los patrones endocrinos de estos animales, durante el periodo

estudiado, y los mecanismos de regulacion de la secrecion hormonal.
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I.2. Materiales y Métodos

1.2.1. Animales

Para los experimentos que abarca este capitulo se emplearon 20 ratas
portadoras de luteoma y 14 ratas sham.

Luego de un arfio de desarrollo se evalu6 el porcentaje de mortalidad y de los
animales sobrevivientes, el peso y los extendidos vaginales. Se sacrificaron los
animales y se investigd la posible presencia de focos metastasicos mediante

estudios anatomo-patologicos.

1.2.2. Volumen tumoral

Se extrajeron los luteomas de un afo de desarrollo, determinandose el
volumen tumoral alcanzado. Los tumores fueron medidos, con un calibre, en
sus dos dimensiones mayores. El volumen de cada uno fue calculado
empleando la formula: V = 4/3n x Rj2x Ry, siendo R; y R; los radios menor y
mayor del tumor, respectivamente, considerando al tumor con forma elipsoidal

(DeSombre y Arbogast 1974).

[.2.3. Estudios histolégicos

Tincién con hematoxilina - eosina

Una vez extraidos los luteomas, se guardaron inmediatamente en formol 10%,
para su posterior inclusion en parafina. Se realizaron luego estudios
histologicos sobre dichos tumores. Las muestras de tumores conservadas en
parafina fueron cortadas y posteriormente desparafinadas con alcoholes
descendientes (15 minutos en xilol y pasajes por los demas alcoholes). Luego
se realizdo un lavado en H»O desionizada. Posteriormente se realizdo la
coloracion con hematoxilina durante 10 minutos y los cortes se hicieron virar

en agua corriente hasta que tomaron la coloracién azul-violacea. Luego se tinoé
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el citoplasma con eosina en solucién acuosa al 0.5%. Se procedi6 a lavar
rapidamente con H2O corriente, deshidratar con alcoholes ascendentes y
aclarar con xilol. Los cortes se montaron y observaron en un microscopio
optico, y se tomaron microfotografias de algunos cortes representativos. Se

observan los nucleos azules (hematoxilina) y los citoplasmas rosados (eosina).

[.2.4. Obtencion de las muestras sanguineas

Se tomaron muestras de sangre yugular regularmente, una por mes, en horas
de la manana (9.00-11.00hs), durante un afno, bajo leve anestesia con éter. La
primer muestra fue tomada el dia del injerto, previo a la operacién y
corresponde al valor inicial (tiempo 0). Las sangres se dejaron a temperatura
ambiente para la formacién del coagulo, y se separaron los sueros por
centrifugaciéon a 1000 rpm durante 10 min. Los sueros se guardaron a -20°C
para la determinacién de los niveles de LH, FSH, PRL, progesterona y estradiol
mediante radioinmunoanalisis, e inhibina mediante enzimoinmunoanalisis,

una vez recolectadas todas las muestras del experimento.

[.2.5. Radioinmunoanalisis de hormonas esteroideas

En general, los RIA se realizaron segan Libertun (1980).

1.2.5.1 Progesterona

Preparacion de la muestra: 100 ul de suero fueron extraidos dos veces con 1ml

de hexano. El extracto se evaporé en un bario a 50°C con aire y se disolvio,
posteriormente, en 1.25 ml de buffer fosfato 0.075 M, pH 7.5, conteniendo
0.5% (P/V) de gelatina (buffer fosfato gelatina). Las muestras permanecieron
luego 24 horas a 4°C para la disolucién de la progesterona en el buffer. Para el

RIA se tomaron 2 alicuotas de 500 ul, de cada extracto.
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Estandares: se prepararon a partir de una solucién de progesterona de
1 pg/ml (Sigma) en etanol, en un rango de 25 a 6400 pg por tubo en 500 ul de
buffer fosfato gelatina.

Antisuero: a los tubos conteniendo la curva y las muestras, se agregaron
200 pl de antiprogesterona (Niswender GDN 337), disuelta en buffer fosfato
gelatina en una dilucion de 1:2400.

Hormona radioactiva: la progesterona tritiada (New England Nuclear) de una

actividad especifica de aproximadamente 100 Ci/mmol y una pureza
radioquimica del 99%, se agregé disuelta en buffer fosfato gelatina
(aproximadamente 10.000 cpm/100 pl), a todos los tubos del ensayo.

Las muestras y la curva, con el trazador y el anticuerpo, se incubaron 24

horas a 4°C.

Separacion de la hormona libre del complejo hormona-anticuerpo: la

separacion se logro por el agregado de una suspension de Carbon (0.5%)-
Dextrano (0.05%) en buffer fosfato, recientemente preparada. Esta suspension
absorbe la hormona libre. Se agregaron 200 pul, se agité con vortex y se incubo
10 minutos a 4°C. Luego se centrifugé 10 minutos a 3000 rpm. Finalmente, se
tomaron 700 ul del sobrenadante (conteniendo el complejo hormona-
anticuerpo) y se les agregd6 3 ml de tolueno omnifluor (4 g/1000 ml de
tolueno). Se leyeron los viales en un contador de centelleo liquido. En todos los
RIA los resultados fueron analizados con el programa RIAIAEA. La sensibilidad
del ensayo fue de 1.25 pg/ml, y los coeficientes de variacion intra e inter

ensayo fueron de 7.5% y 11.9%, respectivamente.

[.2.5.2 Estradiol

Preparacion de la muestra: 400 ul de suero fueron extraidos dos veces con

2 ml de éter. El extracto se evapor6 en un baro a S0°C y se disolvié en 0.75 ml
de buffer fosfato 0.04 M, pH 7.0, conteniendo 0.1% (P/V) de gelatina (buffer
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fosfato gelatina-E;). Las muestras permanecieron luego 24 horas a 4°C para la
disolucién del estradiol en el buffer. Para el RIA se tomaron 2 alicuotas de
300 ul de cada extracto.

Estandares: se prepararon a partir de una soluciéon madre de estradiol (Sigma)
de 7.5 pg/ml en etanol, en un rango de 1.7 a 900 pg por tubo en 300 pul de
buffer fosfato gelatina-E,.

Antisuero: a los tubos conteniendo la curva y las muestras, se agregaron
100 pl de antiestradiol (Niswender) disuelta en buffer fosfato gelatina-E, en
una dilucién de 1:50.000.

Hormona radioactiva: todos los tubos del ensayo recibieron el estradiol tritiado

(NEN), de una actividad especifica de aproximadamente 100 Ci/mmol y una
pureza radioquimica del 99%, disuelto en buffer fosfato gelatina-E;
(aproximadamente 10.000 cpm/100 pl).

Las muestras y la curva, con el trazador y el anticuerpo se incubaron 24 horas
a 4°C.

Separacion de la hormona libre del complejo hormona-anticuerpo: la

separacion se logré siguiendo la misma técnica que para progesterona.
Finalmente, se tomaron 500 upl del sobrenadante (conteniendo el complejo
hormona-anticuerpo) y se les agregé 3ml de tolueno omnifluor (4 g/1000 ml de
tolueno). Se leyeron los viales en un contador de centelleo liquido y se
analizaron los resultados.

La sensibilidad del ensayo fue de 3.5 pg/ml, y los coeficientes de variacion

intra e inter ensayo fueron de 9.3% y 11.4%, respectivamente.

[.2.6. Radioinmunoanalisis de hormonas proteicas

Se utilizéo el radioinmunoanalisis por doble anticuerpo (Libertun 1980). Las
muestras fueron evaluadas por duplicado en alicuotas que oscilaban entre 20
y 100 ul de suero de rata. A continuacién se detalla el protocolo para
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prolactina, siendo éste esencialmente el mismo para las otras hormonas

proteicas.

[.2.6.1 Prolactina

Se cuantificé usando el kit de reactivos provistos por el NIDDK.

Marcacién: Se utilizd 5 pg de prolactina de rata purificada (NIDDK rPRL-I-6),

con una actividad biologica de 30 Ul/mg por el analisis de Nicoll del buche de
paloma, y contaminacién con somatotrofina y tirotrofina menor al 0.3%. La
hormona liofilizada fue disuelta en solucion de CO;HNa 0.01 M a una
concentracion final de 200 pg/ml. La marcacion se efectué en tubos de vidrio,
bajo campana. Se uso 125 (NEN), libre de portador y apto para marcar
proteinas. Las soluciones empleadas fueron: buffer fosfato 0.5 M pH 7.5;
buffer fosfato 0.05 M pH 7.5; buffer fosfosalino compuesto por buffer fosfato
0.01 M, NaCl 0.15 M y azida sodica 0.01% pH final 7.4; solucion de
transferencia: 100 mg de IK, 0.8 g de sacarosa, 10 ml de H2O csp; solucion de
cloramina-T: 150 mg/80 ml de buffer fosfato 0.05 M preparada
inmediatamente antes de su uso; solucibn de metabisulfito de sodio:
45 mg/10 ml de buffer fosfato 0.05 M.

La columna de cromatografia usada para la separacién de la hormona
marcada del %I libre fue de Biogel P60, 100-200 mesh, en buffer fosfato
0.05 M. Los sitios activos de dicha columna fueron saturados previamente
mediante el pasaje de 1ml de buffer fosfosalino con EDTA 0.05 M y 2% de

BSA.

Procedimiento de marcacion: a la hormona disuelta en la solucién de CO3HNa

se le anadieron 35 pl de buffer fosfato 0.5 M y luego 1 mCi de '%°I. La oxidacién
se efectué con 25 ul de la solucion de cloramina-T, bajo agitacion suave
durante 60 segundos. La reaccion fue detenida con SO ul de metabisulfito de
sodio. Luego se agregaron 100 ul de la solucién de transferencia (que testea si
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hubo un exceso de agente oxidante), y el contenido del tubo de marcacion fue
pasado por la columna de separacion. El buffer de corrida fue el buffer fosfato
0.05 M. Se recogieron aproximadamente S00 pl de eluido por tubo, y se
leyeron 10 pl de cada uno en un contador gamma. Con las columnas
empleadas se obtuvo una buena separacion de los picos de hormona marcada
y de '®I que no fue incorporado. Los mejores tubos de la marcacién se
reunieron en uno y se congelaron en alicuotas para su posterior uso en RIA.

Radioinmunoanalisis: El primer antisuero contra PRL de rata fue NIDDK-anti-

rPRL-S-9 obtenido al inmunizar conejos con PRL de rata altamente purificada
semejante a la NIDDK-rPRL-I-6. Se diluyé en buffer fosfosalino, EDTA 0.05 M
con 2% de suero de conejo normal, pH 7.4, a la concentracion previamente
establecida como optima de trabajo (entre 1:1500 y 1:2500). El standard de
referencia fue PRL de rata NIDDK-rPRL-RP-3, con una actividad biolégica de
30 Ul/mg. Los patrones (0.0396 a 10 ng por tubo) se prepararon en buffer
fosfosalino con 1% de albumina de huevo (buffer EA). La separaciéon se logré
por segundo anticuerpo, usando antisuero de oveja contra globulina de conejo,
en diluciones de trabajo establecidas previamente.

El protocolo de rutina fue el siguiente: se agregaron el primer anticuerpo y la
hormona trazadora (aproximadamente 15.000 cpm) a las alicuotas
experimentales preparadas en buffer EA; luego de una incubacién de 24 horas
a 4oC se agregoé el segundo anticuerpo; y luego de 24 horas se separ6 la
hormona libre de la complejada, por centrifugacion a 2400 rpm, durante 30
minutos. El sobrenadante fue aspirado y se leyo la radioactividad en el
precipitado, correspondiente al complejo hormona-anticuerpo, en un contador
gamma.

Todos los RIA fueron elaborados de manera muy similar, por lo que se

describira en los proximos, sélo aquellos puntos que difieran.
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[.2.6.2 Hormona Luteinizante

Se utilizo el método heterdlogo desarrollado por Niswender y col. (1968). La
hormona trazadora fue en este caso NIDDK-rLH-I-9 purificada, aislada de
glandulas hipofisarias ovinas por Reichert y col. (LER 1056). Como primer
antisuero se utilizé6 el obtenido por NIDDK-Anti-Rat-LH-RIA-11. La dilucién
inicial fue de 1:196.000. Como preparacion de referencia se utilizé6 la LH
purificada de hipéfisis de rata (NIDDK-Rat-LH-RP3), con un minimo de
contaminante de FSH y TSH. La curva patron se extiende de 0.015 a 8 ng por
tubo. La sensibilidad del ensayo fue de 0.6 ng/ml, y los coeficientes de

variacion intra e inter ensayo fueron de 7.2% y 11.4%, respectivamente.

1.2.6.3 Hormona Foliculo Estimulante

La hormona trazadora fue NIDDK-Rat-FSH-I-8. El primer antisuero fue
obtenido en conejos contra FSH purificado de rata (NIDDK-Anti Rat FSH
Serum-11), y la dilucioén inicial fue 1:30.000. El estandar de referencia fue
FSH purificado de rata (NIDDK-Rat-FSH-RP2) con casi nula contaminacién de
LH y TSH. La curva patréon se extiende de 0.11 a 15 ng por tubo. La
sensibilidad del ensayo fue de 1.5 ng/ml, y los coeficientes de variacién intra e

inter ensayo fueron de 8.0% y 13.2%, respectivamente.

1.2.7. Medicién de inhibinas diméricas por enzimoinmunoanalisis

La determinacion de las inhibinas A y B en suero se realizd por el método de
enzimoinmunoanalisis de dos sitios (ELISA), empleando anticuerpos
monoclonales especificos para cada uno de los péptidos, como se describi6
previamente (Groome y O'Brien 1993). Brevemente, las muestras y los
estandar se trataron con SDS al 6%, se calentaron a 100°C por 3 min y se
trataron con una solucién de H,O; por 30 min a temperatura ambiente para

aumentar la afinidad del epitope por el anticuerpo. Se agregaron los
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anticuerpos acoplados a la fosfatasa alcalina como sistema de amplificacion.
Las absorbancias fueron determinadas en un lector de ELISA a 490 nm. Como
estandares se utilizaron inhibinas A y B recombinantes humanas. Activina A,
B y folistatina presentan una reaccién cruzada <0.1% en ambos ensayos.
Inhibina A presenta una reaccion cruzada <0.5% en el ensayo de inhibina B, e

inhibina B cruza <0.1% en el ensayo de inhibina A (Groome y O'Brien 1993).

1.2.8. Analisis Estadisticos

En general, el analisis estadistico de los datos a lo largo de la tesis se realizo
segun Sokal y Rohlf (1995).

Los niveles de las hormonas séricas extraidas de sangre yugular o troncal, se
compararon por multiple andlisis de varianza para medidas repetidas
(MANOVA). Como test a posteriori se empled el test de Tuckey. El analisis
estadistico de los datos se realiz6 mediante el programa Statistica v5.0.

Para evaluar las diferencias entre porcentajes se utilizo el test de comparacion
de dos proporciones (Lison 1976).

Para evaluar las diferencias de volumen de los tumores desarrollados se utilizo
el test de Student para varianzas desiguales.

En todos los casos p<0.05 fue considerado significativo.
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1.3. Resultados

[.3.1. Caracteristicas generales

Los animales sham y los portadores de tumores ovaricos intraesplénicos
mostraron indices de mortalidad semejantes, al afio de haberse efectuado los
injertos. Tampoco se encontraron diferencias entre estos grupos, ni en el peso
corporal, ni en los extendidos vaginales realizados el dia del sacrificio (éstos
eran mayormente anestros) (Tabla I.1).

Tabla 1.1. Tasa de mortalidad, peso corporal y frotis vaginales luego de 12
meses, en ratas portadoras de luteoma y animales sham.

Animales Tasa de mortalidad Peso corporal (g) Frotis vaginales
. (v)
Luteoma  20% (4/20) 373.8:13.8  poesuos 7.5 ?2}112)/ 16)

Sham 14.3% (2/14) 414.2+12.2 Anestros: 100% (12/12)

En la autopsia se investigo la presencia de alteraciones inducidas por el tumor
0 propagacion metastasica. Se inspeccionaron los pulmones, el higado y los
nodulos linfaticos para verificar la presencia de propagacién y/o infecciones.
La incidencia de enfermedades infecciosas fue similar en ambos grupo y
estaria, por lo tanto, relacionada con la edad de los animales. No se
observaron masas tumorales con caracteristicas del luteoma fuera del tumor

original, sugiriendo la ausencia de propagacion metastasica.

1.3.2. Desarrollo tumoral

En los animales sham sélo se observé una cicatriz en el sitio de insercién del
trozo de musculo en el bazo. Todos los animales (100%) a los que se les injertd
un ovario en el bazo desarrollaron un tumor, aun los que fallecieron antes de

concluir el experimento al afio. Luego de un afo de desarrollo, los volumenes
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de los tumores variaron en un rango de 56 a 3489 mms3. Se clasificaron los
tumores de acuerdo a los niveles de gonadotrofinas observados durante el
desarrollo tumoral. Esto dio origen a dos grupos: la mayoria de los animales
(81.3%) tenian niveles muy altos de gonadotrofinas y desarrollaron tumores
grandes (volumen >400mm3); una minoria de los animales portadores de
tumor (18.7%) mostraban niveles de gonadotrofinas muy bajos y desarrollaban
tumores pequenos (volumen <400mma3), (Tabla 1.2). El volumen de los tumores
con gonadotrofinas altas fue significativamente mayor (p<0.02) que el de los
animales con LH y FSH bajas.

Tabla 1.2. Caracteristicas de tumores experimentales ovaricos luego de 12
meses de desarrollo.

