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Resumen

El objetivo de esta tesis fue el estudio de distintos aspectos de la biologia y fisiopatologia
de un tumor ovarico experimental altamente luteinizado (luteoma). Se analizaron
parametros relacionados a la proliferacion celular, apoptosis, capacidad de sintesis
esteroidogénica y de secreciéon del tumor. Se hall6 que el luteoma se desarrollaria
preferentemente por hipertrofia y proliferacion de células foliculares y una marcada
ausencia de apoptosis. Ademds se detectd la sintesis de las distintas subunidades de
inhibina a lo largo de 7 meses de desarrollo tumoral; se evidenciaron patrones fluctuantes a
lo largo del tiempo para las subunidades B, que correlacionan estrechamente con los niveles
séricos de FSH, demostrando asi que tejido altamente luteinizado es capaz de producir
inhibinas. Posteriormente, se estudi6 el camino de sefializacién de un analogo superactivo
del GnRH, Buserelina, en células provenientes del luteoma, evidenciando que el camino
clasico de transduccidn de sefiales acoplado al receptor de GnRH se encontraba alterado y
hallandose los caminos altemativos activados por el decapéptido. Por otro lado, se puso de
manifiesto la expresion del mRNA y del péptido de GnRH en células del luteoma,
postulandose para el mismo un papel autocrino/paracrino en dicho tejido. Finalmente,
evaluamos el efecto de drogas inmunosupresoras, Ciclosporina A y Dexametasona, sobre el
desarrollo del tumor in vivo en comparacion con animales con operacién ficticia (Sham) a
lo largo de 7 semanas. Los resultados indicaron que, a pesar de ser efectiva la
inmunosupresion inducida por estas drogas sobre variables inmunologicas, las mismas no
afectaron el desarrollo tumoral. A diferencia de los animales portadores del tumor, en
animales Sham la Ciclosporina A indujo efectos sobre varios parametros, sugiriendo la
presencia de factor/es secretado/s por el tumor que impiden o compensan algunas de las
acciones de la droga.

Estos estudios aportaron nuevos conocimientos acerca de caracteristicas relacionadas al
desarrollo y capacidad de sintesis y secrecion del luteoma, como asi también de caminos de
sefializacion del receptor de GnRH y comportamiento del tumor bajo tratamiento con
drogas inmunosupresoras.
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Proliferacion celular/apoptosis

Inhibinas

Expresién de GnRH

Segundos mensajeros activados por GnRH
Inmunosupresién



Summary

The aim of this thesis was to study different aspects regarding the biology and
physiopathology of a highly luteinized experimental ovarian tumor (luteoma). Parameters
related to cellular proliferation, apoptosis, steroidogenic capacity and tumor secretion were
analyzed. These demonstrated that tumors develop mainly due to proliferation of follicular
cells, while a marked absence of apoptosis was also observed. In addition, synthesis of
inhibin subunits was detected along 7 months of tumor growth, showing fluctuating
expression of B subunits along development, tightly correlating with serum FSH levels. It
was thus demonstrated that highly luteinized tissue is able to produce inhibins. The
signaling pathways of a superactive analog of GnRH, Buserelin, were studied in luteoma
cells, showing that the classical transduction system coupled to the GnRH receptor was
markedly altered and describing the altemate pathways activated by the decapeptide in
luteoma cells. Moreover, the expression of the GnRH mRNA and peptide was evidenced in
luteoma cells, suggesting a possible role as an autocrine/paracrine modulator. Furthermore,
the effects of immunosuppressive drugs such as Cyclosporine A and Dexamethasone were
evaluated on in vivo tumor growth in comparison to Sham-operated animals along 7 weeks
of treatment. Results showed that even though the drug-induced immunosuppression was
evidenced on immunological variables, tumor growth was not altered. Marking a difference
with tumor-bearing rats, in Sham animals Cyclosporin A affected various parameters,
suggesting tumor secreted factor/s which would inhibit or compensate some of the drug’s
actions.

These studies have contributed new understanding concerning tumor characteristics related
to tumor growth, synthesis and secretion capacity as well as different signaling pathways
activated by GnRH and tumor behavior under immunosuppression.
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Abreviaturas
32p: isétopo de fosforo radiactivo
*H: tritio
3B-HSD: 3p-hidroxiesteroide deshidrogenasa/A®,A* isomerasa
ANOVA: anilisis de varianza
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Ca™:ion calcio
CREM: modulador del elemento respondedor a AMPc
CsA: Ciclosporina A
CX43: connexin 43
Da: Dalton
DAG: diacilglicerol
DEPC: dietilpirocarbonato
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dUTP: deoxiuridinatrifosfato
FSH: hormona foliculo estimulante
FSK: forskolina
G3PDH: gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa
hCG: gonadotrofina coriénica humana
HDL: lipoproteina de alta densidad
IBMX: 3-isobutil-1-metilxantina
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PCNA: antigeno nuclear de proliferacion celular
PCR: reaccién en cadena de la polimerasa

PGF2a.: prostaglandina F2a



PHA: fitohemaglutinina

PKA: proteina kinasa A

PKC: proteina kinasa C

PLA,: fosfolipasa A;

PLC: fosfolipasa C

PLD: fosfolipasa D

PMA: 12-miristato 13-acetato de forbol

p-MAPK: MAPK fosforilada

PMSG: gonadotrofina de yegua prefiada

PRL: prolactina

PTX: toxina de Pertussis

RIA: radioinmunoandlisis

RNAm: RNA mensajero

RT: transcripcion reversa

SNAP-25: proteina asociada a sinaptosomas de 25 kDa
StAR: proteina de la regulacion esteroidogénica aguda
t-MAPK: MAPK total

TPA: 13-acetato-12-O-tetradecanoil forbol

TUNEL: terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end labeling
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Parte I: Introduccion y antecedentes



Introduccion general



A. Eje hipotalamico-hipofisario-ovarico

El hipotdlamo juega un papel fundamental en la regulacion hormonal de la funcion
reproductiva femenina (Carr,.1994). Actualmente se cree que el foliculo destinado a ovular
inicia una secuencia de eventos coordinados durante el ciclo menstrual, el cual depende de
la unidad hipotalamo-hipofisaria.

El hipotdlamo esta conectado con la hipdfisis por el sistema de vasos porta, que transporta

las neurohormonas desde el cerebro hacia la glandula (Fig. 1).

SNC
HIPOTALAMO

|
GnRH

v

HIPOFISIS
Pars Distalis

Estrégenos
Gestagenos

} Hormonas Esteroideas Hormonas Proteicas: Inhibina

intraovaricos

Figura 1: Eje hipotélamo-hip(’)ﬁso-gonz;dal. Las flechas grises representan regulaciones
ovaricas positivas o negativas del eje.




La direccién principal del flujo sanguineo es desde el hipotalamo hacia la hipéfisis, aunque
también existe un flujo retrégrado, el cual constituye un pequefio circuito de
retroalimentacién negativa desde la hip6fisis hacia el hipotdlamo.

El principal factor liberador hipotalamico que regula la funcidon reproductiva es el GnRH,
un decapéptido. A pesar de que originalmente se haya sugerido la existencia de hormonas
liberadoras diferentes para LH y FSH, la opinién actual predominante es que GnRH es la
hormona liberadora de ambas gonadotrofinas. La liberacion hipotalimica de GnRH esta
influenciada por neuronas de otras regiones del cerebro, cuyas terminales finalizan en el
hipotdlamo. Brevemente, y dependiendo de las circunstancias fisiologicas vy
fisiopatologicas, la epinefrina y norepinefrina incrementan la liberacion de GnRH; GABA
y péptidos opioides enddgenos son inhibitorios, mientras que dopamina y serotonina
pueden ser inhibitorias o estimulatorias dependiendo del estado endocrino. La neurona
decapeptidérgica integra los estimulos facilitadores e inhibitorios, y libera en respuesta el
neuropéptido. El GnRH es liberado en forma pulsitil, lo cual induce la secrecion episddica
de LHyFSH.

El GnRH regula: 1) la sintesis y el almacenamiento de gonadotrofinas, 2) la movilizacién
de las gonadotrofinas desde las reservas hacia un pool facilmente liberable y 3) la
liberacion inmediata de gonadotrofinas. FSH y LH son secretadas en forma coordinada para
regular el crecimiento folicular, la ovulacién y el mantenimiento del cuerpo luteo. Como
fuera mencionado previamente, la liberacion de FSH y LH requiere de una constante
liberacion pulsatil de GnRH por el hipotalamo. Ademas, la liberacion de LH y FSH esta
afectada positiva y negativamente por estrogenos y progesterona. Tanto los estrogenos

como la progesterona estimulan o inhiben la liberacion de gonadotrofinas dependiendo de



la concentracion y duraciéon de la exposicion de la hipofisis a los esteroides, y de las
circunstancias fisiolégicas o experimentales.

Ademas de las hormonas esteroideas, por lo menos tres hormonas proteicas gonadales
modulan la liberacion de FSH: activina, inhibina y folistatina. La activina estimula la
sintesis y secrecion de FSH, mientras que la inhibina y la folistatina suprimen FSH por
mecanismos diferentes.

Retroalimentacion negativa de gonadotrofinas: los estrogenos ejercen un efecto inhibitorio
tanto en el hipotdlamo como en la hipofisis. La inhibicion de la secrecion de FSH y LH
ocurre a bajos niveles de estrogenos pero es mas completa a altos niveles. Progesterona a
altas concentraciones inhibe a FSH y LH principalmente a nivel hipotaldmico. Como
hemos mencionado anteriormente, tanto la inhibina como la folistatina inhiben
selectivamente la secrecion de FSH.

Retroalimentacion positiva de gonadotrofinas: ademas de una retroalimentaciéon negativa,
las hormonas gonadales ejercen un efecto positivo sobre la secrecion de gonadotrofinas. La
retroalimentacion positiva es el evento previo en la induccién del pico de LH requerido
para iniciar la ovulacion, y estd gatillada por un incremento abrupto en los niveles
plasmaticos de estrogenos. Dos hechos son esenciales para posibilitar este mecanismo: una
concentracion de estradiol mayor a 200 pg/ml en la mujer 6 50 pg/ml en rata y persistencia
de estos niveles elevados de estradiol por al menos 48 a 50 hs en humanos 6
aproximadamente 12 h en la rata. La progesterona o alguno de sus metabolitos participarian
en el desencadenamiento del pico de FSH en la mitad del ciclo. Ademas, la progesterona, a
bajas concentraciones, estimula la liberacion de LH, pero sélo luego de una prolongada
exposicion de la hipéfisis a los estrogenos. La secrecion de activina por las células de

granulosa y también la sintetizada localmente en la hipéfisis estimulan la secrecion de FSH.



Control gonadotrofico de la esteroidogénesis

Ambas FSH y LH son requeridas para la sintesis de estrogenos, y la cantidad de estrogenos
producidos depende de la exposicion relativa a cada gonadotrofina, luego de haberse
alcanzado las dosis efectivas minimas de cada una de ellas. FSH es requerida para la

maduracion y crecimiento del foliculo (Fig. 2), y los receptores de FSH estan presentes

Folicuio
Terciario

B ~ 5
Foliculos Primarios Células Luteinizadas

Figura 2: Corte del ovario de rata, en el cual se observan distintos estadios de desarrollo
folicular, hasta la ovulacion, formacion del cuerpo luteo y regresion del mismo. Modificado
de: Freeman ME (1994).




exclusivamente en las células de la granulosa. La secrecion incrementada de estradiol
promueve una mayor proliferacion de las células de granulosa y crecimiento folicular y un
incremento en el numero de los receptores de estradiol, incluyendo los receptores de
estradiol en las células de granulosa. En el foliculo maduro, FSH conjuntamente con el
estradiol causa un incremento en el nimero de receptores de LH en las células de
granulosa. LH actda sobre estas células a través de estos receptores para aumentar la
secrecion de progesterona, la cual entonces incrementa la liberacion de FSH y LH en la
mitad del ciclo. Estas observaciones enfatizan la importancia de las acciones autocrinas y

paracrinas de los esteroides.



B. Desarrollo del cuerpo liteo

El pico preovulatorio de gonadotrofinas induce la ovulacion y la diferenciacion de las
células foliculares residuales, las cuales forman el cuerpo liteo y comienzan a producir
progesterona a elevadas tasas (Niswender et al., 2000). Antes de producirse este evento, el
esteroide secretado principalmente por el ovario es el estradiol. Las células de la granulosa
y de la teca del foliculo producen coordinadamente estrogenos. Las células de la teca
expresan las enzimas necesarias para convertir colesterol a andrégenos pero carecen de las
enzimas necesarias para convertir androgenos a estradiol (aromatasa). Por otro lado, las
células de granulosa producen progesterona pero son incapaces de convertir pregnenolona o
progesterona a androgenos (1 7a-hidroxilasa). Sin embargo, las células de granulosa son
capaces de convertir androgenos a estradiol. Entonces los andrégenos producidos por las
células tecales son aromatizados a estradiol por las células de granulosa. El estradiol es
importante como mitégeno y estimula la division de las células de la granulosa. El pico
preovulatorio de LH resulta en la luteinizacion de las células de la granulosa y de la teca, y
altera el camino esteroidogénico, tal que progesterona es la principal hormona esteroidea
producida por cada uno de estos tipos celulares luego de la luteinizacion. Sin embargo, los
cuerpos luteos de numerosas especies, incluyendo humanos, cerdos y ratas, retienen la
capacidad de producir estradiol.

La sintesis de progesterona es la via esteroidogénica mas sencilla en el ovario (Fig. 3). La
diferenciacion a células capaces de producir progesterona a altas tasas estd acompaiiada por
una expresion incrementada de las enzimas necesarias para la conversidn de colesterol a

progesterona, por ejemplo, el complejo enzimatico citocromo P-450scc (P-450scc) y 3B-
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hidroxiesteroide deshidrogenasa/A’,A* isomerasa (3-HSD) y disminucién de la expresion
de las enzimas que convierten progesterona a estrogenos, por ejemplo citocromo P-450

1 7a-hidroxilasa y citocromo P-450 aromatasa.

LDL-R HDL-PB \

Esteres
Colesterol — de

colesterol

Mitocondria

Colesterol

P'4508CC L

Pregnenolona

3BHSD v
K Progesterona /
v

Figura 3: Camino biosintético de la progesterona en una célula litea. Modificado de
Niswender y col. (2000). LDL-R: receptor de LDL. HDL-BP: proteina ligadora de HDL.

Las células luteas derivadas de la teca y de la granulosa dan origen a dos tipos distintos de
células luteas que difieren morfologica y fisiolégicamente. En la mayoria de los primates
no humanos, las células derivadas predominantemente a partir de células de granulosa han
sido designadas como células luteales grandes, y aquellas derivadas de células tecales,
células luteales pequefias. Ademas de células esteroidogénicas, el cuerpo liteo contiene

células endoteliales, fibroblastos, pericitos y células de la sangre.
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C. Camino esteroidogénico en la célula lutea

a) Sustratos esteroidogénicos

El sustrato para la esteroidogénesis es el colesterol (Fig. 3). Bajo condiciones normales, la
mayoria del colesterol utilizado para esteroidogénesis en el cuerpo luteo es obtenido a partir
de la sangre en forma de lipoproteina de baja densidad (LDL) o lipoproteina de alta
densidad (HDL), a pesar de que bajo condiciones de deprivaciéon de lipidos, las células
luteales son capaces de sintetizar colesterol a partir de acetato.