Presencia de Porcentaje de

Tumores Volumen Tumoral (mma3) distes predominancia de
9 células luteas
Grandes:
Altas gonadotrofinas 1391.6 £ 318.1 (13/16) 31% (4/13) 77% (10/13)
Pequerios: 235.9  78.5 (3/16) 67% (2/3) 100% (3/3)

Bajas gonadotrofinas

Se observo la formacién de quistes en ambos tipos de tumores (Tabla 1.2). La

presencia de quistes no modificé los perfiles hormonales.

1.3.3. Caracteristicas histologicas

Segun la clasificacion histologica de tumores de ovario, los luteomas obtenidos
al sacrificar los animales luego de un ano indicaron que pertenecen a los
tumores del estroma y cordones sexuales, en particular de células de la
granulosa y células luteas.

Segun la predominancia de un tipo celular u otro, los tumores se clasificaron

en: tumores de células de granulosa y tumores de células luteas (Tabla 1.2). Se
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observdo una mayor incidencia de tumores con predominancia de células
Iateas (p< 0.05).

Tumores con predominancia de células luteas: 81.25% de los casos. Los

tumores eran benignos, con pocas mitosis y no se hallaron anomalias
nucleares. Estos tumores contenian gran numero de cuerpos luteos, algunos
foliculos y practicamente no se encontro6 tejido intersticial glandular (ver Fig.
6). Aunque se observo desarrollo folicular, la mayoria de éstos eran

anovulatorios y su teca se encontraba luteinizada. En algunos casos se

Figura I.1. Microfotografias obtenidas por microscopia optica de cortes de tumores

de 12 meses de evolucion.

A: Quiste con un gran cuerpo luteo situado proximo a tejido indiferenciado (50X).

B: Quiste a mayor aumento. Notese los distintos tipos celulares. Se puede

observar €l bazo en el que se injerto el ovario original.

C: Tumor de células luteas. Abundancia de células con citoplasma basofilo,
nucleos esféricos y nucleolos prominentes (400X).

D: Tumor de células de granulosa. Las células tienen escaso citoplasma acidéfilo
de apariencia indiferenciada (400X).
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observaron estructuras quisticas (Fig. I.1.A y B). Las células luteas poseian
citoplasmas basoéfilos y nucleos esféricos con nucléolos prominentes (Fig.
I.1.C).

Tumores con predominancia de células de la granulosa: 18.75% de los casos.

Se observaron células con citoplasma escaso y acidofilo. Las células tenian
apariencia indiferenciada y las mitosis eran mas abundantes (Fig. I.1.D).

Al intentar relacionar los tumores clasificados segin la predominancia del tipo
celular, con los niveles hormonales, se verificé que el tipo celular de los

tumores no condicioné los perfiles hormonales observados en los animales.

1.3.4. Perfiles hormonales de los animales portadores de tumor y
sham.

Para todo el analisis de los perfiles hormonales de las ratas portadoras de
tumor se utilizo la clasificacion que agrupaba a los animales segun los niveles
de gonadotrofinas y que los dividia en dos grupos: animales con
gonadotrofinas altas (tumores Grandes) y animales con gonadotrofinas bajas
(tumores Pequerios) (ver 1.3.2 Desarrollo tumoral). Ambos grupos se

compararon con el grupo con operacion ficticia (Sham).

1.3.4.1 Gonadotrofinas

Se observaron diferencias significativas en las gonadotrofinas séricas entre los
distintos grupos. Los animales Sham presentaron la tipica hipergonado-
trofinemia de la rata ovariectomizada (Fig. 1.2). La LH se encontraba
significativamente elevada ya en el primer mes y permanecié elevada hasta el
fin del experimento. En el grupo de tumores Grandes los niveles de LH
aumentaban desde el mes 1 y fueron similares a los del grupo Sham hasta el
mes 7. A partir del mes 8 los niveles de LH cayeron hasta no diferenciarse de

los niveles iniciales, y siendo significativamente menores que en los animales
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Sham. En el grupo de tumores Pequerios, la LH permanecié en niveles basales

durante todo el experimento.

LH (ng/ml)
O

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Tiempo (meses)

Figura 1.2. Niveles de LH (ng/ml suero) en animales portadores de
tumor: grupo Pequerio (A), grupo Grande (M) y animales Sham (O)
durante 12 meses. Multiple analisis de la varianza indica
interaccion p<0.01. Para ésta y las siguientes figuras:
*: p<0.05 o menor comparado con niveles iniciales (mes 0) en cada
grupo. a: significativamente diferente de tumor Grande en cada
tiempo, p<0.05S o menor. b: significativamente distinto de Sham en
cada tiempo, p<0.05 o menor.

Con respecto a FSH (Fig. 1.3), en los Sham se elevo significativamente a partir
del mes 2 y permanecio elevada hasta el fin del experimento. La elevacion en el
mes 1 no fue estadisticamente significativa con respecto al valor basal del
mismo grupo; sin embargo, fue significativamente mayor que el encontrado en
los animales portadores de tumor, ya sean Grandes o Pequerios. En el grupo
de tumores Grandes, la FSH se encontro elevada en los meses 3 a 5, luego
disminuy6 significativamente en el mes 6 y permanecio baja hasta finalizar el
experimento, siendo en esta ultima etapa significativamente menor que los
niveles encontrados en los animales Sham. En los animales con tumores
Pequerios, la FSH no mostr6 mayores variaciones a lo largo del ano y sus
valores fueron mas bajos que los hallados en el grupo Sham; aunque, dado el
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bajo numero de casos, propio de este grupo, solo en algunos meses esta

diferencia fue significativa.

50 - _ "
45 -
40 -
35 -
30 -

0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Tiempo (meses)

Figura 1.3. Niveles de FSH (ng/ml suero) en animales portadores
de tumor: grupo Pequerio (A), grupo Grande (M) y animales Sham
(O) durante 12 meses. Multiple analisis de varianza indica
interaccion p<0.01.

1.3.4.2 Prolactina

Los niveles séricos de prolactina no presentaron mayores variaciones en los
animales Sham y en los portadores de tumores Grandes (Fig. 1.4). Por el
contrario, en los animales con tumores Pequerios se observd un aumento en
los meses 4° y 5° y desde el 7° al 9°, significativamente mayores que los

observados en los animales Sham y en los portadores de tumores Grandes.

1.3.4.3 Hormonas esteroideas

No se observaron variaciones en los niveles de estradiol, en ninguno de los tres
grupos, a lo largo del experimento (Fig. 1.5).

La progesterona tampoco vario durante el afno de evaluacion en el grupo con
tumores Grandes (Fig. 1.6). Por el contrario, aumento significativamente el mes

4 en el grupo Sham, y el mes 6 en el grupo portador de tumores Pequerios.
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Figura I.4. Niveles de PRL (ng/ml suero) en animales portadores
de tumor: grupo Pequernio (A), grupo Grande (M) y animales Sham
(O) durante 12 meses. Multiple analisis de varianza indica

interaccion p<0.01.

Estos aumentos fueron significativos con respecto a los niveles basales de
cada grupo y también con respecto a los niveles del grupo con tumores

Grandes en los respectivos meses.
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Figura I.5. Niveles de Estradiol (pg/ml suero) en animales

portadores de tumor: grupo Pequerio (A), grupo Grande (W) y
animales Sham (O) durante 12 meses. Multiple analisis de

varianza no indica interaccion.
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Figura 1.6. Niveles de Progesterona (ng/ml suero) en animales
portadores de tumor: grupo Pequerio (A), grupo Grande (W) y
animales Sham (O) durante 12 meses. Multiple analisis de
varianza indica interaccion p<0.01.

1.3.4.4 Inhibinas

Dado que en el grupo tumor Grande los niveles de FSH aumentaron recién al
tercer mes de desarrollo (ver 1.3.4.1 Gonadotrofinas), nos interes6 determinar
los niveles séricos de inhibina al mes, comparativamente con los valores en los
animales en estro (dia del implante ovarico). Para ello se operé un nuevo lote, y
se utilizaron sélo aquellos animales que al mes de desarrollo presentaron altos
niveles de LH, correspondiendo al grupo tumor Grande. Ambas inhibinas, A y
B, aumentaron marcadamente luego de un mes de desarrollo tumoral con
respecto a los valores iniciales del estro (Fig. 1.7), justificando la ausencia de

aumento de FSH observada en el grupo tumor Grande en este periodo.

69




1500

1000 -

500

Inhibina (pg/ml)

0 1 0 1
Inhibina A Inhibina B
Tiempo (meses)

Figura 1.7. Niveles séricos de inhibina A e inhibina B (pg/ml) en
animales portadores de injerto ovarico. * p<0.01 vs mes O para
cada inhibina.
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I.4. Discusion

Evaluamos el crecimiento tumoral, la posibilidad de transformacién maligna o
propagacion metastasica y los patrones de secrecién hormonal a lo largo de 12
meses.

Luego de un ano del injerto, las ratas portadoras de tumor no mostraron
alteraciones en su apariencia externa. No hubieron diferencias en las tasas de
mortalidad, peso corporal o en la incidencia de enfermedades infecciosas entre
los animales portadores de tumor y las ratas sham. Las autopsias revelaron la
ausencia de propagacion metastasica, dado que no se observaron otras masas
tumorales aparte del luteoma original, en otras zonas examinadas del cuerpo
como higado, pulmones, cadenas linfaticas. Todos los animales Sham
presentaban extendidos vaginales que correspondieron con anestros, como era
de esperar en animales castrados; 87.8% de las ratas portadoras de luteoma
tenian también, extendidos en anestro. El resto de los animales (2)
presentaron extendido vaginal en estro, lo cual podria estar indicando que
hubo un escape minimo de estradiol de la metabolizacion hepatica o la
formacion, en el sitio del transplante, de algiin vaso sanguineo alternativo que
escapa de la circulacién portal. Dichos animales pertenecian al grupo tumor
Grande (ver mas adelante) y no mostraron ninguna diferencia hormonal con
respecto al resto del grupo.

Los tumores crecieron significativamente a lo largo de los 12 meses, dado que
el volumen promedio alcanzado en dos meses de crecimiento del tumor
corresponde a 180 + 30 mm3 (ver Capitulo II), y luego de un aio alcanzaron un
volumen promedio de 1076 + 279 mm3 (incluyendo todos los tumores,
Pequerios y Grandes), ain bajo niveles decrecientes de gonadotrofinas. Esto

indicaria que luego de un cierto tiempo, estos luteomas se tornarian
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relativamente independientes de la estimulacion gonadotréfica para su
crecimiento o, al menos, su mantenimiento. El examen histologico de los
tumores no mostré signos de malignizacién, en acuerdo con otros laboratorios
(Jager y col. 1995; Biskind y Biskind 1949), y revel6é que en la mayoria de los
tumores estan presentes tanto células de granulosa como células hiteas, en
diferentes proporciones. Se realiz6 una clasificacion de los tumores segun el
tipo celular predominante en cada uno. Los mas frecuentes fueron los tumores
con predominancia de células hiteas (Tabla 1.2), aunque el tipo tumoral no
determiné el patrén hormonal del animal, segiin fuera descripto también por
Jager y col. (1995). Cuando se analizan los patrones hormonales de los
animales portadores de luteoma, se puede establecer una relacion evidente
entre los niveles de gonadotrofinas y el tamarno tumoral, dividiendo los
animales en dos grupos. 1) El grupo tumor Grande: en el cual las
gonadotrofinas alcanzan titulos muy elevados, incluyendo el 81.3% de los
casos. 2) El grupo tumor Pequerio: en el cual las gonadotrofinas no
presentaron incremento; dichos tumores son menos frecuentes, y comprenden
el 18.7% de los casos.

El grupo Pequerio tiene un entorno hormonal completamente diferente al del
grupo Grande. Aunque en el primero no se detecté incremento de las
gonadotrofinas, encontramos tumores positivos con un volumen promedio
(Tabla 1.2) similar al observado en tumores de dos meses de desarrollo (ver
Capitulo II). No esta claro si estos tumores no crecieron mas debido a la falta
de estimulacion gonadotroéfica, condicién inherente a estos animales, o si las
gonadotrofinas se encuentran inhibidas por algun factor producido por el
propio tumor. Este factor no seria probablemente el estradiol puesto que sus
niveles no fueron diferentes de los detectados en los otros grupos. Estos

animales, sin embargo, mostraron incrementos en progesterona y PRL. Ambas
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hormonas son capaces de inhibir las gonadotrofinas por distintos
mecanismos. En determinadas situaciones fisiologicas, altos niveles de PRL
inducen un incremento en el recambio de dopamina en el hipotalamo, lo cual
a su vez se vio que inhibe las gonadotrofinas (Lux y col. 1988; Lacau-Mengido
y col. 1993; McNeilly 1994). Elevados niveles de progesterona, por otro lado,
provocan incremento en los niveles de opioides enddgenos, como ocurre
durante la fase lutea de los ciclos estral o menstrual (Freeman 1994;
Hotchkiss y Knobil 1994), y esto ultimo también tiene efectos supresores de
gonadotrofinas. Mas aun, otros esteroides o péptidos producidos por el tumor,
y que no han sido determinados aqui, podrian estar involucrados en la
inhibicién gonadotréfica en los tumores Pequerios. No tenemos evidencias que
nos indiquen si el incremento de progesterona en estos animales se origina en
el tumor y sobrepasa la capacidad metabdlica hepatica, o si es secretada por
algun otro tejido, como las adrenales (Leavitt y col. 1971; Eldar-Geva y col.
1998). Con respecto al control del crecimiento tumoral se ha observado que
incrementos en progesterona inducen secrecion de PRL como ocurre durante
la pseudoprenez (Deis y Alonso 1985; Freeman 1994) o en la lactancia (Van
der Schoot y col. 1978). La PRL tiene un claro efecto luteotréfico en la rata en
general (Smith y col. 1975; Freeman 1994) y en estos tumores en particular
(Lux y col. 1984), pudiendo ser el factor que mantiene el crecimiento del tumor
en ausencia de gonadotrofinas elevadas.

En el grupo tumor Grande se puede observar una disociacién entre la
secrecion de LH y FSH cuando se compara con el grupo Sham. En los
primeros estadios del desarrollo, LH aumenta significativamente desde el
primer mes al igual que ocurre en el grupo Sham. Sin embargo, FSH recién
presentd incrementos significativos a partir del tercer mes. En los animales

Sham las gonadotrofinas se mantienen elevadas hasta el fin del experimento,
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FSH cae significativamente en el sexto mes y subsiguientes, mientras LH sélo
cae luego del octavo mes y se mantiene baja hasta el final, en el grupo
Grandes. Estas diferencias en la secrecion de LH y FSH no pueden atribuirse
al estradiol dado que sus niveles fueron constantes y similares a aquellos
observados en los animales Sham, a lo largo del experimento. En nuestro
laboratorio y en otros (Uilenbroek y col. 1978; Lux y col. 1984; Lux-Lantos y
col. 1995) se ha propuesto que estos tumores podrian estar secretando
inhibina, un péptido de origen ovarico que inhibe selectivamente la secrecion
de FSH (Farnworth y col. 1988; Jakubowiak y col. 1990; Mayo 1994; Stillman
y col. 1983; Williams y Lipner 1982); y que podria estar involucrado en las
diferencias de gonadotrofinas observadas entre animales con tumor Grande y
animales Sham, y entre las propias gonadotrofinas dentro del grupo tumor
Grande. Inclusive la inhibina se ha propuesto también como un marcador de
tumores ovaricos (Lappohn y col. 1992), potenciando aun mas la posible
importancia del péptido en este tipo de tumores. Aqui mostramos que los
niveles de inhibina A y B, en animales portadores del tumor de un mes de
desarrollo, estaban notoriamente incrementados con respecto a los niveles
hallados en ratas en estro. Este resultado indicaria que un tejido altamente
luteinizado como éste, es capaz de secretar dichas hormonas, como también
fuera descripto en el cuerpo luteo humano (Groome y col. 1996; Roberts y col.
1993). El incremento de inhibinas observado en estos animales sugiere que
sus niveles podrian ser marcadores de desarrollo del tumor. Este aumento de
inhibinas fue observado a un tiempo en que ya se produjo el incremento de LH
(mes 1) por encima de los niveles del estro (mes 0) y FSH aun permanece baja,
indicando una relaciéon directa y especifica entre inhibina y FSH séricos en
este momento. A partir del patréon de secrecidon de FSH, esperariamos

encontrar entonces una posterior disminucién de inhibinas, que permitiera el
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aumento de FSH (meses 3 a 5); y se podria proponer la hipétesis de que exista
un segundo incremento en los niveles de inhibina, que tendria lugar alrededor
del sexto mes, induciendo la brusca caida de FSH. Estudios preliminares
indicaron que luego de 6 semanas de desarrollo tumoral se produce una
disminucion significativa de inhibina con respecto a los valores de la cuarta
semana, avalando nuestra hipétesis. Futuros estudios permitiran clarificar en
mayor detalle la relacién mes a mes entre inhibina y FSH. Se ha observado
también una disminuciéon en los niveles de LH (mes 8), en ausencia de
fluctuaciones de estradiol. La accién de la inhibina sobre la sintesis y
secrecion de LH no es tan clara como sobre FSH. Algunos estudios han
mostrado un efecto inhibitorio sobre los niveles basales de LH (Farnworth y
col. 1988; Jakubowiak y col. 1990) otros hallaron un efecto inhibitorio sélo
bajo la estimulacion de GnRH (Kotsuji y col. 1988), mientras que otros aun, no
encontraron efecto alguno (Stillman y col. 1983). En nuestro caso un posible
efecto sobre LH estaria de acuerdo con aquellos estudios en los cuales
muestran un efecto de inhibina bajo la estimulaciéon con GnRH, puesto que en
los animales injertados, al igual que en los animales castrados, el GnRH esta
constantemente estimulado. Esta hipotesis sera también motivo de futuros
estudios.