La incorporacion de LDL por las células luteales ocurre mediante un mecanismo de
endocitosis mediada por receptor. Una vez internalizados, los endosomas se combinan con
los lisosomas, permitiendo que el LDL se disocie de su receptor y se hidrolice, generando
colesterol libre disponible para la célula. El receptor de LDL se recicla o se degrada. La
incorporacion de HDL extracelular ocurre luego de su uniéon a una proteina ligadora de
HDL que se encuentra en la membrana plasmatica, y el colesterol es transportado hacia el
interior de la célula por un mecanismo aun no determinado, que pareceria no ser la
endocitosis mediada por receptor.

Una vez que el colesterol libre se encuentra presente en el citoplasma de la célula, puede
ser utilizado para la esteroidogénesis o la formacion de membranas celulares, o puede ser
esterificado con 4cidos grasos para formar ésteres de colesterol por la éster sintetasa y ser
almacenado. La colesterol esterasa hidroliza los ésteres de colesterol almacenados y provee
a la célula de colesterol libre. Este es uno de los primeros pasos en la esteroidogénesis que
esta controlado por caminos de segundos mensajeros. La colesterol esterasa se activa

cuando se fosforila por la proteina kinasa A (PKA).
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b) Transporte de colesterol

La sintesis de todos los esteroides depende del transporte de colesterol hacia la mitocondria
y luego desde la membrana mitocondrial externa hacia la interna, en donde se encuentra el
complejo enzimatico P-450scc que escinde la cadena lateral del colesterol para formar
pregnenolona. El transporte hacia la membrana mitocondrial externa, que constituye la
primera etapa en este proceso, requiere un citoesqueleto intacto, ya que inhibidores de la
funcion de los micortibulos y microfilamentos previenen la acumulacién mitocondrial de
colesterol. El estado de fosforilacion de las proteinas del citoesqueleto influye
probablemente en la tasa de transporte del colesterol. Ademas proteinas ligadoras de
esteroles parecerian tener un papel importante en el transporte de colesterol hacia la
mitocondria. La estimulacién de la esteroidogénesis por hormonas tréficas incrementa el
transporte de colesterol a la mitocondria, éste parece ser un proceso complicado, que no
puede explicarse como una simple difusion de colesterol a través del citoplasma.

El paso limitante en el camino esteroidogénico lo constituye el transporte del colesterol
desde la membrana mitocondrial externa hacia la interna. Este paso seria también el sitio
primario de regulacion aguda positiva y negativa de la esteroidogénesis por sistemas de
segundos mensajeros. Se han identificado dos proteinas de peso molecular semejante
(30.000 Da), cuya sintesis esta asociada con una produccion de esteroides aumentada en
varios tejidos luego de estimulacion hormonal. La fosforilacion de estas proteinas esta
asociada con mayores incrementos de la secrecion de esteroides. Dichas proteinas se
localizan en la mitocondria y se generan a partir de modificaciones postraduccionales de
una proteina de 37.000 Da que contiene una secuencia de localizaciéon mitocondrial. Esta
proteina, denominada proteina de la regulacion esteroidogénica aguda (StAR), es escindida

en sus formas acidica y basica durante su insercion en la membrana mitocondrial. Se ha
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hipotetizado que es durante la insercion de estas proteinas en la membrana mitocondrial,
que el colesterol es transportado hacia el complejo enzimatico que escinde la cadena lateral
del colesterol para formar pregnenolona. Sin embargo, evidencias mas recientes obtenidas
de la delecion parcial del gen StAR en el sitio correspondiente a la secuencia de
localizacién a mitocondria, sugiere que el transporte de colesterol también ocurre con la
proteina mutada. Es por ello, que el rol de la secuencia de localizacion a mitocondria en el
transporte de colesterol no esta atin esclarecida. La funcion critica desarrollada por StAR en
la esteroidogénesis fue claramente documentada por Lin y col. (Lin et al, 1995), quien
demostré que la sintesis severamente reducida de esteroides adrenales y gonadales
observada en pacientes con hiperplasia adrenal lipoide congénita, era debida a mutaciones

en el gen StAR que ocurren naturalmente.

c) Conversion de colesterol a progesterona

Una vez transportada a la matriz mitocondrial, la accion de P-450scc adrenodoxina, y
adrenodoxina reductasa escinden la cadena lateral del colesterol para formar pregnenolona.
La pregnenolona es luego transportada hacia el reticulo endoplasmatico liso, el cual esta
usualmente en estrecha asociacién con la mitocondria, en donde la enzima 3B-HSD
convierte pregnenolona en progesterona. Se cree que luego la progesterona difunde desde la
célula. No hay evidencia que progesterona pueda ser almacenada en grandes cantidades en
el tejido luteal. A pesar de que la progesterona es la principal hormona esteroidea secretada
por el cuerpo liteo, dependiendo de la especie y del estado reproductivo, pueden ser
secretados esteroides adicionales en cantidades significativas. Ademas, se producen y
secretan estrogenos en los cuerpos luteos de los pr'imates y de las ratas durante la fase lutea

del ciclo menstrual o estral, respectivamente.

15



D. Sistema inhibina/activina/folistatina ovarico

Las subunidades de inhibina y activina estan presentes en numerosos tejidos tanto de
organos endocrinos como no endocrinos (Risbridger et al., 2001). Las proteinas diméricas
formadas a partir de estas subunidades son miembros de la superfamilia de factores de
crecimiento y diferenciacion relacionados al TGFp, y fueron aisladas y caracterizadas como
reguladoras de la sintesis y secrecion de FSH. El sistema inhibina/activina/folistatina

ovarico sera tratado en detalle en el capitulo II, en el que fue estudiado.



E. Tumores ovaricos en la rata

Desde el punto de vista de la histogénesis, los tumores ovaricos pueden dividirse a grandes
rasgos en tres clases principales: tumores epiteliales, tumores de los cordones sexuales y

del estroma y tumores de las células germinales (Maekawa,.1990) (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion histologica de los tumores.

1. Tumores epiteliales
Adenoma /Adenocarcinoma quistico
Adenoma/carcinoma tubular
Mesotelioma
2. Tumores de los cordones sexuales y del estroma
Tumor de células de granulosa (benigno/maligno)
Tumor de células tecales (tecoma)
Luteoma
Fibroma
Tumor de células Sertoli-similes
Tumor de células Leydig-similes (tumor de las células intersticiales)
3. Tumores de las células germinales
Teratoma
Coriocarcinoma
Tumor del seno endodermal
Disgerminoma
4. Otros tumores
Hemangioma/hemangiosarcoma
Lipoma
Leiomioma/leiomiosarcoma
Otros tumores estromales
Tumores metastasicos

La mayoria de los tumores ovaricos espontaneos o inducidos en ratas derivan de elementos
de los cordones sexuales y del estroma, mientras que en humanos, los tumores epiteliales
son los mas frecuentes. Waterhouse (Waterhouse,:1976) propone que la hiperestimulacion

del estroma seria un intermediario para el desarrollo de tumores epiteliales, presentando
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concordancia en los factores de riesgo para los tumores del estroma y los epiteliales, en
especial la hipergonadotrofinemia. Los tumores ovaricos inducidos o espontianeos muestran
esencialmente morfologias similares, a pesar de que los inducidos son mas complicados

anatomo patolégicamente.