Concluimos que estos tumores ovaricos experimentales no afectan el estado
general de los animales, ni sufren transformaciones malignas o inducen
metastasis. Los tumores crecieron significativamente durante los 12 meses,
puesto que su volumen promedio fue aproximadamente seis veces mayor que
los tumores de dos meses de desarrollo. Se encuentran dos tipos histolégicos
(tumores con células de granulosa o células liteas), los cuales no son
distinguibles entre si por sus patrones hormonales. De hecho, los patrones

hormonales se correlacionan con el tamano tumoral. Los luteomas chicos
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tienen bajos niveles de gonadotrofinas, y prolactina y progesterona
fluctuantes; mientras que en los luteomas grandes las gonadotrofinas se
incrementan a niveles de castracién, y PRL y progesterona no presentan
variaciones. El retraso en el incremento inicial de los niveles de FSH, y la
brusca disminucién observada a partir del mes 6 y subsiguientes, en los
tumores grandes, sugiere un papel importante de la inhibina en esta
regulacién, avalada por la correlacion entre inhibina y FSH séricas encontrada
en las ratas portadoras de tumores de un mes. Estudios futuros permitiran
establecer el patrén preciso de sintesis y secreciéon de inhibina, y determinar
su participacion en el control del desarrollo de estos luteomas y de la

secrecion de gonadotrofinas.
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1)

2)

3)

4)

S)

6)

7)

Conclusiones

En los animales portadores de tumor la mortalidad no esta

comprometida.
No se observa propagacion metastasica al cabo de un ano.

Los tumores crecen a lo largo de su evolucién, ya que el volumen
alcanzado en un ano es 20 veces mayor que el del ovario
inicialmente injertado, aun en presencia de gonadotrofinas

decrecientes.

El examen histolégico mostré ausencia de malignizacion y diferencid
a los luteomas en dos grupos:

e Tumores con predominancia de células Iuteas.

e Tumores con predominancia de células de granulosa.

Esta diferencia no determina patrones hormonales distintos.

Teniendo en cuenta la presencia o ausencia de incremento de

gonadotrofinas postimplante, los tumores se dividieron en dos
grupos:

e Animales con gonadotrofinas en niveles postcastracion (81%

de los casos), desarrollaron tumores grandes.

e Animales que no presentaron aumento de gonadotrofinas

(19%), desarrollaron tumores pequenos.

En los tumores pequerios, el crecimiento podria depender de los

niveles aumentados de progesterona y prolactina.

En los tumores grandes se observa una diferencia significativa en
los niveles de FSH respecto de los animales sham. Esta inhibicién
especifica se deberia a la secreciéon de inhibina por parte del tumor.

La inhibina ha sido postulada como marcador tumoral en el caso de

tumores de ovario.
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Capitulo Il.

Control del crecimiento del luteoma.

Efecto de la buserelina



II.1. Introduccion y objetivos

La ovariectomia simple, como en animales sham, es seguida por un
incremento en los niveles plasmaticos de FSH y LH, y del contenido hipofisario
de sus respectivos mRNAs. En la rata, el contenido hipofisario de mRNA de
FSHp comienza a aumentar inmediatamente luego de la OVX, alcanzando los
niveles del plateau (4 a 10 veces los valores basales) en 4 dias. El incremento
en el contenido de mRNA de LHP es menor, alcanzando los valores del plateau
luego de 30 dias postcastracion (10 a 20 veces los valores basales). Cuando un
animal castrado recibe una larga exposicién al estradiol en dosis suficiente,
ocurre una caida en los niveles plasmaticos y contenido hipofisario de FSH y
LH, y en los mRNAs hipofisarios correspondientes, en concordancia con la
retroalimentacion negativa ejercida por el estradiol, sobre hipotdlamo e
hipdéfisis (Rotten 1993).

En el capitulo anterior se demostré que durante el desarrollo tumoral, la
mayoria de los luteomas experimentales cursan con gonadotrofinas elevadas,
por un periodo de tiempo prolongado, demostrando la inactivacién hepatica de
los esteroides secretados por el tumor y por ende, la pérdida de la
retroalimentacion negativa. Anteriormente se observé que la hipofisectomia
favorece la involucion de tumores ovaricos intraesplénicos (Fels y Foglia 1960),
sugiriendo una dependencia de las gonadotrofinas para su crecimiento y
desarrollo.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, en este capitulo se implement6é una
estrategia sensilla, poco invasora y no téxica para intentar suprimir o inhibir
el desarrollo tumoral, ademas de precisar la dependencia de los luteomas de
las gonadotrofinas, tanto para su crecimiento y desarrollo inicial, como para

su mantenimiento posterior. Para ello se decidi6 administrar un analogo de

79



GnRH. El tratamiento crénico con GnRH, provoca un primer efecto
estimulatorio, aunque transitorio, y luego induce la desensibilizacién de los
receptores de GnRH hipofisarios, provocando una marcada y constante
disminucién de las gonadotrofinas circulantes. El GnRH sufre una rapida
degradacion en rifién, higado y suero, siendo esta la principal razén para el
uso de analogos agonistas de GnRH, quienes muestran mayor resistencia a la
degradacion enzimatica (Koch y col. 1977). Por consiguiente, empleamos en
nuestros estudios un agonista de GnRH de larga duracién: [D-Ser(-tBu)é-des-
Gly-NH;!9]-GnRH-N-etilamida (Buserelina, Hoechst, Buenos Aires).

Se evalu6é el efecto del tratamiento prolongado con buserelina, en dos
situaciones experimentales:

a) En un primer grupo de experimentos (MODELO 1), se inici6 el tratamiento
simultaneamente con el injerto ovarico en el bazo, para determinar la
posibilidad de desarrollo del luteoma en presencia del analogo de GnRH.

b) En otro grupo de experimentos (MODELO 2), el inicio del tratamiento se
realiz6 en animales portadores del injerto de un mes de desarrollo. Este
modelo permitié evaluar la capacidad del analogo de inhibir el crecimiento de

un tumor ya instalado.
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I1.2. Materiales y Métodos

I1.2.1. Animales

Se emplearon ratas portadoras del luteoma y ratas sham. Ambos lotes fueron
subdivididos inicialmente en dos grupos, MODELO 1 y MODELO 2.

I.2.2. Modelo 1: Tratamientos farmacologicos iniciados el dia del
injerto ovarico

El dia de la operaciéon los animales con el implante ovarico fueron divididos en
tres grupos. a) Un grupo recibié inyecciones semanales de solucion salina y
fue empleado como control (SAL). b) Otro grupo recibié un pellet subcutaneo
de Buserelin Implant de larga duracién (GnRH-a), analogo sintético del GnRH
(donado por Hoechst Buenos Aires, 0.33 mg/rata). c) Al tercer grupo se le
administré valerianato de estradiol (Schering Buenos Aires, 50 ug/rata sc.), en
total tres inyecciones con intervalo de una semana (E;-VAL). Finalmente, un
grupo control fue sometido a operacion ficticia (SHAM).

Se tomaron muestras de sangre yugular de todos los animales, el dia de la
operacion (dia 1). El mismo dia se obtuvo también muestra de sangre portal
hepatica por laparatomia exploratoria. El dia 15 se obtuvieron muestras de
sangre yugular bajo ligera anestesia con éter. El dia 30 se tomaron muestras
de sangre portal por laparatomia bajo anestesia etérea; se sacrificaron los
animales por decapitacion y se recolecté sangre troncal. Los luteomas fueron

inspeccionados y medidos en sus dos didmetros mayores mediante un calibre.

[1.2.3. Modelo 2: Tratamientos farmacologicos iniciados al mes del
injerto ovarico

Los animales fueron operados como se describio, obteniéndose un grupo con
tumor y un grupo sham; ambos se dejaron recuperar un mes. En la mafhana

del dia 30 los animales fueron anestesiados con ketamina (100 mg/kg de peso
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corporal, ip). Se tomaron muestras de sangre yugular y portal y midio el
luteoma. Los animales con el implante fueron divididos en tres grupos, como
en el MODELO 1: a) un grupo control recibié inyecciones de solucion salina una
vez por semana (SAL); b) a otro grupo se le administré un pellet subcutaneo de
buserelina (0.33 mg/rata) (GnRH-a); y c) el ultimo grupo fue inyectado
semanalmente con valerianato de estradiol (50 ug/rata sc) (E;-VAL).

Nuevas muestras de sangre yugular se recolectaron bajo anestesia con éter,
los dias 40 y 50. Al finalizar el experimento el dia 60, bajo anestesia con éter,
se realiz6 una laparatomia exploratoria y se tom6é muestras de sangre portal.
Finalmente, los animales fueron decapitados, se recolect6 sangre troncal y los
Iuteomas se inspeccionaron y midieron.

En todos los casos se conservaron las muestras de suero (-20°C) para la
determinacioén de los niveles de LH, FSH, E; y P. Como se inyect6 valerianato
de estradiol en un grupo de animales, se lo ensayé en el RIA de estradiol, sin
encontrarse reaccién cruzada.

Mediante la férmula matematica empleada en el capitulo anterior, se
determiné el volumen de la masa tumoral a partir de las mediciones

realizadas.

II.2.4. Analisis Estadisticos

Los resultados estan expresados como la media + ES de niveles hormonales o
volumen tumoral. Las diferencias de los promedios de los distintos grupos en
un determinado dia fueron estudiadas por analisis de varianza seguido del test
de Duncan, p<0.05 fue considerado significativo. Cuando se analizaron
diferencias entre dos dias distintos dentro del mismo grupo se empleo el test
de Student para muestras apareadas.

Las diferencias en los porcentajes se analizaron por el test de comparacion de

dos proporciones (Lison 1976).
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I1.3. Resultados

I1.3.1. Modelo 1: Crecimiento de los luteomas y variaciones de los
niveles hormonales séricos en animales portadores de tumores con o
sin tratamiento

Se analizo el porcentaje de tumores positivos en los animales injertados.
Mientras que 20/20 (100%) de los animales injertados y tratados con salina
desarrollaron luteomas, so6lo se observo desarrollo tumoral en 6/14 (43%) de
los animales injertados y tratados con el analogo de GnRH y en 10/12 (83%)
de los injertados y tratados con estradiol. La inhibicion de desarrollo tumoral
inducida por GnRH fue altamente significativa (p<0.01) (Fig. II.1, panel
izquierdo). Cuando se analizo el volumen de los tumores desarrollados, se
observo una disminucion significativa del volumen medio en los animales que
habian sido tratados con GnRH 6 estradiol con respecto al grupo tratado con

salina (p<0.01) (Fig. II.1, panel derecho).

TUMORES POSITIVOS
VOLUMEN (mm?)
200

150 |
PORCENTAJE DE TUMORES POSITIVOS

SALINA GnRH-a ESTRADIOL oo

20/20 6/14 10/12 %0

100% 43%* 83% :
5 e N
SAL GnRH-a E2-VAL

Figura II.1. MODELO 1: Porcentaje de tumores positivos (positivos/total)
(panel izquierdo) desarrollados en animales con injerto ovarico luego de un
mes de tratamiento con salina, GnRH-a o valerianato de estradiol.
*: significativamente distinto de animales tratados con salina y estradiol.
Volumen de tumores positivos (mm?3) al mes de tratamiento (panel derecho) en
los tres grupos anteriores. Los datos corresponden a la media + ES.
*: significativamente distinto de animales inyectados con salina. Para esta y
las siguientes figuras: SAL: tumor-salina, GnRH-a: tumor-analogo de GnRH,
E»-VAL: tumor-valerianato de estradiol, *: p<0.05 o menor.
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Los niveles de gonadotrofinas diferian significativamente entre los distintos
grupos a lo largo del experimento. En los animales con operacion ficticia se
observo la tipica hipergonadotrofinemia postcastracion. La LH también
aumento en los animales injertados tratados con salina, si bien los niveles de
esta hormona no alcanzaron los de los animales Sham (p<0.05). En las ratas
tratadas con GnRH se observd un pequeno aumento de LH pero
significativamente inferior al determinado en los animales Sham o tratados
con salina (p<0.05). En los animales inyectados con estradiol la LH
permanecié en niveles basales durante todo el experimento (Fig. II.2, panel

izquierdo).

LH YUGULAR (ng/ml) FSH YUGULAR (ng/ml)
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DIAS DIAS

SHAM [ ] SAL B GnRH-a M E2-VAL

Figura II.2. MODELO 1: Cambios en la concentracion de LH sérica (panel
izquierdo) en animales portadores de tumor tratados con salina, GnRH-a o
valerianato de E; y ratas Sham. Se realizd ANOVA de un factor para comparar
medias de los grupos para cada dia (p<0.05 o menor): Dia 1: sin diferencias
significativas. Dias 15 y 30: niveles de Sham significativamente distinto de
SAL, GnRH-a y E;-VAL. Niveles de SAL distintos de GnRH-a o Ez-VAL.
Cambios en los niveles de FSH séricos (panel derecho) en los mismos grupos.
Dia 1: Sin diferencias significativas (ANOVA). Dia 15: Valores Sham diferentes
significativamente de los tres grupos tumor. SAL diferente de GnRH-a o E:-
VAL. Dia 30: Sham significativamente distinto de los grupos tumor.

Con respecto a FSH, mientras que en los animales Sham, se observo aumento

a lo largo del experimento, en los animales tratados con salina se produjo un

84




incremento el dia 15 y luego una caida significativa el dia 30 (p<0.01). En los
animales tratados con GnRH o estradiol los niveles de FSH no sufrieron
variaciones (Fig. I1.2, panel derecho).

Con respecto a las hormonas esteroideas, no se observaron diferencias en los
niveles de estradiol de la circulacion sistémica en los distintos grupos. Sin
embargo en el suero portal hepatico los niveles de estradiol cayeron
significativamente entre los dias 1 y 30 en los animales tratados con el
analogo de GnRH y en los animales Sham (p<0.05) mientras que no hubo
variaciones en el estradiol portal del grupo de los tumores control (SAL), ni en

los animales tratados con E;-VAL, a estos tiempos (Fig. I1.3, panel izquierdo).

E, PORTAL (pg/ml) PROG PORTAL (ng/ml)
15
40 {
10 30 |
20 -
S5 .
10 ﬂ
0 0 \
1 30 1 30 1 30 1 30 1 30 1 30
DIAS DIAS

SHAM [ ] SAL B GnRH-a I E2-VAL

Figura II.3. MODELO 1: Niveles de estradiol en suero portal (panel izquierdo)
en animales portadores de tumor y Sham. Dia 1: sin diferencias significativas
(ANOVA). Dia 30: niveles de Sham y GnRH-a significativamente distintos de
SAL o E;-VAL. Niveles de progesterona en suero portal (panel derecho) en los
mismos grupos. Dia 1: Sin diferencias significativas (ANOVA). Dia 30: Niveles
de SAL significativamente distintos de Sham, GnRH-a o E2-VAL.

En la circulacion general no se observaron variaciones en la progesterona
sérica en ninguno de los grupos estudiados; en suero portal, la progesterona

disminuy6 significativamente en los animales Sham y en los tratados con el
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analogo de GnRH 6 estradiol (p<0.01). La progesterona no sufrié variaciones
en los animales injertados tratados con salina (Fig. I1.3, panel derecho).
II.3.2. Modelo 2: Crecimiento de los luteomas y variaciones de los

niveles hormonales séricos en animales portadores de tumor con o sin
tratamiento

En los animales en los que se dejo desarrollar el tumor durante un mes antes
de comenzar los tratamientos, se comprobo el dia 30, bajo laparatomia, un
desarrollo tumoral similar en los distintos grupos. En los animales controles
no se observaron diferencias en el volumen tumoral entre los dias 30 y 60,
mientras que tanto el tratamiento con el analogo de GnRH o con estradiol
indujo una significativa inhibicion del crecimiento tumoral (disminuciéon de

volumen en porcentaje de 52% y 39% respectivamente, p<0.02) (Fig. 11.4).

VOLUMEN TUMORAL (mm?)

200 -
[
150
100
50 -
0
30 60 30 60
DIAS

[IsAL M GnRH-a M E2-VAL

Figura II.4. MODELO 2: Volumen tumoral (mm? medido luego de 30 y 60 dias
de desarrollo en animales portadores de tumor tratados con salina, GnRH-a o
estradiol a partir del dia 30. Dia 30: Sin diferencias significativas (ANOVA).
Dia 60: SAL significativamente distinto de GnRH-a y E>-VAL.

En estos grupos de animales se observaron distintos perfiles hormonales. En
los animales Sham la LH aumento6 significativamente entre los dias 30 y 60.

Un incremento similar se cuantifico en los animales injertados tratados con
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salina, aunque los niveles iniciales eran significativamente inferiores a los
encontrados en los animales Sham (p<0.03). En los animales injertados y
tratados con el analogo de GnRH ¢ estradiol la LH sufri6 una inhibicién
significativa (p<0.01) (Fig. II.5, panel izquierdo). Resultados similares se
observaron con FSH. En los animales Sham FSH aument6 significativamente
durante este periodo (p<0.01). Los niveles de FSH, aunque elevados, fueron
significativamente menores en los animales control (SAL) que en los Sham
(p<0.01). En las ratas portadoras de tumor y tratadas con el analogo de GnRH
6 con estradiol, FSH cayo6 significativamente entre los dias 30 y 60 (p<0.05)

(Fig. I1.5, panel derecho).
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Figura II.5. MODELO 2: Cambios en los niveles de LH sérica (panel izquierdo)
en animales portadores de tumor tratados con salina, GnRH-a o valerianato
de estradiol y ratas Sham. Dias 30 y 40: niveles de Sham significativamente
distintos de los grupos tumor (ANOVA). Dias S50 y 60: niveles de Sham
significativamente distintos de los grupos tumor. Niveles de SAL distintos de
GnRH-a o E>-VAL.