Tumores de los cordones sexuales y del estroma

Bajo los tumores de los cordones sexuales y del estroma encontramos los tumores de las
células de granulosa, tumores de células de granulosa/teca, tumores de células tecales,
luteomas y fibromas. Los tipos mas comunes de tumores ovaricos en casi todas las cepas de
ratas los constituyen los tumores de células de granulosa o de células de granulosa/teca.
Ellos muestran una variedad de tipos histologicos que van desde tumores de células de
granulosa tipicas a tumores de células de la teca puras. La mayoria de los tumores de
células de granulosa o granulosa/teca son benignos y no evidencian abundantes figuras
mitéticas. Algunos tumores de células de la granulosa contienen células poligonales
grandes con abundante citoplasma eosinéfilo o vacuolado, asemejandose a células luteales.
Cuando los tumores estan constituidos mayoritariamente por células de este tipo, se los
diagnostica como luteomas, sin embargo luteomas tipicos son muy poco frecuentes en rata.
En mujeres se han descripto diversos tipos de tumores de granulosa que, segun su
clasificacion histoldgica, incluyen los subtipos difuso, microfolicular, trabecular, juvenil o
mixto (Palmquist Evans et al., 1995; Coppes et al., 1993; Querleu,.1994; Nogales et al.,
1993). Estos tumores pueden aparecer .en todo el espectro etario dado que se han
diagnosticado casos desde la infancia (edad de 4 afios) hasta la postmenopausia tardia
(Palmquist Evans et al., 1995). Ellos constituyen éproximadamente el 5 % de todos los

tumores oVAaricos.



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 estrégenos, andrégenos o
progesterona.

2) Los tumores de células de la granulosa son potencialmente malignos; si bien en la
mayoria de los casos son de buen pronostico, algunos de ellos pueden comportarse
agresivamente y hacer recidivas luego de varios afios de haberse diagnosticado el tumor
primario. Los calculos sobre su malignidad clinica oscilan entre el 5 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 baja frecuencia. Se encontraron en pacientes con edades comprendidas entre 28 y 74
(promedio: 58.4) aiios, observandose virilizacion en 12-30% de los casos (Hayes and
Scully, 1987). Su aparicion esta correlacionada con dos situaciones fisiolégicas en la mujer:
1) Aunque poco frecuente, en algunos casos durante el embarazo aparecen tumores
ovaricos con células similares a las de granulosa y de la teca luteinizadas presentes en el
cuerpo luteo, denominados luteoma del embarazo (Garcia-Bunuel and Brandes, 1976). Se
trata de un tumor benigno, probablemente como consecuencia de los altos niveles de hCG.
En general, luego del parto los tumores ovaricos involucionan espontaneamente (Joshi and
Dunaif, 1995).

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

dependencia por las gonadotrofinas de la secrecion tumoral (Chico et al., 1995).
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Los resultados de varios estudios indican que los factores endocrinos tienen un papel
importante en el cancer ovarico. La exposicidn mensual a concentraciones importantes de
gonadotrofinas podria promover la proliferacion de células ovaricas malignas (Casagrande
et al., 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 (Waterhousel976a; Vom Saal and Finch, 1986; Rao and
Slotman, 1991; Cramer and Welch, 1983). Ultimamente con las técnicas de fertilizacion
asistida se ha observado también que la hiperestimulacién con gonadotrofinas puede
inducir la aparicion de tumores de ovario principalmente de la granulosa (Willemsen et al.,
1993). La alta concentracion de gonadotrofinas también se ha postulado como causa de
otras patologias ovaricas, como en el sindrome de poliquistosis ovérica donde existe una
secrecion inadecuada de gonadotrofinas, presentando elevados niveles de LH y valores

bajos de FSH, con una excesiva produccion de andrégenos (Yen,.1980).

Teniendo en cuenta entonces, que tanto en la mujer como en animales elevados niveles de
gonadotrofinas sobreestimulan el ovario induciendo la aparicion de tumores ovaricos de
distintos tipos histoldgicos, los cuales en muchos casos son hormono-dependientes, resulta
interesante el estudio de tumores en modelos animales por su posible similitud, en cuanto a

desarrollo y actividad endocrina, con patologias ovaricas humanas.
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Modelo experimental: LUTEOMA
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Descripcion y obtencion del modelo

Nuestro interés por un mayor conocimiento de la fisiologia ovarica y en particular de la
funcion lutea, y la importancia epidemiologica de los tumores ovaricos hormono-
dependientes, nos impulsaron a estudiar los mecanismos que regulan el crecimiento y la
secrecion de un tumor experimental de ovario que se desarrolla en la rata en respuesta a la
hipergonadotrofinemia (Biskind and Biskind, 1944). Para nuestros estudios empleamos este
modelo animal, interesante por su posible similitud con patologias humanas, el cual fue
caracterizado previamente en el laboratorio (Lux et al.,, 1984; Lux-Lantos et al., 1995;

Chamson-Reig et al., 1997; Chamson-Reig et al., 1999a; Chamson-Reig et al., 1999b).

El luteoma se desarrolla al autoimplantar un ovario en el bazo de una rata hembra adulta,
bilateralmente ovariectomizada, en la mafiana del estro. Los esteroides secretados por el
injerto ovarico son volcados a la vena esplénica, pasan por la circulacién portal hepatica,
siendo degradados por el higado. De esta manera la retroalimentacidn negativa, que
normalmente ejercen los esteroides sobre el eje hipotalamo-hipofisario, es abolida (Fig. 4).
Se establece una situacion endocrina similar a la del animal castrado, es decir un marcado
aumento en la secrecion de LH y FSH. El ovario autotransplantado se convierte en un
tumor, como resultado de la constante hiperestimulacion de las gonadotrofinas, que inducen
el crecimiento y la actividad secretora del tumor.

Para la obtencion de los luteomas, se emplearon ratas hembras virgenes adultas de la cepa
Sprague Dawley, del Instituto de Biolegia y Medicina Experimental. Los animales se
encontraban en el bioterio en condiciones controladas de temperatura (22° C) y con un

fotoperiodo de 12 hs (las luces se encienden a las 7.00 hs y se apagan a las 19.00 hs),
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Figura 4: Panel izquierdo: eje hipotalamo-hipéfiso-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 autoinjerté 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.

recibiendo alimento balanceado y agua ad libitum. Los animales fueron operados en la
maifiana del estro, se anestesiaron con ketamina (100 mg/kg de peso corporal, ip), se
extirparon ambos ovarios y uno de ellos se limpi6 de adherencias y del oviducto y se injertd
en el bazo. Luego de determinado tiempo de desarrollo, segin el experimento en cuestion,
los animales fueron sacrificados durante la mafiana, para evitar fluctuaciones circadianas,
de acuerdo con los protocolos de uso de animales del Comité Institucional para el cuidado y
uso de animales de experimentacion (IBYME-CONICET) que sigue los lineamientos del

National Institute of Health de los Estados Unidos.
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Caracteristicas del luteoma

A continuaciéon se describirdn algunas de las caracteristicas histologicas, funcionales y
endocrinas del tumor asi como también de los animales portadores del luteoma (Chamson-
Reig,.1999), las cuales sirvieron como antecedente para los estudios que conforman esta

tesis.

En los animales portadores del injerto ovarico intraesplénico, luego de un mes se observa el
desarrollo de un tumor en el 98% de los casos (Fig. 5). El mismo tiene aspecto de un tumor
solido, que puede presentar estructuras quisticas. La superficie del mismo es irregular,

semejante a un racimo de uvas, generalmente de color amarillento y muy vascularizado.