Cambios en los niveles de FSH séricos (panel derecho) en los mismos grupos.
Dia 30: valores Sham significativamente diferentes de SAL y GnRH-a
(ANOVA). Dia 40: Sham significativamente distinto de los grupos portadores.
Dias 50 y 60: niveles de Sham significativamente distintos de los grupos
portadores. SAL diferente de GnRH-a o Ez-VAL.
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La secrecion de hormonas esteroideas también fue caracteristica de cada
grupo. En la circulacion portal los niveles de estradiol no variaron en los
animales Sham ni en los inyectados con salina 6 estradiol. Las ratas tratadas
con el analogo de GnRH mostraron una caida significativa en los niveles de
estradiol entre los dias 30 y 60 a este nivel (p<0.01) (Fig. I1.6, panel izquierdo).
Los niveles de progesterona portal disminuyeron significativamente en el

grupo tratado con el analogo (p<0.05) (Fig. I1.6, panel derecho).
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Figura I1.6. MODELO 2: Niveles de estradiol en suero portal (panel izquierdo)
en animales portadores de tumor y Sham. Dia 30: niveles de Sham
significativamente diferentes de GnRH-a o E2-VAL (ANOVA). Dia 60: niveles de
SAL significativamente distintos de Sham y GnRH-a. Niveles de progesterona
en suero portal (panel derecho) en los mismos grupos. Dia 30: niveles de
Sham significativamente diferentes de E2-VAL (ANOVA). Dia 60: Ez-VAL
significativamente distintos de Sham, SAL o GnRH-a.
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II.4. Discusién

Trabajos previos habian indicado que la hipofisectomia o el tratamiento
intensivo con estrégenos, eran capaces de producir la involucién del tumor
(Fels y Foglia 1960). En este capitulo se ampliaron y profundizaron los
mecanismos neuroendocrinos involucrados.

El tratamiento de estos tumores con estradiol inhibe su desarrollo o induce su
regresion si este ya se encontraba formado, debido al bloqueo ejercido sobre la
secrecion de LH y FSH. Por esta razon en nuestros estudios empleamos
valerianato de estradiol como control de regresion tumoral.

Estos experimentos muestran claramente que la administracion de un
agonista de GnRH de larga duracion o de valerianato de estradiol, inhiben el
desarrollo del luteoma cuando son administrados en forma simultianea al
injerto ovarico. Es interesante destacar que mientras ambos tratamientos
inhiben el volumen tumoral, sélo el GnRH-a inhibe significativamente el
porcentaje de tumores positivos. Esta diferencia podria deberse a una accién
directa sobre el tumor ejercida por el GnRH-a ademas de su accion a nivel
hipofisario. Ambos tratamientos reducen significativamente el volumen
tumoral cuando son administrados luego de 30 dias de desarrollo del luteoma.
Aunque la patogénesis y el tratamiento de tumores hormonalmente activos 6
de carcinomas de ovarios pueden ser diferentes, los resultados observados con
el GnRH-a en estos tumores experimentales estan de acuerdo con datos
provenientes de una gran variedad de tumores de ovario tratados con analogos
de GnRH. Como ejemplo podemos mencionar el tratamiento con agonistas de
GnRH de carcinomas ovaricos humanos heterotransplantados en raton, en los
cuales el crecimiento del tumor se redujo significativamente (Peterson y
Zimniski 1990; Mortel y col. 1986; Yano y col. 1994). El tratamiento con GnRH

también previene el crecimiento de otros tumores experimentales en animales
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(Kullander y col. 1987; Pour y col. 1988) y algunos resultados positivos fueron
observados en pacientes con carcinoma ovarico (Emons y col. 1990; Parmar y
col. 1988a; Parmar y col. 1988b; Bruckner y Motwani 1989).
Los niveles hormonales se vieron también afectados por la administraciéon de
GnRH-a o de valerianato de estradiol. Ambos tratamientos disminuyeron
efectivamente los niveles de LH y FSH o inhibieron su incremento cuando se
los compara con los animales portadores de tumor sin tratamiento, empleados
como control. La accion del analogo como supresor de la secrecion de
gonadotrofinas se encuentra ampliamente confirmada por estos resultados.
Los niveles de LH en los animales control portadores de luteoma, a pesar de
incrementar con el tiempo, son significativamente menores que aquellos
observados en los animales Sham en el Modelo 1. Esta diferencia podria estar
sugiriendo cierto escape de estradiol, u otra molécula, de la inactivacién
hepatica pudiendo de alguna manera inhibir la secrecién de LH. No se han
encontrado cambios significativas en los niveles de estradiol sistémico en este
grupo y el crecimiento tumoral no se vio afectado. Se puede postular también
que el tumor podria estar secretando algin otro factor que indujera dicho
efecto. Con respecto a FSH, se determiné un incremento inicial en los
animales portadores de tumor del Modelo 1 en el dia 15, disminuyendo
significativamente los niveles de esta hormona en el dia 30. Esta caida en los
niveles de FSH pone en evidencia la secrecion de inhibina por el luteoma que
suprimiendo especificamente la secrecion de FSH, coincidiendo con los
resultados presentados en el capitulo anterior. Trabajos anteriores han
propuesto la existencia de un péptido de esta naturaleza en estos luteomas
(Clark y Holder 1984). La inhibina ha sido postulada también como marcador
para determinados tumores ovaricos (Lappohn y col. 1992). Por lo tanto la

participacion de la inhibina en el desarrollo tumoral y los mecanismos que
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regulan su secrecién serian de gran importancia para un mayor conocimiento
de estos tumores endocrinamente activos.

En ambos modelos el tratamiento con el GnRH-a disminuy6 significativamente
los niveles de progesterona y estradiol en sangre portal, donde son detectados
los esteroides de origen tumoral. Dicho efecto seria indirecto, a través de la
inhibicion gonadotréfica inducida por el analogo, que lleva a su vez a la
disminucién del trofismo y la secrecién esteroidea del tumor. Sin embargo,
también se podria postular un efecto directo del GnRH sobre el tumor, dado
que se ha demostrado en el ovario normal la presencia tanto del péptido como
de sus receptores. Un posible efecto directo sobre el tumor estaria de acuerdo
con datos de la literatura en los que se propone que el GnRH podria tener un
papel autocrino regulatorio y terapéutico en la incidencia y desarrollo de
carcinomas ovaricos (Ohno y col. 1993; Yano y col. 1994). La evaluaciéon de
esta hipoétesis sera motivo de los siguientes estudios (Capitulo III).

En conclusion, estos resultados demuestran que el analogo de GnRH induce
en forma manifiesta la inhibicién del desarrollo del tumor o la regresion
tumoral, segun el momento de administracion. Este tratamiento lleva también
a una supresion de la secreciéon hormonal esteroidea por parte del luteoma. El
importante efecto que demostré este farmaco sobre el desarrollo de este tumor
experimental de ovario sugiere un potencial uso de este tipo de tratamiento en

tumores de ovario hormono-dependientes.
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Conclusiones

En animales portadores de luteoma la administracién crénica de un

analogo de GnRH mostré un claro efecto antitumoral:

1) reduyjo la incidencia de tumores positivos en un 57%.
2) provoco una reduccion del volumen tumoral del 52%.

3) tuvo mayor eficiencia que el valerianato de estradiol en sus efectos

inhibitorios sobre el crecimiento.
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Capitulo IllI.

Efectos directos de la buserelina
sobre los luteomas experimentales.

Estudios /in vitro



I11.1. Introduccién y objetivos

En el capitulo anterior estudiamos el desarrollo y la capacidad secretora de los
tumores ovaricos experimentales en el animal entero, demostrando que el
tratamiento cronico con buserelina inhibe significativamente ambos
parametros. El tratamiento es muy efectivo, tanto si se lo comienza al mismo
tiempo en que se injerta el ovario en el bazo, como si se lo inicia luego de un
mes de desarrollo del tumor. Este tratamiento crénico con GnRHa actia sobre
la hipéfisis desensibilizando sus receptores y suprimiendo la secrecion de
gonadotrofinas. El bloqueo de las gonadotrofinas seria el mecanismo principal
por el cual la buserelina inhibiria el desarrollo tumoral. Sin embargo, a pesar
de que la supresion de gonadotrofinas fue mayor con el valerianato de
estradiol, la buserelina demostr6 un mayor poder inhibitorio sobre el
crecimiento del tumor, sugiriendo que el analogo pudiera tener efectos
adicionales directamente sobre el tumor.

Se ha demostrado que el GnRH tiene acciones extrahipofisarias. Se han
postulado acciones importantes del GnRH en la regulacion del ovario (Hsueh y
Jones 1981; Stojilkovic y col. 1994), participando en variadas funciones
autocrinas o paracrinas. Un efecto ovarico directo del GnRH fue demostrado
por Rippel y Johnson (1976), quien observé una disminucion en el peso del
ovario incrementado por hCG, en ratas inmaduras hipofisectomizadas
tratadas con GnRH. Estudios in vitro demostraron efectos inhibitorios directos
del GnRH sobre células de la granulosa en cultivos primarios. Siendo los
principales efectos la regulacion de la sintesis y secrecion de hormonas
esteroideas (Hsueh y Erickson 1979), suprimiendo la esteroidogénesis
estimulada por FSH. También participa en la regulacion de los niveles de
receptores de gonadotrofinas y PRL (Hsueh y Jones 1981). La inhibicién por el

GnRH puede ser bloqueada por el tratamiento con antagonistas de GnRH
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(Hsueh y Jones 1981). Los efectos inhibitorios sobre la actividad ovarica
incluyen también la sintesis y secrecion de inhibina, regulando los niveles del
mRNA de las subunidades a y Ba (Rivier y Vale 1989).

La accién inhibitoria del GnRH se ejerce también en otros compartimentos
ovaricos, por ejemplo inhibiendo la sintesis de andrégenos basal y la
estimulada por LH en células intersticiales ovaricas. En células luteas de rata,
el tratamiento con el agonista de GnRH, buserelina, inhibe la secrecion de
progesterona estimulada por LH/hCG, tanto in vitro (en periodos cortos de
incubacion), como in vivo. Ademas, desensibiliza los receptores de LH en
cultivos primarios al cabo de 24 horas de estimulo.

Se han observado también efectos estimulatorios del GnRH sobre otras
actividades ovaricas. Por ejemplo es capaz de estimular la producciéon de
progesterona y prostaglandinas (Clark y col. 1980), la maduracién del ovocito
y la ovulacion (Hillensj6 y LeMaire 1980), y también la actividad de la
fosfodiesterasa y la 20a-hidroxiesteroide deshidrogenasa.

Los mecanismos a través de los cuales el GnRH ejerce sus multiples acciones
en ovario son complicados y podrian estar mediados por diversas vias. Sin
embargo, no interfiere directamente en la union de las gonadotrofinas a sus
receptores en las células ovaricas. Las acciones del GnRH estarian mediadas
por sitios de unién especificos presentes en las células liteas y de granulosa,
mostrando una especificidad y afinidad por GnRH y sus analogos, similar a los
receptores hipofisarios para GnRH.

Es poco probable que el GnRH hipotalamico alcance el ovario en
concentraciones fisiolégicamente activas, por la dilucién que sufre en
circulacion y su rapida degradacién en la hipéfisis, cerebro, higado, rifiones, y
suero (Tsafriri y Adashi 1994). Se ha descripto en el ovario el sistema completo

de GnRH, con la presencia de un péptido GnRH-simil y de su receptor (Pieper
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y col. 1981; Goubau y col. 1992; Aten y col. 1987; Clayton y col. 1979; Hazum
y Nimrod 1982; Peng y col. 1994; Olofsson y col. 1995; Whitelaw y col. 1995).
En general, los efectos inhibitorios del GnRH sobre tejido ovarico, permitirian
suponer un papel para el péptido GnRH-simil gonadal en la regulacion del
desarrollo folicular y la selecciéon del foliculo como una senal fisiologica de
atresia. Las acciones inhibitorias de GnRH en células luteas son muy
similares a las de PGF,,, quien actia como un factor luteolitico natural
(Williams y Behrman 1983). Tanto GnRH como PGF,, provocan un incremento
rapido y marcado del acido fosfatidico y fosfatidil inositol en cultivo de células
luteas de rata. Es posible por lo tanto que el GnRH ovarico tenga un papel
fisiologico en la regulacion de la funcién del cuerpo luteo.

También en tumores ovaricos humanos se han descripto receptores de GnRH.
Imai y col. (1994) detectaron sitios de unién de alta afinidad y mRNA del
receptor de GnRH en gran proporcién (>90%) de carcinomas epiteliales y
tumores de estroma de ovarios humanos. La expresiéon del receptor permite
suponer que el GnRH tendria un papel regulatorio directo sobre el crecimiento
de dichos tumores. Agonistas de GnRH fueron empleados en la terapia del
cancer ovarico, con una tasa de respuesta del 15%. Esta modesta respuesta
puede deberse en parte al hecho de que la terapia fue siempre iniciada como
ultimo recurso, y sobre bases empiricas, luego de que fallaran otras terapias.
Estudios en animales podran ayudar a clarificar el papel terapéutico y el
mecanismo de acciéon de agonistas de GnRH en tratamientos de tumores
ovaricos, siendo de gran interés por tratarse de una terapia poco invasiva y no
toxica.

El siguiente grupo de experimentos se disendé para evaluar si los tumores

intraesplénicos de ovario poseen receptores de GnRH. Se estudio
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comparativamente la presencia de los receptores en los ovarios de animales en
estro, siendo esa la condicién inicial de los luteomas.
En estudios in vitro se buscé establecer los posibles efectos directos del

analogo de GnRH (buserelina) sobre la secrecién tumoral.
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[II.2. Materiales y Métodos

II1.2.1. Animales

Para receptores de GnRH: se emplearon animales portadores de luteoma. Un

grupo de estos animales se sacrifico a los 60 dias sin previo tratamiento. Otro
grupo recibié6 un pellet de buserelina (0.33 mg/rata) al mes de desarrollo
tumoral y se sacrifico 30 dias después (dia 60). Se emplearon como control
ratas en la manana del estro, cuyos ovarios presentan cuerpos lhiteos frescos.

Para incubaciones de érgano: se emplearon animales portadores de luteoma

de 4-6 semanas y ratas en la manana del estro como control.

Para cultivo primario de células: se emplearon animales portadores de luteoma

de 4-6 semanas. Como control se utilizaron ratas de 23-25 dias de edad
(prepuberes) superovuladas mediante el tratamiento con 25 Ul PMSG
(Novormon, Syntex, Buenos Aires) y 25 Ul hCG (Endocorion, Elea, Buenos
Aires) 48 hs mas tarde; se emplearon S dias después de la inyeccién con hCG,

dado que luego del tratamiento sus ovarios son una fuente de tejido muy

luteinizado (grupo SPO).

IlI1.2.2. Estudio de receptores de GnRH

111.2.2.1 Preparacion de Buserelina marcada con [125]]

La buserelina, analogo de GnRH, se emple6é como trazador radioactivo y como
hormona fria en los ensayos de unién. GnRH-a fue iodinado de acuerdo al
método de cloramina-T (Clayton y Catt 1981). Brevemente, 2 ng de GnRH-a
fueron iodinados en presencia de 2 mCi [125]] (NEN) y 0.2 ug de cloramina-T. Se
deja reaccionar durante 2 minutos, al cabo de los cuales se repite la
operacion. La reaccion fue detenida por transferencia a una columna de

carboximetil celulosa y separacion del analogo marcado del iodo libre
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mediante cromatografia de intercambio iénico. Se utilizaron soluciones de
acetato de amonio 0.002 y 0.060 M para eluir el iodo libre y el analogo
marcado, respectivamente. Este ultimo fue almacenado a 4°C en el mismo
buffer y utilizado en un lapso no mayor de tres semanas de preparado. La
actividad especifica se determiné por autodesplazamiento usando una fraccién
cruda de membranas de varias hipdfisis, siendo de 400-800 uCi/ug segun las
marcaciones. La maxima capacidad de union, determinada con cantidades

crecientes de membrana fue del orden del 40-65%. Los resultados fueron

corregidos por MCU.

II1.2.2.2 Receptores de GnRH en hipéfisis y ovarios

Los animales portadores de tumor, con o sin tratamiento de buserelina y las
ratas en estro utilizadas como control se sacrificaron por decapitacion, se
extrajeron rapidamente los tejidos y se conservaron a -70°C. Las hipéfisis,
ovarios y luteomas fueron descongelados y homogeneizadas con Ultraturrax
en 400 pl de buffer Tris-HCI 10 mM, pH 7.6, a 4°C (Marchetti y Labrie 1982).
Los homogenatos fueron preparados en el momento de ser ensayados. Para la
medicion de receptores hipofisarios se utilizaron directamente los
homogenatos dada la alta concentraciéon de receptores en este tejido.

Los homogenatos de ovarios y luteomas fueron centrifugados S min a 2000
rpm y se descartaron los precipitados. Los sobrenadantes se centrifugaron
15 min a 11.000 rpm. Los precipitados obtenidos fueron resuspendidos en
buffer y filtrados por Nytex, para obtener la fraccién de membranas.

En los analisis de Scatchard, las membranas ovaricas de un pool de 3 ovarios
o luteomas (dilucién final 2 mg de tejido/300 pl de ensayo (Tris-HCI 10 mM,
BSA 0.1% (Sigma), ditiotreitol 1 mM (Sigma), pH 7.6), se incubaron en
presencia de concentraciones crecientes del analogo marcado (5000-120.000
cpm/100 pl) en un volumen total de SO0 pl. Asimismo, se realizaron
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incubaciones paralelas (para cada concentraciéon del analogo marcado)
conteniendo 2x10-7” M de GnRH-a no marcado para la determinacion de la
unién inespecifica. En todos los casos se incub6é por 120 min en hielo,
deteniéndose la reaccién por centrifugacion a 13.000 rpm en microcentrifuga
durante 20 min a 4°C. El sobrenadante fue descartado, y se midi6
inmediatamente la radioactividad presente en los precipitados en un
espectrometro y Hewlett-Packard (eficiencia: 73%). La unioén especifica fue
expresada en fmol/mg de tejido.

En los ensayos de saturacién, los homogenatos de una hipéfisis o las
membranas de un ovario o un luteoma, se emplearon para preparar S tubos
de incubacion (tres para puntos maximos y dos para unién inespecifica). Cada
tubo contenia aproximadamente 1 mg de tejido (para hipdfisis) o 2 mg de
tejido (para tejidos ovaricos) en 300 ul de buffer. Los homogenatos fueron
incubados con 100 pl de [125]]-GnRH-a (5-8x104 cpm) en un volumen total de
500 ul. Las concentraciones del ligando fueron subsaturantes, representando
aproximadamente el 85% de los sitios receptores. La unioén inespecifica
medida por agregado de 1x10-6 M de GnRH-a no marcado (concentracion final

en el tubo: 2x10-7 M), fue de un 5-8% del trazador iodinado total.

II1.2.3. Incubaciones de 6rganos

Ratas portadoras del implante ovarico y ratas en estro fueron decapitadas y se
extrajeron y pesaron el tejido tumoral y los ovarios respectivamente. Siendo los
tumores de mayor tamario que los ovarios en estro se dividié6 cada uno de ellos
en dos para obtener un peso por vial de incubacién similar en ambos tejidos y
permitir mayor similitud en el grado de difusién a/de los tejidos. Los luteomas
y ovarios se incubaron en viales individuales con 4 ml de Medio 199 (Sigmal),

HEPES 25 mM (Sigma) y BSA 0.1% (Sigma). Los experimentos se realizaron en
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un bafio a 37°C con atmésfera controlada (5% CO;/ 95% O,) y agitacién
constante. Luego de un periodo de preincubacion de 30 min, se descarté el
medio y los tejidos se lavaron con 1 ml de medio fresco, que fue descartado
también. Las glandulas fueron incubadas durante 3 horas en medio fresco
(4 ml) en ausencia (control) o en presencia de buserelina (1x10-7 M). Se tomé
una alicuota de cada vial a 1.5 y 3 horas de incubacion. El volumen retirado
en el tiempo 1.5 h se repuso (con o sin buserelina 1x107 M, segun
correspondiera). De cada rata en estro se empleé un ovario como control y el
contralateral, elegidos al azar, se incub6 en presencia de buserelina. En el
caso de los luteomas una mitad fue usada como control y la otra se incubé en
presencia del GnRH-a. Las muestras de medio de incubacién se conservaron a
-20°C para la determinacion posterior de estradiol, progesterona y
testosterona por RIA. Los resultados para todas las hormonas fueron

expresados como pg/mg de tejido.

II1.2.4. Estudios histolégicos

Los cortes y la tincion de los luteomas de 4-6 semanas y de ovarios de

hembras superovuladas con PMSG y hCG, se realizaron como fuera descripto

anteriormente.

II1.2.5. Cultivos celulares

La técnica de cultivo empleada para los luteomas es la misma que la
desarrollada para la obtencion de células luteas provenientes de ratas
prepuberes superovuladas usadas como control del experimento (Guerrero y
col. 1994; Saragiieta y col. 1989). El dia de la obtencién de células se
sacrificaron los animales y se extrajeron rapidamente los luteomas y los
ovarios de hembras superovuladas, colocandolos en placas de Petri estériles

conteniendo 1 ml de medio DMEM-F12 (1:1 v/v), con HEPES 10 mM (medio 1).
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Se limpiaron los luteomas eliminando restos de bazo. Se liberaron los ovarios
del oviducto y de la grasa circundante. Ambos tejidos (luteomas y SPO,
respectivamente) se cortaron en secciones menores de 1 mm. La digestion
enzimatica se realizé en 1 ml/60 mg de tejido del medio 1 con colagenasa
(0.1%), BSA 0.1% y DNAsa (0.008%). Se incubaron los tejidos durante 15 min.
a 37°C con atmosfera controlada. La suspension obtenida fue filtrada a través
de una malla de nytex y centrifugada a 250g por 10 min. El precipitado se lavo
dos veces con medio 1y se resuspendié luego en DMEM-F12 (1:1) con 2.2 g/l
HCOg3-, 0.1% BSA, pH 7.4 (medio 2). Se sembraron aproximadamente 500.000
células por pocillo en 1 ml de medio 2, en placas de 24 pocillos pretratadas
con colageno de cola de rata para una mejor adherencia de las células.
Inmediatamente luego de la siembra se agregaron los estimulos (LH: 100
ng/ml provista por el NIH, Buserelina: 1, 10 o 100 ng/ml, o la combinacién de
ambas drogas) y se dejaron las placas en estufa para cultivo (5% CO; en aire a
37°C). Luego de 4 horas de incubacion se recolect6 el medio para la
determinacion de progesterona y se guardé a -20°C. En cada pocillo se agreg6
androstenediona como sustrato de la biosintesis de estradiol en una
concentracion final de 0.25 uM. Luego de 3 horas de incubacién se recolecto el
medio para la determinacion de estradiol y se guard6 a -20°C (Saragtieta y col.
1989). Al finalizar el experimento se midi6 el contenido de DNA en cada pocillo
(Burton 1956). Los cultivos se repitieron tres veces. El numero de pocillos de
cada grupo experimental vari6 entre 6 y 12. Los resultados se expresaron
como pg/ug de DNA en cada pocillo. Esta correccién por contenido de DNA se

efectué para minimizar las posibles variaciones en el numero de células

sembradas por pocillo.
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II1.2.6. Determinacién de hormonas esteroideas
Para la determinacién de estradiol y progesterona se utilizaron los métodos
descriptos anteriormente, solo que en este caso al tratarse de muestras de

medios de incubacién y no de sueros no fue necesario hacer una extraccién de

las muestras con solventes organicos.

I11.2.6.1 RIA de testosterona

Se utilizd0 el método descripto por Tesone y col. (1976) con minimas
modificaciones. Se utilizé un buffer fosfato 0.04 M, 0.154 M CINa, pH 7.0
conteniendo 0.1% (P/V) de gelatina. Los estandares se prepararon a partir de
una solucién madre de testosterona (Sigma) en etanol en un rango de 12.5-
800 pg por tubo en 200 ul de buffer fosfato gelatina. El anticuerpo utilizado
fue anti-T-3-O-carboxymethyloxime-BSA y se agregaron a la curva y muestras
100 ul, disuelto en buffer fosfato gelatina en una dilucion inicial de 1:1000.

Hormona radioactiva: la testosterona tiritada (NEN) se agregd disuelta en

buffer fosfato gelatina (aproximadamente 10.000 cpm/ 100 ul).

Las muestras (200 pl de medio) y la curva con el trazador y el anticuerpo se
incubaron 24 horas a 4°C. La separacion de la hormona del complejo
hormona-anticuerpo se logré igual que para progesterona. Finalmente, se
tomaron 500 ul del sobrenadante (conteniendo el complejo hormona-
anticuerpo) y se les agrego 3 ml de tolueno omnifluor (4 g/1000 ml de
tolueno). Se leyeron los viales en un contador de centelleo liquido y se
analizaron los resultados.

La sensibilidad del ensayo fue de 12.5 pg/ml, y los coeficientes de variacién

intra e inter ensayo fueron de 7.8% y 12.3% respectivamente.
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I11.2.7. Analisis Estadisticos

Los tests t de Student y t de Student para muestras apareadas se emplearon
para el analisis de los niveles hormonales en experimentos de incubaciéon de
organos.

Las diferencias en los niveles hormonales, en los experimentos de cultivos
celulares, se estudiaron por analisis de varianza en un sentido seguido del test
de Tuckey.

El analisis de Scatchard fue realizado con el programa Ligand para
poblaciones homogéneas de sitios receptores. Cambios en el numero de
receptores en los tejidos hipofisarios u ovaricos fueron analizados aplicando
ANOVA en un sentido y posteriormente el test de Tuckey.

En todos los casos p<0.05 se consideré significativo.
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III.3. Resultados

[I1.3.1. Receptores de GnRH en tejidos ovaricos e hipofisarios de ratas
portadoras de luteomas con o sin tratamiento con buserelina y de ratas
controles en estro

De acuerdo con el anadlisis de Scatchard en los tejidos ovaricos se observo un
solo tipo de receptor con sitios de uniéon de alta afinidad (Fig. IIl.1). Las
constantes de disociacion (Kd) fueron similares entre los distintos tejidos
(ovarios en estro: 2.3x10-11 M, tumor: 2.4x10-11 M, tumor-bus: 3.7x10-11 M).
Estas constantes son ademas muy parecidas a las descriptas para la pituitaria
anterior (Clayton y col. 1979). Por experimentos de saturacion no se
encontraron diferencias en el numero de receptores entre el tejido tumoral y el
tejido control (ovarios en estro). El tratamiento con buserelina durante un mes
en animales portadores de tumor no modificé los niveles de estos receptores

en los tumores (Tabla III.1).

4 Estro
0 0. -~~~ Tumor
w —— Tumor-Bus
~ 20
m
10
0

00 02 04 06 08 10 1.2
B ( fmol / mg tejido )

Figura III.1. Analisis de Scatchard de la unién del GnRH al tejido
ovarico. Para ésta y las proximas figuras y tablas: Estro: ovarios
de ratas en estro; Tumor: luteomas de ratas portadoras del
injerto; Tumor-bus: luteomas de ratas portadoras del injerto
tratadas en forma crénica con buserelina.
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Tabla III.1. Receptores de GnRH en ovario e hipéfisis: Bnax (fmol/mg de tejido)

Estro Tumor Tumor-Bus
Teiidos OVATicos 0.599 +0.119 0.347 + 0.078 0.470 + 0.092
! 9) (8) (7)
Hipofisis 1.756 + 0.256 2.375 + 0.695 0.834 +0.180 *
po (8) (10) (10)

Para ésta y las siguientes tablas y figuras: promedio + ES (nimero de ratas).

*: p < 0.05 vs estro y tumor.

En las pituitarias de los animales portadores de tumor y de los animales
controles los niveles de receptores fueron similares. Sin embargo, cuando los
animales portadores de tumores se trataron durante un mes con buserelina se
observdé un descenso significativo del numero de receptores (p<0.05),
indicando la desensibilizacion inducida por el agonista en este tejido. Los
niveles de receptores hipofisarios fueron aproximadamente cinco veces
mayores que en los tejidos ovaricos.

II1.3.2. Efecto de la buserelina sobre la secrecion de hormonas
esteroideas de luteomas y ovarios en estro: incubaciones de 6rganos

Cuando ovarios o hemi-tumores se incubaron in vitro se observaron
diferencias significativas en los niveles basales de progesterona y estradiol
liberados al medio. Los tumores mostraron mayores niveles de estradiol y
menores de progesterona que los ovarios en estro utilizados como control (Fig.
III.2, paneles superior y medio) (p<0.05). Esta diferencia se observé luego de
1.5 y 3 horas de incubacion. No se observaron diferencias en los niveles de
testosterona basal entre ambos tejidos (Fig. I11.2, panel inferior).

Cuando se anadi6é buserelina (1x10-7 M) al medio de incubacién, los niveles de
las distintas hormonas no variaron en ningun tejido, indicando que este
compuesto no tiene efecto sobre la secrecién basal (Fig. II1.2, paneles superior,

medio e inferior).
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Figura III.2. Niveles de hormonas
esteroideas en el medio luego de
1.5 horas de incubacion. Efecto
del GnRHa (buserelina: 1x10-7M).
*: p<0.05.
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I11.3.3. Analisis histologico de los luteomas y de los ovarios controles de
hembras superovuladas

Dada la heterogeneidad de los tipos celulares que se encuentran en un ovario
en cualquier momento del ciclo estral, los ovarios en estro no eran los
adecuados para realizar cultivos de células. Para estos estudios era necesario
contar con un control con predominancia de células luteas, semejante al
tumor. Para ello se decidi6 utilizar un modelo clasico de tejido luteinizado, los
ovarios de hembras prepuberes tratadas con PMSG-hCG (ver Materiales y
Métodos: animales). El analisis histologico de ambos tejidos muestra gran

cantidad de tejido luteinizado (CL) (Fig. III.3)(Ver también corte de luteoma en
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Fig. 6). En el tejido control se observan algunos foliculos (F). En los luteomas
se observa tejido del bazo (S) en el cual fue injertado el ovario que dio lugar al
tumor. El grado similar de luteinizacion observado demuestra que el tejido

control elegido fue el adecuado para los cultivos de células.

Figura III.3. Microfotografias obtenidas por microscopia optica de
ovario de hembra prepuber superovulada (izquierda) y de luteoma
de 4-6 semanas de desarrollo (derecha). CL: cuerpo luteo, F:
foliculo, B: bazo. Aumento: 40X

II1.3.4. Efecto de la buserelina sobre la secrecion de hormonas
esteroideas de Iuteomas y ovarios de hembras prepuberes
superovuladas: cultivos de cé€lulas

En la figura I11.4 se puede observar la similitud entre los cultivos primarios de

ambos tipos celulares a las 72 horas de incubacion.
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Figura III.4. Microfotografias obtenidas por microscopia optica de
células de luteoma (panel izquierdo) y de ovarios prepuberes
superovulados (panel derecho) luego de 72 horas de un cultivo

primario (10X).

La secrecion basal de progesterona y de estradiol fue significativamente
diferente entre los cultivos de células luteas provenientes de luteomas 6 de
ovarios de hembras prepuberes superovuladas (Tabla III.2). Las células de
luteomas secretaban mas estradiol y menos progesterona que las células
controles, de acuerdo a lo observado en las incubaciones de organos

descriptas arriba. Estos altos valores de estradiol implican una actividad de

Tabla III.2. Secrecion esteroidea basal (pg/ug DNA) en
medio de cultivo de células luteas.

Control Tumor
67.7 + 6.8 489 + 4.4 *
Progesterona =
€ 9) (11)
; 2.2+0.1 77+1.0*
Estradiol ¢
(6) (12)
* p<0.05
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aromatasa aumentada, dado que los cultivos se efectian en presencia de
androstenediona, sustrato de esta enzima. En ambos tipos celulares la LH
indujo un aumento significativo de la secrecion de progesterona. En las
células de los luteomas el agregado de buserelina no modifico los niveles
basales de progesterona luego de cuatro horas de incubacién; sin embargo

indujo una inhibicion significativa de la secrecion de progesterona inducida
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3
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Figura III.5. Progesterona en el
0 medio de cultivo luego de 4 horas de
incubaciones de células. Para ésta y
- la siguiente figura: SPO: células
TUMOR provenientes de ovarios prepuberes
superovulados.
LH y Bus (buserelina) en ng/ml.
200 a: p<0.05 vs control, Bus 1, Bus 10
a y Bus 100.
b: p<0.05 vs LH.
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por LH (Fig. IIL.5, panel inferior) (p<0.01). En las células controles de ratas
superovuladas, la buserelina tampoco inhibi6 la secrecion basal de
progesterona. Luego de la estimulacion con LH se observo una tendencia de la
buserelina a disminuir los niveles de progesterona que no alcanzo significancia
estadistica, marcando otra diferencia con el tejido tumoral (Fig. III.5, panel

superior).
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D

2 {
ﬂ Figura III.6. Estradiol en el medio
0 - de cultivo luego de 7 horas de

incubaciones de células.
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Con respecto al estradiol, ni la LH ni la buserelina alteraron su secrecion en
ningun tipo celular luego de siete horas de incubacion, lo que implicaria que la
actividad de aromatasa no es modificada por estos estimulos en el medio de
incubacion en estas condiciones experimentales (Fig. I11.6, paneles superior e

inferior).
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II1.4. Discusion

Se han observado similitudes y diferencias entre el tejido ovarico control y el
tejido tumoral. Con respecto a los receptores de GnRH, se encuentran
presentes en los luteomas y no se observaron diferencias en la maxima unién
ni en el Kd cuando se comparé con los ovarios en estro (Clayton y col. 1979).
Se ha descripto que los sitios de unién para GnRH en tejido ovarico no se
encuentran modificados por el estadio del ciclo estral, y que su numero es
menor al encontrado en la hipéfisis anterior (Clayton y col. 1979; Reeves y col.
1980), en concordancia a lo observado en el presente trabajo. Sin embargo, se
observé una respuesta diferente al tratamiento con buserelina entre el tejido
hipofisario y el tejido ovarico. Mientras el analogo de GnRH provoca una
disminucion en la uniéon maxima en hipofisis, no se observé tal efecto en los
luteomas, indicando que estos receptores no son desensibilizables por la
estimulacion constante, en contraste con lo que esta descripto en hipéfisis
(Smith y Vale 1981). En trabajos previos realizados en ovarios normales
tampoco se observé desensibilizacion de los receptores de GnRH por
administracion in vivo del decapéptido, incluso se describié6 un aumento en el
numero de receptores ante la estimulacién con GnRH (Pieper y col. 1981;
Harwood y col. 1980a). Estos datos en su conjunto sugieren que los receptores
de GnRH no se encuentran marcadamente modificados en este tejido tumoral.
Ademas, como no se encuentran desensibilizados, podrian desempenar un
papel en la inhibiciéon del crecimiento tumoral observado in vivo con el
tratamiento cronico de buserelina en los animales portadores de tumor, como
describiéramos en el capitulo anterior. Se han detectado también receptores
de GnRH en carcinomas epiteliales y tumores de estroma de ovarios humanos
(Imai y col. 1994), sugiriendo una posible participacién de este péptido en su

desarrollo o regulacién. Por lo tanto estos tumores ovaricos experimentales
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que presentan receptores para GnRH son un excelente modelo para estudiar
las acciones del GnRH en la funcién tumoral ovarica y evaluar sus efectos
antitumorales.