Figura 5: Seccion longitudinal de un luteoma de un mes de desarrollo (aumento 10X).
Notese la abundancia de cuerpos lateos, pocos foliculos y escaso tejido glandular
intersticial. Se puede observar el bazo en el que se injertd el ovario original.




En el examen histolégico los transplantes ovaricos se encuentran hipertrofiados y
compuestos mayoritariamente por tejido liteo que se dispone en varios cuerpos liteos. Se
observan pocos foliculos, en general luteinizados, pudiendo presentar cavidad antral. Se
distinguen principalmente células liteas y también células de la granulosa. La abundancia
de tejido liteo caracteristico de estos tumores dio origen al nombre /uteoma. Segin la
clasificacion de los tumores ovaricos presentada en la Tabla I, el modelo experimental
pertenece al grupo de los tumores derivados de los cordones sexuales y del estroma.

Con respecto a la sobrevida de los animales portadores del tumor, los mismos presentaron
una tasa de mortalidad semejante a los animales con operacion ficticia (Sham) luego de un
afio de evolucion del tumor. Tampoco se evidenciaron diferencias significativas en los
pesos corporales de los animales de ambos grupos (Tabla 2) (Chamson-Reig et al., 1999a).

Tabla 2. Tasa de mortalidad y peso corporal luego de 12 meses, en ratas portadoras de
luteoma y animales sham.

Animales Tasa de mortalidad Peso corporal (g)
Luteoma 20% (4/20) 373.8413.8
Sham 14.3% (2/14) 414.2+12.2

Al evaluarse la presencia de alteraciones inducidas por el tumor o de propagacion
metastasica, no pudieron observarse masas tumorales con caracteristicas del luteoma fuera
del tumor original.

A partir de un ovario en estro, cuyo volumen oscila en los 100 mm3, estos luteomas

alcanzan un volumen de unos 200 mm® aproximadamente luego de dos meses de injertados
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(Lux-Lantos et al., 1995), llegando a medir unos 1100 mm® luego de un afio de desarrollo

(Chamson-Reig et al., 1999a).

Caracteristicas histologicas

Segun la predominancia de un tipo celular u otro, los tumores se clasificaron en: tumores de
células de granulosa y tumores de células luteas, observandose una mayor incidencia de
tumores con predominancia de células lateas (81%, p<0.05). Estos ultimos eran benignos,
con pocas mitosis y no se hallaron anomalias nucleares. Estos tumores contenian gran
nimero de cuerpos luteos, algunos foliculos y practicamente no se encontré tejido
intersticial glandular. Aunque se observo desarrollo folicular, la mayoria de éstos eran
anovulatorios y su teca se encontraba luteinizada. En algunos casos (31%) se observaron

estructuras quisticas. Las células luteas poseian citoplasmas basoéfilos y nucleos esféricos

con nucléolos prominentes (Figura 6).

Figura 6: Microfotografias obternidas por microscopia dptica de cortes de tumores de 12
meses de evolucion. A: Tumor de células liteas. Abundancia de células con citoplasma
basofilo, nucleos esféricos y nucleolos prominentes (400X). B: Tumor de células de
granulosa. Las células tienen escaso citoplasma. aciddfilo de apariencia indiferenciada
(400X).
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Los tumores con predominancia de células de la granulosa constituyeron el 18.75% de los
casos. Se observaron células con citoplasma escaso y acidofilo. Las células tenian

apariencia indiferenciada y las mitosis eran mas frecuentes (Chamson-Reig et al., 1999a).

Control del crecimiento del luteoma - Efecto de 1a Buserelina

La mayoria de los luteomas experimentales cursan con gonadotrofinas elevadas por un
periodo prolongado, lo que demuestra la inactivacion hepatica de los esteroides secretados
por el tumory por consiguiente, la pérdida de retroalimentacion negativa. Anteriormente se
habia observado que la hipofisectomia favorece la involucién de tumores ovaricos
intraesplénicos (Fels and Foglia, 1960), sugiriendo una dependencia de las gonadotrofinas
para su crecimiento y desarrollo. Teniendo en cuenta estos antecedentes, se dese6 inhibir el
desarrollo tumoral y precisar la dependencia de los tumores de las gonadotrofinas, tanto
para su crecimiento y desarrollo inicial como para su mantenimiento posterior. Los
resultados demostraron que la Buserelina, un analogo del GnRH, redujo la incidencia de
tumores positivos e indujo la inhibicion del desarrollo del tumor cuando fue administrada
en forma simultanea al injerto ovarico, o la regresion tumoral cuando fue administrada
luego de 30 dias de desarrollo del luteoma (Lux-Lantos et al., 1995). La Buserelina actuaria
induciendo la caida de los receptores para GnRH hipofisarios, provocando la caida en los
niveles de gonadotrofinas, sin descartar un posible efecto directo sobre el tejido tumoral.
Por otro lado, ademas de ser dependiente de las gonadotrofinas, estos tumores luteinizados
pueden responder a altos niveles de PRL induciendo aumento del nimero de receptores
para LH y promoviendo la secrecién de progesterona (Lux et al., 1984), demostrando que
conservan la respuesta luteotréfica frente a la PRL, como se ha demostrado para el cuerpo

luteo de rata (Richards and Williams, 1976; Chamson-Reig1999a).
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Receptores de GnRH

Mediante el analisis de Scatchard se determiné la presencia de receptores para GnRH en
estos tumores intraesplénicos. Las constantes de disociacion (Kd) fueron similares entre los
tejidos evaluados: luteoma: 2.4x10"' M y ovarios de ratas en estro: 2.3x10"" M. Ademas
no se encontraron diferencias en el numero de receptores (Bmax) entre el tejido tumoral y
el tejido control (0.347+0.078 y 0.599+0.119 fmol/mg de tejido, respectivamente). El
tratamiento durante un mes con Buserelina 0.33 mg/rata en formal de un pellet de
liberacion lenta en animales portadores de tumor no modificé los niveles de estos
receptores en los tumores, mientras que el numero de receptores hipofisarios evidenci6 un
descenso significativo, de acuerdo a lo esperado (Chamson-Reig et al, 1997). Estos
resultados estarian indicando que el numero de receptores del luteoma no disminuye por la
estimulacion constante con el agonista, en contraste con lo que estd descripto en hipofisis
(Smith and Vale, 1981) y, por lo tanto, podrian participar en la regulaciéon tumoral y mediar

el posible efecto antitumoral del GnRH.

Secrecion de hormonas esteroideas en luteomas y tejidos control

Al incubarse ovarios 0 hemi-tumores 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 (p<0.05). Esta diferencia se observo luego de 1.5 y 3 horas de incubacion
(Chamson-Reig et al., 1997).

Ademas, estudiando estos parametros en otro modelo se observo que la secrecion basal de

progesterona y de estradiol fue significativamente diferente entre los cultivos de células
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liteas provenientes de luteomas o de ovarios de hembras prepiiberes superovuladas. 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
(Chamson-Reig et al., 1997) (Tabla 3). Estos altos valores de estradiol implican una
actividad de aromatasa aumentada, dado que los cultivos se efectian en presencia de

androstenediona, sustrato de esta enzima.

Tabla 3. Secrecidn esteroidea basal (pg/pg DNA) en medio de cultivo de células liteas.