Para profundizar los estudios sobre los efectos del GnRH o sus analogos en
este tejido tumoral, se evalué la respuesta esteroidogénica a la buserelina
tanto en condiciones basales como estimuladas por LH. Diferencias
significativas en los niveles hormonales se han observado al comparar el tejido
tumoral con el control en incubaciones de érgano. Los luteomas secretaron
417% mas estradiol y 61% menos progesterona que los ovarios en estro. Estos
resultados sugieren que las vias de sintesis de esteroides pueden estar
alteradas en los luteomas, especialmente considerando que los ovarios en
estro secretan niveles de progesterona muy bajos (Neill 1980; Lux-Lantos y
col. 1990). La buserelina in vitro no modificé la secrecion de progesterona,
estradiol o testosterona tanto en tumores como en ovarios en estro. La falta de
respuesta de la secrecién esteroidea basal a la administracién de analogos de
GnRH en tejido ovarico normal ha sido descripta previamente (Harwood y col.
1980b; Behrman y col. 1980).

Se emplebé un segundo modelo in vitro, el cultivo de células en monocapa, para
evaluar si los analogos de GnRH modifican la secrecion de progesterona y
estradiol estimulada por gonadotrofinas. En este caso se utilizaron células
provenientes de ovarios de hembras prepuberes superovuladas como control.
Nuevamente se detectaron diferencias significativas en la secrecion esteroidea
basal. Los niveles de progesterona fueron 28% menores y los de estradiol
250% mayores en las células de luteoma con respecto a las células control.
Dichas diferencias, aunque menos marcadas que en las incubaciones de
6rgano, refuerzan la idea de alteraciones en la sintesis de esteroides en las

células de luteomas. La buserelina no fue capaz de modificar los niveles
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basales de progesterona pero inhibi6 significativamente la secrecion de
progesterona inducida por LH sobre las células tumorales. Se ha propuesto
que la disminucién de la produccién de progesterona inducida por GnRH,
resulta de la inhibicion de su biosintesis y/o la estimulacion de su
degradacién (Jones y Hsueh 1981; Jones y Hsueh 1980). En células
provenientes de ratas prepuberes superovuladas, aunque la LH induce un
incremento similar en los niveles de progesterona, la inhibicién de la
buserelina no alcanzd significancia estadistica. Estos resultados en células
luteas control difieren de otros descriptos en la literatura (Behrman y col.
1980; Clayton y col. 1979; Massicotte y col. 1981), pudiendo deberse las
diferencias a distintas concentraciones de los farmacos utilizados o a
diferentes condiciones de cultivo. Sin embargo, es interesante resaltar que las
bajas concentraciones del analogo de GnRH empleadas en este trabajo ponen
en evidencia una diferencia en la sensibilidad al efecto inhibitorio producido
por la buserelina sobre la secrecion de progesterona, entre ambos tipos
celulares. Con respecto al estradiol, no se observaron variaciones en los
niveles de secrecién tanto en los cultivos de células de luteoma como en los de
SPO, con ninguno de los estimulos agregados, luego de 7 horas de incubacién.
Trabajos previos describieron un efecto estimulatorio de LH sobre la secrecion
de estradiol pero a concentraciones mucho menores (1 ng/ml) y luego de un
tiempo de incubacion mayor (24 horas) (Saragleta y col. 1989). La falta de
efecto de buserelina sobre la secrecién de estradiol en los cultivos de células
corrobora nuestros resultados obtenidos en los experimentos de incubacion de
oérganos. Sin embargo, en otros trabajos se ha descripto un efecto inhibitorio
sobre los niveles basales en células de granulosa-luteinicas humanas
(Guerrero y col. 1994) y en células de granulosa luteinizadas de rata, el GnRH

inhibi6 la secrecién de estradiol estimulada por LH (Jones y Hsueh 1981).
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En base a estos resultados podemos decir entonces que estos tumores
experimentales ovaricos poseen receptores para GnRH y que éstos no se
encuentran desensibilizados por la administracion continua del analogo de
GnRH. Describimos también una notoria diferencia en la secrecién basal de
estradiol y progesterona entre los tejidos tumoral y normal. Ademas se observo
una mayor sensibilidad al analogo de GnRH en su efecto inhibitorio sobre la
progesterona en las células tumorales.

En conclusion estos resultados sugieren que la supresion del crecimiento y de
la secrecion hormonal observados con el tratamiento in vivo con buserelina en
estos tumores experimentales podria no sélo deberse a la desensibilizacién
hipofisaria del receptor de GnRH y consiguiente descenso de gonadotrofinas,
sino que podria ser también consecuencia de una accion directa del analogo

sobre el tejido tumoral.
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1)

2)

3)

Conclusiones

Las células del tumor poseen receptores a GnRH, con caracteristicas
similares al ovario control. Su numero no disminuye luego de la
administracion cronica del agonista, por lo tanto pueden mediar el

efecto antitumoral del GnRH y participar en la regulacion tumoral.

Los luteomas presentan un metabolismo esteroidogénico basal
alterado, secretando mas estradiol y menos progesterona que los

dos tejidos ovaricos usados como control.

El analogo de GnRH sobre las células de los luteomas tiene un
efecto directo: inhibe la secrecion de progesterona estimulada por

LH. Las células tumorales son mas sensibles que las SPO a este

efecto.
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Capitulo IV.

GnNnRH: receptores y segundos
mensajeros en tumores

experimentales de ovario



IV.1.Introduccion y objetivos

En el capitulo anterior demostramos que los luteomas experimentales poseen
receptores para GnRH y que la estimulaciéon de células tumorales con el
decapéptido o sus analogos inhibe significativamente la secrecion de
progesterona inducida por LH, demostrando un efecto directo del GnRH sobre
el tumor. Es mas, esta inhibicién se observa en condiciones en que el tejido
control (células de ovarios de ratas prepuberes superovuladas) no responde
significativamente a esta droga sugiriendo una mayor sensibilidad del tejido
tumoral a la accién del GnRH. La diferencia en el efecto de GnRH entre ambos
tejidos se puede deber a una variedad de factores incluyendo el numero de
receptores presentes, la afinidad por los mismos y la eficiencia en la
movilizacién de segundos mensajeros.

Con respecto al mecanismo de accion del GnRH en el ovario, se ha demostrado
que en células ovaricas, como en las hipofisarias, la estimulacion de los
receptores de GnRH esta fundamentalmente asociada a la activaciéon de la
fosfolipasa C (PLC) a través de una proteina G (Fig. IV.1) (Stojilkovic y col.
1994; Leung y Steele 1992; Leung y Wang 1989). La PLC induce a su vez la
hidrélisis de los fosfatidil inositoles formandose los inositoles mono, bi y tri
fosfato (InsP, InsP; e InsPs) y el diacilglicerol (DAG). El InsP3 actuando sobre
receptores especificos del reticulo endoplasmico induce un rapido aumento de
los niveles intracelulares de calcio. Se ha demostrado que la activacion de toda
esta cascada de mensajeros intracelulares juega un papel critico en los
mecanismos a través de los cuales las hormonas regulan diversos procesos
como secreciéon celular, el metabolismo, el crecimiento y la diferenciacion.
Ademas de sus efectos clasicos al activar la PLC, también se ha demostrado

que el GnRH puede ejercer sus acciones estimulando la fosfolipasa A; (PLA2) o
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la fosfolipasa D (PLD) (Fig. IV.1), ambos mecanismos han sido descriptos en el

ovario (Leung y Steele 1992).

GnRH
® l : \
@ PLC PLD
71N e

Lipoxgenase
motabolites

Figura VI.1. Mecanismos de sefiales del GnRH en ovario. PLC, PLA2 y PLD son las
tres vias de segundos mensajeros involucradas en la respuesta. De: Leung y

Steele (1992).

En el presente grupo de experimentos se investigaran las posibles causas de
las diferencias encontradas anteriormente, en cuanto a la respuesta endocrina
inducida por el GnRH en las células tumorales con respecto a las células
control. Para ello se mediran el numero y la afinidad de los receptores de
GnRH presentes en los luteomas, comparativamente con tejido ovarico muy
luteinizado como control. Estudiaremos también la activacion de la via clasica

de segundos mensajeros inducida por buserelina en ambos tejidos.
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IV.2. Materiales y Métodos

IV.2.1. Animales

Se emplearon ratas portadoras de luteoma de 4-6 semanas de desarrollo
(grupo Luteoma). Como control se emplearon ratas prepuberes superovuladas
con PMSG y hCG (grupo SPO).

Para los estudios de receptores se utilizo un segundo grupo control: hembras
prepuberes de 23-25 dias sin tratamiento (grupo PP). Este grupo fue incluido
dado que se ha demostrado que los ovarios de estos animales poseen los

niveles mas altos de receptores de GnRH (Harwood y col. 1980a; Jones y col.

1980).

IV.2.2. Estudio de receptores de GnRH

Se sacrificaron los animales y se obtuvieron los luteomas u ovarios, segun el
grupo, conservandose los tejidos a —70°C. La metodologia utilizada para la
medicion de receptores fue la descripta en el capitulo IV, con pequenas
modificaciones. Los tejidos fueron homogeneizados en buffer Tris sin BSA,
para poder realizar la cuantificacion de las proteinas en una alicuota.
Posteriormente se diluyeron en buffer Tris con la concentracion de BSA
adecuada para que la concentracién final de BSA fuera 0.1%. En este caso el
numero de receptores fue expresado como fmol/mg de proteinas. Los

experimentos se repitieron tres veces.

IV.2.3. Obtencion de células lateas

Para los experimentos de movilizacion de calcio y formaciéon de inositoles

fosfatos se obtuvieron las células de los luteomas y los ovarios superovulados

como fuera descripto en el capitulo III.
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IV.2.4. Movilizacién de calcio intracelular

Se realizaron los experimentos el mismo dia de obtenciéon de las cé€lulas. Se
emple6 FURA-2/AM (Sigma) como indicador de Ca2* por ser una sonda
adecuada para resolver cambios segundo a segundo en los niveles del ion
durante la activaciéon de receptores hormonales, segun ha sido demostrado
previamente (Anderson y col. 1987). El pellet de células luteas de cada grupo
experimental (Luteoma y SPO), obtenido luego de los lavados con medio 1, fue
resuspendido e incubado en solucion salina tamponada (BSS: NaCl 127 mM,
KCl 5 mM, KH,PO4 0.5 mM, NaHCO3 5 mM, HEPES 10 mM, pH 7.5) en
presencia del tetraacetoximetilester de FURA-2 (FURA-2/AM 2 uM), glucosa
10 mM, BSA 0.1% y de bajas concentraciones de Ca2* y Mg?+ (CaClz 1.8 mM,
MgCl; 2 mM) para prevenir la formacion de agregados celulares que pueden
interferir con la senal de fluorescencia. La incubacion se realizé durante 45
minutos a 37°C en un ambiente de 5% CO,, permitiendo la incorporacién a la
célula de FURA-2/AM, y su posterior conversion en FURA-2, mediada por la
actividad hidrolitica de esterasas endégenas. El FURA-2 es el indicador
fluorescente, quedando atrapado en el citoplasma. Luego de la incubacion, las
células se lavaron 2 veces. En cada oportunidad, la suspension se centrifugé
10min a 1000rpm, se aspiré el sobrenadante y luego se resuspendié el pellet
en BSS (sin FURA-2/AM). Luego del ultimo lavado, las células se llevaron a
una concentracion de 2x106 cél/ml. Las condiciones de esterilidad se
mantuvieron hasta la transferencia de las células (S00 pul) a cubetas
cilindricas de vidrio (capacidad de la cubeta: 1 ml), que se colocaron en el
porta cubetas de un espectrofluorimetro (Jasco Corporation, Tokyo, Japan)
provisto de agitador, termostato ajustado a 37°C, y del accesorio CA-261 (para
la medicion de Ca?* a dos longitudes de onda de excitacién). Los niveles de

Ca?* intracelular fueron registrados cada segundo a una longitud de onda de
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emisién de 505 nm y a dos longitudes de onda de excitacion que alternaban
entre 340 y 380 nm. La estabilidad de la linea de base fue monitoreada
durante los 2 minutos iniciales; posteriormente se administraron los
estimulos: buserelina (concentracion final en la cubeta, 100 ng/ml), hCG
(1x10-12 M), Tapsigargina (0.5 uM), ATP (1 y 100 pg/ml) y AVP (0.5 pg/ml),
para estudiar sus efectos sobre la movilizacion del calcio intracelular. Al final
de cada corrida la preparacién fue calibrada determinando la fluorescencia
maxima (Rmax) inducida por Triton X-100 0.1% y la fluorescencia minima
(Rmin) en presencia del quelante de Ca2* EGTA SmM (el pH se ajusto a >8.3
con Tris-base 1mM). La [Ca2+|; se calcul6 de acuerdo con la ecuacion:
[Ca2*]i = Kd x [(R - Rain)/ (Rmex - R)] X (Smso - Sbaso),
donde: Kd = 224 nM (Grynkiewicz y col. 1985)
R = F340/F380 (cociente de intensidades de fluorescencia)
Rmax = fluorescencia maxima
Ruin = fluorescencia minima
Spso = coeficiente de proporcionalidad del compuesto libre a 380nm.
Sw3so = coeficiente de proporcionalidad del compuesto unido a 380nm.
No hubo una reduccién significativa de la serfial del indicador durante el curso
del experimento segun el analisis de breves registros de la emision de FURA-2
en respuesta a una excitacién con luz de 360nm (longitud de onda a la cual la
fluorescencia es independiente de [Ca?*];) al comienzo y al fin del experimento.
La intensidad de fluorescencia de FURA-2 se corrigié respecto a la
autofluorescencia de las células (<10% de la fluorescencia de FURA-2 en
células no estimuladas) y a la correspondiente al Triton X-100 cuando fuere
apropiado. Los graficos resultantes fueron digitalizados y posteriormente
vectorizados y cuantificados usando el programa Ungraph 2.0. Los resultados

fueron procesados en Excel 97. Los valores obtenidos durante el primer
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minuto de cada corrida fueron considerados niveles basales. Se representa el
aumento porcentual inducido por los distintos estimulos luego de

normalizarlo respecto del promedio de los valores basales. Se repitieron los

experimentos de tres a seis veces.

IV.2.5. Determinacion de inositoles fosfato

Los niveles de inositoles fosfato se midieron segun la descripcion de Ascoli y
col. (1989), con minimas modificaciones. Las células luteas de ambos tejidos
fueron sembradas en camaras multi-pocillos (P24) (750.000 células en 1 ml de
DMEM-F12 (1:1) con 2.2 g/1 HCOg3-, con 10% de suero fetal bovino (medio 3) en
cada pocillo) y colocadas en estufa a 37°C y atmoésfera controlada. Un dia
después del sembrado, se hicieron 2 lavados y se agregé 1 ml de medio 3
fresco conteniendo 4 pCi/ml [3H]myo-inositol (NEN, NET114R). Se guard6 una
alicuota de este medio para medir las cuentas totales agregadas a cada pocillo.
Las células fueron incubadas en ese medio por 48 horas. Antes del
experimento se tomé una alicuota del medio para determinar las cuentas
totales de [3H] no incorporado a las células y poder comparar la incorporacién
de myo-inositol en ambos tipos celulares por diferencia con las cuentas totales
agregadas inicialmente. Las células se lavaron dos veces con medio 3 sin suero
y se incubaron 15 min en presencia de 20 mM LiCl en medio 2 (descripto en
capitulo anterior). El LiCl se agregé para inhibir la degradacion de los
inositoles fosfato formados, dado que este compuesto inhibe las fosfatasas
involucradas en este proceso (Ascoli y col. 1989). Se agregaron luego los
estimulos (10 pl, concentraciones finales en el pocillo: buserelina 1 y 100
ng/ml y NaF 10 mM) y se incubaron otros 30 min. Finalizado el tiempo de
incubacion las camaras se colocaron sobre hielo, se aspirdo el medio y se
reemplazé por 0.2 ml de 0.5 N HCIO, frio. Las células se rasparon del fondo
del pocillo con una escobilla de goma y se transfirieron a tubos de plastico. Se
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lavaron los pocillos con 0.3 ml de 0.5N HCIO4 frio, agregandose al extracto
previo. Los extractos fueron centrifugados 10 min a 3000 rpm, 0.4 ml del
sobrenadante se neutralizaron por el agregado de 0.2 ml de 0.72 M KOH/0.6
M HKCOj3. Luego se volvieron a centrifugar 10 min a 3000 rpm y se tomaron
500 ul del sobrenadante. Se agregaron 500 ul de 100 mM inositol y se ajusto el
volumen a 5 ml con agua desionizada. Los precipitados de la primer
centrifugacion se conservaron para la determinacién de DNA. Para separar los
distintos inositoles fosfato formados se sembré el volumen total de cada
muestra en una columna de cromatografia de intercambio i6nico Bio-Rad AG
1-X8 (200-400 mesh, formate form). Las columnas fueron lavadas
secuencialmente con 15 ml de 10 mM inositol (para eluir [3H]myo-inositol),
S ml de 0.1 M acido férmico/0.2 M formiato de amonio (para eluir InsP), 5 ml
de 0.1 M acido férmico/0.4 M formiato de amonio (para eluir InsP;), y 5 ml de
0.1 M acido férmico/1.0 M formiato de amonio (para eluir InsP3). Una alicuota
de 2 ml de cada eluido se mezcl6 con 6 ml Optiphase “Hisafe” 3 y se cuantifico

en un contador de centelleo liquido. Los experimentos se repitieron tres a

cinco veces.

IV.2.6. Medicion de fosfatidil inositol de membrana

El fosfatidil inositol de las membranas plasmaticas se midi6 como fuera
descripto por Pignataro y Ascoli (1990a). Luego de lisar las células para la
medicion de inositoles fosfato se obtiene un precipitado conteniendo las
membranas, ademas de otros componentes celulares (ver IV.2.5
Determinacién de inositoles fosfato). Este precipitado se extrae con
metanol/cloroformo/HCl y la fase cloroférmica se seca bajo corriente de
nitrégeno y se guarda a -20°C para posterior analisis por cromatografia en
capa delgada (TLC). La TLC se lleva a cabo en placas de silica-gel impregnadas
con oxalato-EDTA. Se siembran 20 ul de las muestras disueltas en
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CHCl3/CH30H (1:1) y se eluyen con CHCl3/CH30H/9.15 M NH4OH (40:40:15).
La cromatografia se desarrolldé en un recipiente saturado y las placas se
eluyeron 2 veces durante 65 minutos a temperatura ambiente con un periodo
de secado intermedio de 3 minutos a 110°C. Las seifales de las placas fueron
amplificadas con Enhance (Dupont-NEN) y se expusieron a una pelicula
Kodak X-Omat-AR por 14 dias. Luego del revelado se escaneé y digitalizo el

film y se cuantificaron las bandas por QuantiScan.

IV.2.7. Analisis Estadisticos
El andlisis de Scatchard fue realizado con el programa Ligand para

poblaciones homogéneas de sitios receptores. Diferencias en el nimero de
receptores fueron analizados aplicando ANOVA en un sentido y posteriormente
el test de Tuckey.

En los estudios de calcio intracelular, las diferencias entre las areas fueron
analizadas por multiple analisis de la varianza para medidas repetidas,
seguido por un test de Tuckey.

Las diferencias en los niveles de inositoles fosfato se analizaron por maultiple
analisis de la varianza para medidas repetidas, seguido por un test de
Newman-Keuls.

En todos los casos p<0.05 se considero6 significativo.

IV.2.8. Drogas
NaF, myo-inositol, LiCl, Fura-2AM y tapsigargina se obtuvieron de SIGMA.

Myo[2-3H(N)]-inositol (20Ci/mmol) se obtuvo de NEN Life Sciences Products.
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IV.3.Resultados

IV.3.1. Receptores de GnRH en tejidos ovaricos de ratas portadoras de
luteomas, ratas prepuberes y ratas prepuberes superovuladas

De acuerdo con el analisis de Scatchard estos tejidos mostraron un soélo tipo
de receptor con sitios de union de alta afinidad (Fig. IV.2, panel superior). Las
constantes de disociacion fueron similares entre los distintos tejidos (en nM,
PP: 0.054 + 0.020, SPO: 0.048 + 0.039 y LUTEOMA: 0.047 + 0.032). Se
encontraron diferencias significativas en el nimero de receptores de GnRH
entre los distintos tejidos (p<0.001) (Fig. IV.2, panel inferior). El orden, por

abundancia de receptores, fue el siguiente: PP>LUTEOMA>SPO.

1838 3% « LUTEOMA Figum IV.2_. Receptores de GnRH_en.
tejidos ovaricos. Panel superior:
800 A = SPO Analisis de Scatchard de la union del
700 A GnRH a membranas de tumores
600 - app (LUTEOMA), ovarios prepuberes (PP)
% 5004 y ovarios prepuberes superovulados
400 - (SPO). Se muestra un experimento
representativo. Panel inferior: numero
300 - de receptores de GnRH en los
200 distintos tejidos determinados por
100 A estudios de saturacion (n: 8 para
0 5 . . , ; v . . cada tejido).
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IV.3.2. Movilizacion del calcio intracelular en células de luteomas y de
ovarios de hembras superovuladas

Se cuantificaron los cambios en los niveles de calcio intracelular ([Ca2*]) ante
distintos estimulos. No se observaron diferencias en el calcio basal entre
ambos tipos celulares ([Ca2?t]; basal: 171.6 + 23.5 nM y 194.5 + 18.1 nM, en
células de luteoma y de SPO respectivamente, (n=5)). Como era de esperar, la
buserelina indujo una liberacion clasica y significativa del calcio intracelular
en las células SPO. Contrariamente, no se observo movilizacion de calcio en

las células de luteomas ante este estimulo (Fig. IV.3, Tabla IV.1).

Buserelina

180 —
i —— Luteoma

160 - —SPO
140

120 -
100 .~

% [Ca®"];

80 -
60 ; : - |
0 1 2 3 4 5
Tiempo (min.)

Figura IV.3. Movilizaciéon de calcio intracelular ([Ca?‘]i) inducida
por buserelina (100 ng/ml en la camara) en células de luteoma y
SPO. Las curvas representan el promedio de S experimentos
(porcentaje de incremento con respecto a los niveles basales), y las

lineas verticales representan el ES para cada punto. Los niveles
basales estan citados en el texto. La buserelina fue administrada

al minuto 2, indicado por la flecha.

La hCG, un agente que activaria la PLC en el ovario, también indujo un
aumento significativo del calcio intracelular en las células SPO, aunque de

menor magnitud que el inducido por buserelina, ambas a concentraciones que
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inducen respuestas endocrinas maximas (Tabla IV.1). Las células de los

luteomas tampoco respondieron a este estimulo (Fig. IV.4).

Tabla IV.1. Areas (en %) bajo el pico de las curvas de calcio intracelular,
inducido por diferentes estimulos en células dispersas de luteoma y SPO,
entre los minutos 2.05 y 3.05.

BUSERELINA hCG

CONIROL (100ng/ml) (1x10-12M)
LUTEOMA 63.6 £ 5.7 52,5+ 15.5 8 51.4+13.3
SPO 71.3 £24.4 319.8 +35.1% b 233.3 + 40*

El analisis de la varianza multiple para medidas repetidas indico
interaccion, p<0.05. Numero de experimentos: 4. *: significativamente
diferente del control en cada tipo celular. a: niveles significativamente
distintos de las células SPO. b: diferencias significativas con respecto a hCG
en células SPO. En todos los casos p<0.05 o menor.

hCG
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Figura IV.4. Movilizacién de calcio intracelular ([Ca?']i) inducida
por hCG (1x102M) en células de luteoma y SPO. Las curvas
representan el promedio de 4 experimentos. Al minuto 2 se
administro hCG.

La tapsigargina, un inhibidor de la Ca2*-ATPasa asociada al reticulo
endoplasmico, estimulé la liberacion de calcio en ambos tipos celulares (Fig.

IV.5). Sin embargo, los niveles alcanzados en las células de luteoma fueron

129




significativamente mayores que los de las células controles (area bajo la curva
de calcio (en %) entre los minutos 2.05 y 4.55: luteoma: 2195 + 371.3 (7) vs

SPO: 1187 + 195.3 (6), p<0.05).
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Figura IV.5. Movilizacion de calcio intracelular ([Ca?*]i) inducida
por tapsigargina (0.5 uM) en células de luteoma y SPO. Las curvas
representan el promedio de 6-7 experimentos. Al minuto 2 se
administro tapsigargina.

Ante la falta de respuesta en las células de luteomas a los ligandos especificos
de membrana empleados, decidimos probar el efecto de otros agentes que
movilizan calcio intracelular a través de la estimulacion de fosfolipasa C, en
ambos tipos celulares. El estimulo con dos dosis de ATP (1 y 100 uM), provoco
la movilizacion de calcio intracelular tanto en células SPO como en las de
Luteomas (Fig. IV.6). Lo mismo ocurri6 luego de la administracion de AVP en

la suspension celular (Fig. IV.7).
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Figura IV.6. Dosis respuesta en la movilizacion de calcio
intracelular ([Ca?']) inducida por ATP en células de luteoma y
SPO. Las curvas representan el promedio de 4 experimentos. El
ATP se administr6 en los minutos 4 (1 uM) y 6 (100 uM).
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Figura IV.7. Movilizacion de calcio intracelular ([Ca?']i) inducida
por AVP (0.5 puM) en células de luteoma y SPO. Las curvas
representan el promedio de 3 experimentos. Al minuto 2 se
administro el estimulo.
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IV.3.3. Inositoles Fosfato en cultivos de células provenientes de
luteomas o de ovarios de ratas prepuberes superovuladas

Los niveles basales de inositoles fosfato totales, incluyendo InsP, InsP; e InsP3,
fueron similares entre las células de luteomas y de SPO. En las células
controles la buserelina (Bus: 100 ng/ml) y el NaF (10 mM) indujeron
aumentos significativos en los inositoles fosfato totales (p<0.01), siendo el NaF
mas potente que la buserelina (p<0.05) (Fig. IV.8). La buserelina en
concentraciones muy bajas (1 ng/ml) fue aun capaz de aumentar
significativamente los niveles de inositoles fosfato en las células SPO,
indicando una dependencia de la concentraciéon en este efecto [Bus (1 ng/ml):
4210 = 380 cpm vs Bus (100 ng/ml): 5970 £ 590 cpm, (n=3), test de Student

apareado: p<0.02]. En las células de los luteomas sélo el NaF fue capaz de

[’H]-Inositoles fosfato (cpm x 10%)
ilinau

Control
Bus
NaF

SFE! LutEoma

Figura IV.8. Efecto de la estimulacion durante 30 minutos con
buserelina (Bus: 100 ng/ml), y NaF (10 mM) sobre los inositoles
fosfato totales (cpm x 10-3) en cultivos primarios de células de
luteoma y SPO. Las células fueron marcadas con 4 pCi [3*HJinositol
y preincubadas con LiCl (20 mM). Los resultados representan el
promedio de 5 experimentos. El analisis de varianza multiple para
medidas repetidas indico interaccion, p<0.01. Para ésta y las
siguientes figuras: *: diferencias significativas entre tipos celulares
para un determinado estimulo. a: diferencias significativas con
respecto a valores control en células SPO. b: significativamente
distinto de niveles control en células de luteoma. En todos los
casos p<0.05 o menor.
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inducir un aumento significativo de los inositoles fosfato totales (p<0.05). El
porcentaje de incremento inducido por NaF en las células SPO fue
significativamente mayor que el observado en las células de luteomas (SPO:
950 t 132 % vs LUTEOMA: 700 106 %, p<0.05). Cuando se analiz6 el efecto
de la buserelina y del NaF sobre los inositoles fosfato individuales (InsP, InsP,
o InsP3), formados al hidrolizarse los fosfatidil inositoles en ambos tipos
celulares, se observo que tanto la buserelina como el NaF inducian aumentos
significativos de cada uno de ellos en las células control (Fig. IV.9).
Nuevamente se observo el efecto dependiente de la concentracion (1 ng/ml y
100 ng/ml) tanto en InsP, InsP; como en InsP; (no se muestra). En las células
de los luteomas el NaF incrementé significativamente los tres inositoles
fosfato, mientras que la buserelina no afecté a ninguno de ellos. Es interesante
observar que el mayor incremento porcentual por sobre los valores basales
inducido por buserelina se observo en InsP;, mientras que el NaF que estimula
la proteina G directamente indujo el maximo aumento porcentual en el InsP;
(Tabla IV.2). Es mas, el aumento porcentual inducido por NaF en InsP; fue
muy similar en ambos tipos celulares (Tabla IV.2).

Tabla IV.2. Porcentaje de incremento en InsP, InsP; e InsP3 con respecto a

los niveles control (100%) en cultivos de células de luteoma y SPO luego de
30 min. de incubacién con diferentes estimulos.

InsP % InsP; % InsP; %
Buserelina 489 + 78*a 736 + 118*a 537 + S56*.a
SPO
NaF 862 + 81*a 638 + 90* 1037 + 78*
Buserelina 165 £ 15 227 + 25 205 + 29
LUTEOMA
NaF 528 + 39* 625 + 159* 925 + 89*

Se realizo analisis de la varianza muiltiple para medidas repetidas para cada
inositol fosfato. *: significativamente diferente del control en cada tipo
celular. a: niveles significativamente distintos de las células de luteoma. En
todos los casos p<0.05 o menor.

133



[’H]-InsP (cpm x 10%)

Figura IV.9. Efectos de buserelina
(Bus: 100 ng/ml) y NaF (10 mM) sobre
InsP (panel superior), InsP. (panel
medio) e InsP; (panel inferior) en
cultivo primario de células de luteoma
y SPO. Iguales condiciones que en la
figura 7. Los resultados representan la
media de 3 experimentos. El analisis
de varianza maultiple para medidas
repetidas indicé interacciéon, p<0.01 o
menor, para cada inositol fosfato.
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Aunque no se observaron diferencias en los niveles basales de los inositoles
totales o de cada uno de ellos por separado, segun el tipo celular, se determiné
una diferencia significativa en los niveles de inositol libre, siendo
aproximadamente 10 veces mayores en las SPO (Fig. IV.10). Esta diferencia no

puede deberse a una distinta incorporacion del inositol tritiado, ya que no se
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observan diferencias a este nivel [LUTEOMA: 300.346 + 27.934 cpm vs SPO:
349.742 + 17.802 cpm, (n=3), ns|; y tampoco a un distinto numero de células
al finalizar el experimento, puesto que el contenido de DNA, medido en los
precipitados luego de la ruptura celular, era como maximo un 25% mayor en
el grupo SPO. Luego de 30 minutos de incubacion con los estimulos solo se
observo un descenso significativo en los niveles de inositol tritiado libre ante el
estimulo de buserelina en las células SPO (Fig. IV.10). Disminuciones en los
niveles de inositol libre en respuesta a agentes que activan la PLC han sido
descriptos anteriormente (Davis y col. 1986). Es interesante también que el
NaF, que indujo la mayor respuesta en inositoles fosfato, no alter6 los niveles

de inositol libre en ningun tipo celular.
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Figura IV.10. Niveles de [®H]inositol libre en células de luteoma y
SPO. Los procedimientos experimentales se detallaron en las
figuras 6 y 7. Los resultados representan la media de S
experimentos. El analisis de la varianza multiple para medidas
repetidas indicé interaccion, p<0.01.

Para determinar si la diferencia en el inositol libre entre los dos tipos celulares
se debia a una incorporacion diferencial del inositol tritiado a los distintos

fosfatidil inositoles de las membranas plasmaticas, éstos se midieron luego de
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extraer el pellet de membranas con metanol/cloroformo por cromatografia en
capa delgada, como fuera descripto previamente (Pignataro y Ascoli 1990a).
Los resultados muestran que la incorporacion de inositol tritiado a fosfatidil
inositol (PI) esta especificamente aumentada en las células de los luteomas
con respecto a las SPO (radiactividad del inositol tritiado incorporado a PI
respecto de la radiactividad total incorporada a fosfolipidos (en %): luteoma:
35.1 £ 1.1 vs SPO 21.9 £ 1.0, p<0.05). Este aumento del inositol incorporado
al PI en las células de luteomas justificaria los bajos niveles de inositol libre

cuantificado en las mismas.
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IV.4.Discusién

En los capitulos anteriores hemos establecido la participaciéon del GnRH en el
control de la funcién endocrina de estos tumores experimentales, indicando
un efecto directo sobre el mismo ademas de su efecto a través de la
modulacién de gonadotrofinas. Las células de los luteomas fueron mas
sensibles a la inhibiciéon del GnRH sobre la produccion de progesterona
inducida por un estimulo de LH, que las células liteas control, en las
condiciones experimentales estudiadas. Las diferencias encontradas entre
ambos tejidos, nos impulsaron a estudiar las causas de las mismas,
particularmente a nivel de los receptores y de los mecanismos de accién del
decapéptido en los tejidos ltiteo control y luteoma.

En tejido ovarico ya han sido descriptos receptores para GnRH (Harwood y col.
1980a; Peng y col. 1994; Whitelaw y col. 1995) y nosotros hemos determinado
su presencia en los luteomas experimentales (Capitulo IlII). En este ultimo
capitulo el interés fue comparar el namero y la afinidad de los receptores para
GnRH en los tumores con respecto al tejido control (ovarios de animales
prepuberes y ovarios de animales prepuberes superovulados por estimulacion
con gonadotrofinas, tejido luteo clasico). Se observaron diferencias
significativas entre los grupos en el nimero de sitios del receptor, aunque no
en sus Kds. El numero de receptores de GnRH ovarico en los animales
prepuberes sin estimulacién gonadotréfica fue significativamente mayor que
en aquellos con tratamiento de gonadotrofinas. Esto esta de acuerdo con
resultados previos que indican que durante la maduracién sexual se
encuentran sitios de union de GnRH en ovario a los diez dias de edad y
alcanzan niveles maximos al dia 20, declinando posteriormente a niveles
constantes en la edad adulta (60 dias) (Harwood y col. 1980a). Coincide

también con las observaciones realizadas en hipéfisis, donde la presencia de
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receptores es maxima en el periodo previo al desarrollo puberal (Dalkin y col.
1981; Lacau-Mengido y col. 1998; White y Ojeda 1981). Por otro lado, el
numero de receptores en el tejido del luteoma fue significativamente mayor
que en los ovarios provenientes de las ratas prepuberes tratadas con PMSG-
hCG, a pesar de que ambos tejidos se encuentran bajo la influencia de niveles
de gonadotrofinas muy elevados. La diferencia encontrada en el numero de
receptores podria justificar una mayor sensibilidad de las células del luteoma
a la accion del GnRH. Teniendo en cuenta las observaciones efectuadas en el
capitulo anterior, es importante destacar que en el tumor, el numero de
receptores de GnRH por mg de tejido no aumenta con respecto al ovario en
estro implantado inicialmente, sino que se mantiene constante a pesar de los
altos niveles de gonadotrofinas existentes en estos animales. Esto muestra
una diferencia con lo que ocurre en el tejido control, donde el numero de
receptores de GnRH en los ovarios prepiberes cae muy significativamente
luego del tratamiento con PMSG-hCG.