Control Tumor

Progesterona 67.7+6.8 489+ 4.4 *
9 (11)

; 22+0.1 7.7+1.0*
Estradiol © 02

* p<0.05

Esta diferencia en los niveles de secrecion de estradiol y progesterona llama la atencion ya
que, al tratarse los tumores de tejido altamente luteinizado, uno hubiera esperado una
secrecion aumentada de progesterona. Estos resultados indican una posible alteracion en las
vias esteroidogénicas en los luteomas.

Por otro lado, 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
modificé los niveles basales de progesterona luego de cuatro horas de incubacion; sin
embargo indujo una inhibicion significativa de la secrecion de progesterona inducida por

LH (p<0.01). En las células controles de ratas superovuladas, la Buserelina tampoco inhibié



la secrecion basal de progesterona. Luego de la estimulacion con LH no se observé una
disminucién significativa en los niveles de progesterona inducida por Buserelina, marcando

otra diferencia con el tejido tumoral (Chamson-Reig et al., 1997).

Seiializacion intracelular de GnRH en células tumorales y controles

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 movilizacion 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 est4d fundamentalmente asociada a
la activacion de la fosfolipasa C (PLC) a través de una proteina G (Stojilkovic et al., 1994).
En los luteomas se determindé un mayor numero de receptores de GnRH que en el tejido
liteo control, sin observarse cambios en la afinidad (Chamson-Reig et al,, 1999b). Sin
embargo, se evidenci6 un desacople de los receptores de membrana de GnRH de la PLC en
las células de los luteomas, puesto en evidencia por la falta de respuestas tanto en calcio
intracelular como en inositoles fosfato (Chamson-Reig et al., 1999b). Esto implica que la
inhibicién ejercida por el GnRH sobre la secrecion de progesterona inducida por LH en
estas células, probablemente no se encuentra mediada por la clasica activacion de PLC por
GnRH, como fuera sugerido para las células liteas control (Lahav et al., 1988; Niswender
et al., 1994; Davis et al., 1986; Rodway et al., 1991; Leung and Wang, 1989; Leung and

Steele, 1992).

En conclusion se observaron diferencias y similitudes entre el tejido ovérico control y el

tejido tumoral. Estos resultados sugieren que la supresion del crecimiento y de la secrecion
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hormonal observados con el tratamiento in vivo con Buserelina en estos tumores
experimentales podria no solo deberse a la disminucién en el numero de receptores de
GnRH hipofisarios y consiguiente descenso de gonadotrofinas, sino que podria ser también
consecuencia de una accion directa del analogo sobre el tejido tumoral. Ademas, estos
antecedentes son una clara evidencia de que la transformaciéon del ovario en un luteoma
implica la adquisicién de nuevas caracteristicas en los receptores y sistemas de segundos
mensajeros acoplados, en comparacioén con el tejido luteo control.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, nos abocamos a continuar el estudio del luteoma en
cuanto a los mecanismos que controlan su desarrollo como asi también distintos aspectos

de su biologia.



Parte II: Objetivos y trabajo experimental
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Objetivos generales



Dado nuestro interés en ampliar y profundizar el conocimiento de la biologia de los

tumores ovaricos y mas especificamente de la funcion litea, nos proponemos caracterizar

aspectos histoldgicos, fisiologicos, 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)

b)

Estudiar si parametros de desarrollo y secrecion, presentes en el ovarios normal, se
conservan durante el desarrollo hiperplasico en este modelo. Para ello se
determinaran en los luteomas diferentes parametros relacionados con el desarrollo
tumoral y la capacidad secretora del tumor, en luteomas de 1, 3 y 7 meses de
desarrollo.

Teniendo en cuenta el patron caracteristico de la secrecion gonadotrdfica a lo largo
de un afio en animales portadores de tumor (Chamson-Reig et al., 1999a) y la
importancia de las inhibinas en la caracterizacion de tumores ovdricos, estudiar la
expresion diferencial de las subunidades de inhibina a nivel de RNA mensajero en
los tumores ovaricos intraesplénicos en momentos criticos de disociacion de la
secrecion de gonadotrofinas durante el desarrollo de los mismos.

Evaluacion de la participacion del GnRH como regulador de la secrecion esteroidea,
a nivel gonadal y tumoral. Estudio de las vias de segundos mensajeros involucrados
en la respuesta al GnRH en el ;ejido tumoral, en comparacién con tejido luteo

normal.
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d) Expresion del RNAm de GnRH en luteomas y tejido ovarico control. Estudios in

vitro sobre la autorregulacion de la expresion de GnRH a nivel de sintesis del RNA
mensajero y proteina en células tumorales y en células provenientes de tejido liteo
control.

Teniendo en cuenta la relacion entre el sistema inmune y el desarrollo tumoral,
estudiar la evolucion del tumor bajo un estado de inmunosupresion del animal, mas
precisamente, analizar el efecto de las drogas inmunosupresoras ciclosporina A y
dexametasona sobre la evolucion de los luteomas. Para ello se evaluardn distintos
parametros endocrinos, inmunoldgicos e histoldgicos, sobrevida y peso del animal a

lo largo del tratamiento, ademas del tamafio del tumor al finalizar el experimento.



Capitulo I

Analisis inmunocitoquimico del tumor
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Introduccion y objetivos

En trabjos previos estudiamos la evolucion de este tumor ovarico en funcion del tiempo y
demostramos su dependencia de las gonadotrofinas para su desarrollo. Caracterizamos su
capacidad productora de esteroides como asi también su histologia, demostrando que se
trata de tumores benignos que no malignizan por lo menos dentro de un afio de evolucion.

A partir de todos estos estudios pudimos determinar que el tumor crece y adquiere
aproximadamente 3 veces el volumen inicial del ovario en estro luego de 2 meses de haber
sido injertado en el bazo (Lux-Lantos et al., 1995) y 20 veces luego de un afio de desarrollo
(Chamson-Reig et al., 1999a).

A pesar del alto grado de luteinizacion que se observa en general en estos tumores
(Chamson-Reig et al., 1997), de alli su nombre luteoma, se puede observar un 23% de
tumores en los cuales predominan las células de granulosa luego de un afio de desarrollo,
planteando una diversidad histologica a pesar de encontrarse bajo el mismo estimulo
hormonal (Chamson-Reig et al., 1999a). El analalisis histologico clasifica a estos tumores
como tejido principalmente luteinizado, sin embargo, desde el punto de vista endocrino no
se comportan de la misma manera. Estos tumores secretan in vitro mayores niveles de
estradiol y menores de progesterona que un ovario en estro o células luteinizadas controles
provenientes de hembras prepiberes tratadas con gonadotrofina de yegua prefiada (PMSG)
y gonadotrofina coriénica humana (hCG) (Chamson-Reig et al., 1997). Mas aun, luego de
dos meses de desarrollo, la concentracién de progesterona secretada por dichos tumores en
la vena hepatica portal no esta incrementrada con respecto a los niveles observados en una

rata en estro (Lux-Lantos et al., 1995).
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Teniendo en cuenta estas diferencias entre los tumores y el tejido lateo control, era de
interés estudiar si parametros de desarrollo y secrecion, presentes en el ovarios normal
(Mayerhofer and Garfield, 1995), se conservaban durante el desarrollo hiperplasico en este
modelo. Para ello se determinaron en los luteomas diferentes parametros
inmunocitoquimicos, los cuales podrian estar relacionados con el desarrollo tumoral:
e la expresion del antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA);
e la presencia de células apoptéticas determinadas mediante el método de TUNEL
(Billig et al., 1994);
Ademas se determinaron parametros relacionados a la capacidad de secrecion del tumor:
e la expresion de la proteina de la regulacion esteroidogénica aguda (StAR) (Fritz et
al., 2001a), proteina clave en la biosintesis esteroidea;
e la aromatasa, la enzima que cataliza la conversion de andrégenos en estrégenos;
e la proteina asociada a sinaptosomas de 25 kDa (SNAP-25) (Grosse et al., 2000), la
cual esté involucrada en procesos de exocitosis de péptidos y proteinas;
e connexin 43 (CX43), que forma parte de las uniones estrechas entre células del

ovario (Mayerhofer and Garfield1995; Sommersberg et al., 2000).