Siguiendo con estos estudios, se analizaron los efectos del GnRH sobre el
aumento de los segundos mensajeros clasicamente generados por el péptido:
inositoles fosfato y calcio (Leung y Steele 1992; Leung y Wang 1989; Lahav y
col. 1988). El objetivo fue establecer si el incremento en el numero de
receptores estaba asociado a un aumento en la formacion de segundos
mensajeros. La buserelina, en una dosis que fuera maxima para ejercer su
accion endocrina, indujo una respuesta tipica en movilizacién de calcio en las
células control SPO, coincidiendo con resultados de otros laboratorios
(Anderson y col. 1996; Rodway y col. 1991; Currie y col. 1992).
Sorprendentemente, en las células tumorales no se observé respuesta alguna.
Por otro lado, un estimulo maximo de hCG fue capaz de inducir un incremento

transitorio de calcio en las células SPO, aunque de menor intensidad que el
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inducido por buserelina. El efecto de LH (6 hCG) sobre la movilizaciéon de
calcio es controvertido. Si bien el mecanismo clasico de la accion de LH
implica la estimulacién de adenilato ciclasa y la consecuente produccion de
AMPc (Leung y Steele 1992), la regulaciéon por LH de la esteroidogénesis puede
ser ejercida a través de la estimulacion de miltiples vias. La activacion de la
PLC y los incrementos del calcio intracelular han sido involucrados en la
acciéon de gonadotrofinas en el ovario en distintas especies incluyendo ratén,
cerdo, gallina y bovinos (Davis y col. 1987; Asem y col. 1987; Flores y col.
1991; Gudermann y col. 1992). En otras especies como oveja y rata la LH no
mostro la induccién de picos transitorios de calcio en el ovario (Wiltbank y col.
1989; Wang y col. 1989; Davis y col. 1986), aunque se observaron
incrementos en la formacién de InsP; luego del tratamiento con LH (Davis y
col. 1989; Jacobs y col. 1991). En nuestras condiciones experimentales, hCG
indujo incrementos de calcio intracelular significativos en células SPO a
distintas concentraciones (1x10-12 a 1x109 M, no representado). Nuevamente
no observamos efectos sobre el calcio intracelular en las células tumorales por
la estimulacion con hCG. Para evaluar la posibilidad de que la falta de
movilizacién de calcio en las células del luteoma se debiera a una deficiencia
en la disponibilidad de Ca?* en los depositos intracelulares, se ensayaron las
células en presencia de tapsigargina. La tapsigargina es un inhibidor
especifico de la bomba Ca2+-ATPasa del reticulo endoplasmico (Putney y Bird
1993) y por lo tanto induce aumento del calcio citosélico debido a la salida de
calcio de los compartimentos intracelulares, por un mecanismo independiente
de la activacién de PLC. En células ovaricas de rata se observo induccién de la
liberacién de calcio por esta droga (Anderson y col. 1996; Pepperell y Behrman
1990). En nuestro caso, ambos tipos celulares respondieron a 0.5 uM de

tapsigargina mostrando incrementos de calcio intracelular. Los niveles
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alcanzados en las células de luteomas fueron significativamente mayores que
los observados en células SPO, indicando que las reservas de calcio sensibles
a tapsigargina en células de luteoma se encuentran aumentadas con respecto
a las células control. Por lo tanto, esta resistencia al incremento de los niveles
de calcio intracelular podria ser una adaptacién de las células de los luteomas
para mantener los niveles de calcio bajos. De hecho, incrementos de calcio
intracelular, producidos por GnRH o PGF,,, se han propuesto como inductores
de muerte celular en tejido ovarico (Niswender y col. 1994; Billig y col. 1994;
Sawyer y col. 1990), lo cual impediria el crecimiento tumoral. Sin embargo,
mediante el empleo de ATP y AVP, pudimos demostrar que la fosfolipasa C se
mantiene activa en las células de los luteomas. Tanto el ATP (Morley y col.
1994; Morley y col. 1996) como el AVP (Ascoli y col. 1989) han sido descriptos
como agentes inductores de calcio actuando a través de la PLC sobre el calcio
del reticulo endoplasmatico; y fueron capaces de producir un pico transitorio
de calcio en nuestro modelo tumoral. De esto se deduce que la falta de
respuesta de Ca?* es especifica ante determinados estimulos como los citados
arriba.

En las células del luteoma, la falta de respuesta a buserelina, en cuanto a
movilizacién de calcio, no es una observacién aislada dado que coincide con
nuestros resultados sobre la hidrélisis de fosfolipidos. Ain cuando ambos
tipos celulares tienen niveles basales similares de inositoles fosfato, el agonista
de GnRH y el NaF inducen incrementos significativos en células SPO mientras
que sdlo el NaF puede lograrlo en las células tumorales. EI NaF es un
activador de las proteinas G acopladas a fosfolipasa C como sustituto para
una guanosina trifosfato endégena (Davis 1992; Davis y col. 1989). Por
consiguiente, la activacion de la hidrélisis de fosfolipidos inducida por este

agente en células de luteoma confirma que la fosfolipasa C se encuentra
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activa. Mas aun, cuando se expresan los resultados como porcentaje del nivel
control, la cantidad de InsP; formada fue idéntica en células de los luteomas y
de SPO ante la estimulacion con NaF. En las células tumorales, la ausencia de
formaciéon de InsP; en cantidades significativas, en respuesta a buserelina
correlaciona con la falta de movilizaciéon de calcio observada en dichas células
bajo este estimulo. En las células SPO control, la buserelina indujo un
incremento dependiente de la concentracion en los tres inositoles fosfato, de
acuerdo a lo esperado segun la liberacion de calcio observada con este
tratamiento.

Vistos en conjunto, estos resultados sugieren un desacople de los receptores
de membrana de GnRH y LH de la PLC en las células de los luteomas, como se
evidencia por la falta de respuestas tanto en calcio como en inositoles fosfato.
Esto implica que la inhibicién ejercida por el GnRH sobre la secreciéon de
progesterona inducida por LH en estas células, observada en el capitulo IV,
probablemente no se encuentra mediada por la clasica activacion de PLC por
GnRH, como fuera sugerido para las células luteas control (Leung y Steele
1992; Leung y Wang 1989; Niswender y col. 1994; Rodway y col. 1991; Davis y
col. 1986; Lahav y col. 1988). Ademas de la generacion de inositol(es) fosfato
que movilizan calcio y de DAG que activa la PKC, han sido propuestos
mecanismos alternativos para la accion del GnRH. Se observé que el GnRH
causa la acumulacién de acido araquidénico en células ovaricas (Minegishi y
Leung 1985; Minegishi y col. 1987). El acido araquidénico puede ser generado
por dos caminos diferentes: por la accién consecutiva de PLC y lipasa de DAG,
o a través de la accién de fosfolipasa Az (PLA2) sobre la posicion sn-2 de varios
fosfolipidos. PLA; se encuentra en el ovario (Wu y Carlson 1990; Bonney y
Wilson 1993; Kol y col. 1997) y se ha demostrado que el GnRH es capaz de

activar tanto la via de PLC como de PLA; (Minegishi y Leung 1985; Minegishi y
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col. 1987; Kawai y Clark 1986). Se ha sugerido que los incrementos de acido
araquidonico inducidos por PLA; pueden aumentar los niveles de progesterona
(Wang y Leung 1988), aunque por otro lado un incremento en la actividad de
PLA; provoca una disminucién en la secrecion de progesterona en la prenez
tardia (Wu y Carlson 1990).

Otro mecanismo propuesto para la accién del GnRH, es la activacién de PLD,
con el consecuente incremento de acido fosfatidico (PA) (Liscovitch y
Amsterdam 1989). Entre otros efectos, PA puede ser convertido en DAG, sin
un aumento concomitante de InsP;; y DAG ha sido implicado en la activacién
de PKC (Goin y col. 1993; Nishizuka 1984) Esta ultima, a su vez, esta
postulada como responsable de la inhibicién de la secrecién de progesterona
inducida por LH (Hsueh y Jones 1981).

En la literatura se encuentran diversos ejemplos que muestran que un
receptor puede estar desacoplado de un sistema de segundos mensajeros,
permaneciendo aun activo otro sistema acoplado al mismo. Davis (1992),
mostré que aunque el éster de forbol TPA, un activador de PKC, inhibe las
acciones provocadas por la estimulacién del receptor de LH sobre el recambio
de fosfolipidos, no impide la acumulacién de AMPc y progesterona inducida
por la activacion de dicho receptor en células liteas bovinas. Otro ejemplo
presentado por McCann y Flint (1993), muestra que el tratamiento de tejido
lateo ovino con toxina pertussis inhibe la accion de PGF;, sobre PLC, en tanto
que el efecto inhibitorio de la PGF2, sobre la adenilato ciclasa estimulada por
LH esta conservado. Por consiguiente, es posible que mientras los receptores
de GnRH podrian estar desacoplados del sistema de PLC en las células de los
luteomas, podrian estar aun acoplados a otros sistemas generadores de

segundos mensajeros, como PLA; o PLD, para producir los efectos
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antigonadotroficos observados. Posteriores estudios seran necesarios para
determinar cudl es la/s via/s que esta involucrada.

Mientras la incorporacion de [3H]inositol fue similar en ambos tipos celulares,
se observo una diferencia altamente significativa en los niveles intracelulares
de [3H]inositol libre. Dichos niveles fueron aproximadamente diez veces
superiores en las células SPO con respecto a las células del luteoma,
marcando una alteraciéon interesante en el metabolismo de inositoles en estas
células tumorales. Hemos observado un incremento importante en los
fosfatidil inositoles de membrana en células de Iluteomas, cuando son
comparados con células luteas control, lo cual podria explicar la diferencia
encontrada en [3H]inositol libre. Un metabolismo anémalo de los
fosfoinositidos en células tumorales fue informado previamente, como por
ejemplo en la linea celular MA10 proveniente de un tumor de células de Leydig
(Pignataro y Ascoli 1990a; Pignataro y Ascoli 1990b). El metabolismo
particular de los fosfoinositidos en células de los luteomas sera tema de
futuras investigaciones.

En conclusién, nuestros datos proveen una clara evidencia de que la
transformacioén del ovario en un luteoma implica la adquisicion de nuevas
caracteristicas en los receptores y sistemas de segundos mensajeros
acoplados, en comparacion con el tejido liteo control. Las células del luteoma
poseen receptores de GnRH que no disminuyen ante la hipergonadotrofinemia,
pero que se encuentran desacoplados de su clasico sistema generador de
segundos mensajeros: la fosfolipasa C. La incorporaciéon del inositol a los
fosfolipidos de membrana se encontraria también notoriamente alterada en
dichas células. La mayor intensidad en la inhibicion de la secreciéon de
progesterona provocada por un analogo de GnRH en células de luteoma

tratadas con LH con respecto a células SPO, descripto anteriormente, podria
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deberse a un numero incrementado de receptores de GnRH, aunque
probablemente acoplados a otros sistemas generadores de segundos

mensajeros en los que no participarian ni los inositoles fosfato, ni el calcio

intracelular.
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1)

2)

3)

4)

S)

Conclusiones

Los luteomas experimentales poseen un mayor numero de
receptores de GnRH que los ovarios control (SPO), lo que podria

justificar el mayor efecto hormonal en este tejido.

Los receptores para GnRH en las células de los luteomas se
encuentran desensibilizados:
e A pesar de tener mayor numero de receptores, la liberacién de
calcio por buserelina esta inhibida.
e No se observa aumento de inositoles fosfato ante el estimulo

con el analogo de GnRH.

En las células de los luteomas, tanto la proteina G como la PLC se
encuentran activas, como lo evidencian la estimulaciéon con NaF,

AVP o ATP.

La falta de movilizacién de calcio por hCG en los luteomas, indica

que sus receptores sufren "downregulation” o desensibilizacién.

En los luteomas, las alteraciones descriptas en la via de segundos
mensajeros del GnRH no explican el mayor efecto endocrino

observado.
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Discusion General



En los estudios aqui presentados empleamos como modelo de investigacion,

un tumor experimental ovarico. El mismo se desarrolla a partir del injerto de

un ovario en el bazo de una rata hembra adulta castrada bilateralmente. La

nueva situacién anatémica en la que se encuentra la gonada determina una

regulacién neuroendocrina particular. El ovario injertado secreta a la sangre

portal hepatica. Consecuentemente, los esteroides son inactivados en el

higado. La falta de retroalimentacién negativa de las hormonas gonadales lleva
a la hipergonadotrofinemia, la que provoca el desarrollo y mantenimiento de
un tumor hiteo.

Hemos caracterizado el modelo en lo que respecta a su crecimiento,

agresividad (o malignidad), patron hormonal que desarrolla el animal por su
presencia y los mecanismos implicados en la regulacion del crecimiento y
secreciéon tumoral.

Los resultados indican que los luteomas son benignos (por lo menos en los
tiempos estudiados) y no modifican la apariencia de los animales portadores ni
su sobrevida.

Se clasificaron estos tumores segun diversas caracteristicas encontrandose
que los niveles de gonadotrofinas eran los que mejor definian los dos tipos de
tumores encontrados. En la mayoria de los casos se trat6 de animales con
gonadotrofinas altas y tumores Grandes; se observd la existencia minoritaria
de animales portadores de luteoma en los cuales no se produjo en ningin
momento la hipergonadotrofinemia esperable. Coincidiendo con esta
observacién los tumores desarrollados en esas ratas alcanzaron un volumen
significativamente menor (grupo Pequerio). El mecanismo que controla el
desarrollo de los tumores Pequerios no es tan claro, por lo tanto se centralizo

el estudio en los tumores Grandes.
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El patréon de secrecion de FSH en los animales con tumor Grandes es muy
llamativo y segin estudios preliminares a tiempos cortos podria
correlacionarse inversamente con los niveles de inhibina, factor producido por
el ovario y también por el tumor, que inhibe la sintesis y secreciéon de FSH.

Se encontraron diferencias en la secrecién esteroidogénica basal con respecto
al ovario normal que estaria indicando una posible alteraciéon en las vias de
sintesis de esteroides en los luteomas.

Determinamos efectos antitumorales del GnRH, puesto que el tratamiento
cronico con buserelina (analogo de GnRH) redujo marcadamente la aparicion
de tumores e inhibié su crecimiento.

La eficiencia del tratamiento de los luteomas con buserelina se debe a su
accion a dos niveles: 1) hipofisario, por la disminucién en el numero de sus
receptores y la supresion de LH y FSH y 2) tumoral, dada la existencia de
receptores para GnRH en el tejido, aun en presencia de altas gonadotrofinas,
haciendo del modelo un importante elemento para el estudio de los efectos
antitumorales del GnRH. La accién directa del decapéptido se puso en
evidencia por la inhibicion que produce la buserelina sobre la secreciéon de
progesterona inducida por LH. Dicha inhibicién, de mayor magnitud que en el
tejido control, mostré una diferencia en la sensibilidad al GnRH entre los
luteomas y el tejido lateo control.

El mecanismo de accién clasico postulado para el decapéptido es a través de la
activacién de la fosfolipasa C (PLC), induciendo la formacién de inositoles
fosfato y diacilglicerol DAG, con posterior movilizaciéon de calcio intracelular.
El estudio de los mecanismos de accién del GnRH puso en evidencia
alteraciones en los sistemas generadores de segundos mensajeros acoplados a
su receptor en el tejido tumoral (ausencia de movilizaciéon de calcio y de

formacién de inositoles fosfato). Comprobamos la presencia de reservas de
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calcio dentro del reticulo endoplasmico en las células tumorales y su
movilizacion con agentes inductores de PLC, avalando la hipétesis de un
desacople del receptor de GnRH a la activacion de la fosfolipasa C. Los efectos
encontrados sobre la secrecién esteroidea se deberian a la activacion de
alguna via alternativa de segundos mensajeros que queda aun por determinar,
y que podria ser, por ejemplo, la activaciéon de la via de fosfolipasa A; y/o de

fosfolipasa D.

El tumor experimental ovarico empleado en nuestros trabajos es un modelo
adecuado para profundizar sobre los mecanismos involucrados en el
desarrollo y la regulacion de algunos tumores ovaricos, particularmente los
que se desarrollan en respuesta a la hipergonadotrofinemia y presentan
actividad endocrina. El importante efecto inhibitorio que demostré el analogo
de GnRH sobre el desarrollo de este tumor experimental de ovario sugiere un
potencial uso de este tipo de tratamiento, no agresivo ni toxico, en tumores de
ovario hormono-dependientes. El modelo provee ademas gran cantidad de
tejido luteinizado que permite estudiar distintos aspectos de su fisiologia,
bioquimica y morfologia en profundidad.

Es importante destacar que los trabajos aqui presentados abarcan estudios
que van desde el animal entero, con sus mecanismos neuroendocrinos
funcionales, hasta experimentos in vitro que aclaran aspectos subcelulares del

problema planteado.
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1)

2)

3)

4)

S)

6)

Conclusiones Generales

Los luteomas son benignos y no modifican la apariencia de los

animales portadores ni su sobrevida.

La mayoria de los tumores cursan con gonadotrofinas elevadas
(Tumores Grandes). Existe una minoria de animales portadores de
luteoma en los cuales las gonadotrofinas no aumentan,

desarrollandose tumores de menor tamarno (Tumores Chicos).

Los luteomas secretan inhibina, postulada como marcador tumoral,
y esta seria un factor importante en la regulaciéon de la secrecion de

gonadotrofinas fundamentalmente FSH.
La esteroidogénesis estaria alterada en este modelo.

El tratamiento crénico con un analogo de GnRH tiene un claro
efecto antitumoral, mediante la inhibicion de gonadotrofinas y
efectos directos sobre el tumor.

El tejido tumoral presenta receptores para GnRH que estan
desacoplados de la via clasica de segundos mensajeros:

fosfolipasa C.

///T
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