También se estudid la expresion de los RNAms de CX43, StAR y SNAP-25 por la técnica

de RT-PCR en tumores de 1, 3 y 7 meses de desarrollo.
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Materiales y métodos

Animales

Se utilizaron ratas portadoras de luteomas, los cuales se generaron al autoimplantar un
ovario en el bazo de un animal adulto castrado, como descripto previamente. Estos
luteomas se dejaron desarrollar durante 1, 2, 3 o 7 meses, periodo después del cual se
decapité a los animales, se les extrajo los tumores y se los embebidé en parafina para un
posterior analisis inmunocitoquimico. Otro grupo de tumores fue limpiado completamente
del tejido circundante y homogeneizado en TRIZOL (GIBCO BRL, Life Technologies,
Inc., Rockville, Maryland, Estados Unidos) para la extraccién de RNA total. En algunos

casos se utilizaron como controles ovario y bazo de rata adulta de 3 meses de edad.

Inmunocitoquimica

Una vez extraidos los luteomas, se guardaron inmediatamente en formol 10%, para su
posterior inclusion en parafina. Se realizaron luego estudios histolégicos 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 realizé un lavado en H,O desionizada y se procedi6 a
determinar por inmunohistoquimica la distribucion celular de PCNA, CX43 y SNAP-25 en
los tumores, utilizando antisueros comerciales mono o policlonales. Los origenes de los
anticuerpos fueron los siguientes: Anti PCNA (1:100): Calbiochem, Bad Soden, Alemania;
anti SNAP-25 (1:500): Sternberger monoclonals Inc., Baltimore, MD; anti rat-Cx43
(1:500): SIGMA, Deisenhofen, Alemania (Sommersberg et al., 2000). Ademas se utilizé un

anticuerpo anti StAR (1:1000) ampliamente caracterizado por Fritz y col. (Fritz et al.,
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2001a) y un antisuero anti aromatasa (1:500-1:2000) (Beyer et al., 1994). Como método de
deteccion y amplificacion de la sefial, se empled el sistema de avidina-biotina (ABC). La
inmunoreactividad fue visualizada con diaminobencidina (DAB). Los controles se
realizaron omitiendo el primer anticuerpo e incubandose directamente con suero normal de
conejo/raton. Las secciones resultantes fueron examinadas con un microscopio Zeiss

Axiovert.

Apoptosis

Para la deteccion de células apoptéticas en los cortes de tejidos se empled el método de
TUNEL (terminal deoxynucleotidy! transferase-mediated dUTP nick end labeling)
utilizando el kit In Situ Cell Death Detection Kit (Boehringer, Mannheim; Germany) y se
procedié como lo indican las instrucciones del fabricante. Brevemente, durante el proceso
de apoptosis se producen cortes en el DNA genémico, generandose fragmentos de DNA de
bajo peso molecular (mono y oligonucleosomas) asi como también cortes en una tnica
cadena en fragmentos de DNA de mayor tamaifio. Estos cortes en el DNA se identificaron
mediante la marcacion de los extremos 3°-OH libres con dUTP modificado con
fluoresceina en una reaccion enzimatica. Para ello se utilizé la enzima deoxinucleotidil
transferasa terminal, la cual cataliza la polimerizacién de nucleétidos a partir de extremos
3-OH libres en forma molde dependiente. La fluoresceina incorporada es detectada por
fragmentos Fab de anticuerpos anti fluoresceina generados en oveja, conjugados con
peroxidasa del rabano picante. Luego de la reaccion con un sustrato adecuado, se
analizaron las células tefiidas mediante microscopio Optico. Ademas, se realizaron los
controles negativos pertinentes, en los cuales se orm:tié el agregado de la enzima.

Los experimentos de inmunocitoquimica se realizaron en cinco tumores diferentes tanto de
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uno como de dos meses de desarrollo.

Purificacion de RNA total

Se purifico RNA total a partir de tumores de 1, 3 y 7 meses homogeneizados en el reactivo
de TRIZOL (GIBCO BRL) mediante el método de Chomczynski y Sacchi (Chomczynski
and Sacchi, 1987). Para ello se procedié segun las instrucciones del fabricante. Los RNA
totales aislados fueron resuspendidos en agua DEPC (dietilpirocarbonato, SIGMA),
cuantificados espectrofotométricamente a 260 nm, verificados en cuanto a su integridad

mediante electroforesis en geles de agarosa al 1%, desnaturalizantes, con bromuro de etidio

y guardados a -70°C.

Anailisis de RT-PCR y secuenciacion:

100-500 ng de RNA total fueron utilizados para la transcripcion reversa utilizando un
primer de polideoxitimidina de 18 nucledtidos y la transcriptasa reversa del virus Moloney
de leucemia murina (Moloney's murine leukemia virus) (Promega, Mannheim, Germany).
Como controles se utilizaron ovario y bazo normales de rata de tres meses de edad. La
amplificacion de CX43, StAR y SNAP-25 fue realizada como fuera descripta previamente
(Sommersberg et al., 2000). Con el objeto de descartar la posibilidad de degradaciéon de
RNA, se realizaron ademas amplificaciones por PCR con primers para a-tubulina. La
amplificacion por PCR consistiéo en 30-35 ciclos de desnaturalizacion (94°C, 15 segundos),
hibridizacion (55°C, 1 minuto) y extension (72°C, 2 minutos). Los productos de la reaccion
de PCR fueron separados en geles de agarosa al 2% y visualizados con bromuro de etidio.

La identidad de los mismos fue verificada por secuenciacién como descripto previamente
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(Sommersberg et al., 2000; Grosse et al., 2000; Clark et al., 1994; Fritz et al., 2001b; Fritz
et al., 2001a).

Los primers utilizados para la amplificacion de Cx43 de rata, a-tubulina, StAR de rata y
SNAP-25 de rata fueron sintetizados segiin las secuencias publicadas en el GeneBank, a
saber: Cx43 GenBank accession number X06656; sense: 5’-
GCGGCGGCTTCACTTTCATTA-3’ correspondiente a nt 158-179; antisense 5’-
CAGACGTTTTCGCAGCCAGGTTG-3’ complementario a nt 371-395; tubulina accession
number K 00558: sense: 5’-CACCCGTCTTCAGGGCTTCTTGGTTT-3’ correspondiente
a nt 398-415; antisense 5’-CATTTCACCATCTGGTTGGCTGGCTC-3’ complementario a
nt 779-796; StAR accession number RNU76419: sense: 5'-
TGGAGAGGCTCTATGAAGAGC-3' correspondiente a nt 987-1004; antisense: S5'-
GCCACGTAAGTTTGGTCTTAG-3' complementario a nt 1214-1233; el disefio de estos
primers fue realizado en base a Ronen-Fuhrmann et al. (Ronen-Fuhrmann et al., 1998).
SNAP-25 (acession number AB003991): sense: 5'-
ATGGCCGAGGACGCAGACATGCGTAAT-3' correspondiente a nt 1-27; antisense: 5'-

AGCATCACTGGATTTAAG-3' complementario a nt 283-300.
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Resultados

Desarrollo tumoral

La proliferacion celular, detectada por un anticuerpo que reconoce el antigeno nuclear de
proliferacion celular (PCNA), se encontré principalmente en foliculos en desarrollo y
estuvo ausente en foliculos luteinizados (Fig. 1).

Sorprendentemente, y a diferencia de los ovarios normales, se observo la casi completa
ausencia de células apoptoticas en las células tumorales luego de uno a dos meses de
desarrollo del tumor, determinada por el método de TUNEL (Fig.2).

También se ha demostrado la presencia de uniones estrechas entre las células del ovario
constituidas por Cx43 en las muestras tumorales, indicando la existencia de interaccion
local entre las células del ovario (Fig. 3). Llamativamente, Cx43 fue hallada principalmente
en foliculos en desarrollo (células de granulosa), pero no en foliculos luteinizados, lo cual
difiere de los observado en ovarios normales, donde se la encuentra en los cuerpos luteos

activos (Mayerhofer and Garfield1995).

Capacidad secretora del tumor

Por otro lado se realiz6 un andlisis inmunocitoquimico de la capacidad de produccién
hormonal de tumores de un mes de desarrollo, mediante la determinacion de la presencia de
enzimas y factores claves involucrados en la sintesis o secrecion hormonal. La
esteroidogénesis activa quedé demostrada por la intensa expresion de la proteina StAR
(proteina de la regulacion esteroidogénica aguda). StAR se visualizé solamente en foliculos
luteinizados y en células de la teca, y estuvo ausente en células de la granulosa de foliculos,

indicando que las mismas no participan en la sintesis de novo de esteroides (Fig. 4).
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Figura 1: Inmunorreactividad correspondiente al PCNA en un luteoma de 1 mes de
desarrollo. Anti-PCNA: 1:100. Abreviaturas para esta figura y las siguientes: GC: células
de granulosa, LC: células luteas y TC: células tecales. Se observé inmunotincion
principalmente en células de granulosa. Las flechas indican tincién anti-PCNA positiva.

o
o

Figura 2: Tincion de células apoptéticas por el método de TUNEL en un luteoma de 1 mes
de desarrollo (panel izquierdo). Notar la ausencia de tincion en las células del luteoma en
comparacion con un ovario control (panel derecho, las flechas muestran células positivas en
un foliculo antral grande).




Figura 3: Inmunorreactividad para Cx43 en un luteoma de 1 mes de desarrollo. Anti-Cx43:
1:500. Se observa tincion positiva principalmente en células de granulosa.

Figura 4: Inmunotincién para la proteina StAR en un luteoma de 1 mes de desarrollo.
Anti-StAR: 1:1000. Se observé tincion positiva solamente en foliculos luteinizados y en
células tecales; las células de granulosa no evidenciaron marcacion.
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Con respecto a la aromatasa, la enzima que convierte androgenos en estrogenos, su
expresion fue muy intensa en células de la granulosa y estuvo también presente en células

lateas (Fig. 5), en concordancia con la elevada secrecion de estradiol por las células

tumorales (Chamson-Reig et al., 1997).

Figura 5: La inmunoreactividad para aromatasa (anticuerpo 1:500) en un luteoma de 1 mes
de desarrollo fue muy intensa en células de granulosa y estuvo también presente en células
luteas (panel izquierdo). Notar la ausencia total de tincion al incubar el tejido sin el primer
anticuerpo (panel derecho).

SNAP-25 (la proteina asociada a sinaptosomas de 25 kDa), la cual es un marcador de
procesos exocitoticos que fuera descripta en sistema nervioso, fue hallada tanto en grupos
de células endocrinas en foliculos en desarrollo, como en foliculos luteinizados (Fig. 6,
izquierda). De acuerdo con observaciones previas (Grosse et al., 2000) se observé tincion
asociada a membrana y también citoplasmatica. No se visualizaron fibras inmunorreactivas

para SNAP-25 ni para TH (tirosina hidroxilasa) en los injertos, pero estuvieron presentes en

el bazo (no se muestra tincion para TH) (Fig. 6, derecha).
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Figura 6: Inmunorreactividad para SNAP-25 (anticuerpo 1:500) en un luteoma de 1 mes de
desarrollo (panel izquierdo) y en bazo (panel derecho). Se observé tincion citoplasmatica y
asociada a membrana en grupos de células enddcrinas en foliculos luteinizados (punta de
flecha). Se evidenciaron fibras nerviosas inmunorreactivas para SNAP-25 en el bazo
(flechas), pero no en los tumores.

Analisis de RT-PCR

Los andlisis de RT-PCR confirmaron la presencia de los RNAms de rCX43, rStAR y
rSNAP-25 en luteomas de uno y tres meses, indicando que los mismos estdn presentes en
los tumores en diferentes estadios de desarrollo y luego de producirse un alto grado de
luteinizacion (Fig. 7). Ademas, la expresion de rCX43, rStAR y rSNAP-25 estuvo también

presente en tumores de siete meses de desarrollo (no se muestra).
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Figura 7: Expresion de rCx43, rStAR y rSNAP-25 en células de luteomas por RT-PCR
utilizando primers especificos sintetizados de acuerdo a las secuencias publicadas en el
Genbank. 1: Estandares de peso molecular de DNA (100pb DNA ladder). 2: luteoma de 1
mes de desarrollo. 3: luteoma de 3 meses de desarrollo. 4: ovario normal de rata de 3 meses
de edad. 5: bazo normal de rata. 6: reaccién control de PCR, omision del molde. Notar la
ausencia de la expresion de rCx43 y rStAR en el bazo y la presencia de SNAP-25, de
acuerdo con los resultados inmunocitoquimicos.

Como resumen de la expresion de los marcadores ovéricos en los distintos tipos celulares

de los tumores ovdricos experimentales se muestra la Tabla I.

Tabla I Expresion de los marcadores ovéricos en los tumores ovaricos experimentales
determinados por inmunocitoquimica.

Marcadores ovaricos Células de granulosa Células liteas  Células tecales
PCNA et - -
Cx43 ++ - -
StAR - +—+ +
Aromatasa +++ * -
SNAP-25 i + -

PCNA: antigeno nuclear de proliferacion cellular, Cx43: connexin 43, StAR: proteina de la
regulacion esteroidogénica aguda, SNAP-25: proteina asociada a sinaptosomas de 25 kDa.
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Discusion

El objetivo del presente estudio fue continuar caracterizando este tumor ovarico
intraesplénico  experimental mediante la determinacién de varios parametros
inmunocitoquimicos descriptos en el ovario normal, los cuales podrian estar relacionados al

desarrollo tumoral y a la funcion endocrina.

El crecimiento efectivo de determinado tejido es el resultado del balance entre la
proliferacion y la muerte celular. Ambos pardametros han sido examinados en estos tumores.
El antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA) fue seleccionado para examinar
inmunocitoquimicamente la activacion de la mitosis en el ciclo celular en secciones de
luteomas. Se hallo proliferacion celular principalmente en células de granulosa de foliculos
en desarrollo y estuvo ausente en foliculos luteinizados, de acuerdo con datos bibliograficos
(Somers et al., 1995), lo que sugeriria que los luteomas desarrollarian preferentemente a
partir de foliculos que no han ovulado por hipertrofia y proliferacion de células foliculares.
Esta proliferacion esta probablemente inducida por los altos niveles de gonadotrofinas
presentes en los animales portadores del luteoma, en concordancia con datos de la literatura
con respecto a foliculos en crecimiento (Fricke et al,, 1997; Piontkewitz et al., 1997).
Ademas, factores de crecimiento, incluyendo IGF-1 (Makarevich et al., 2000) y estradiol
(Lund et al., 1999) también han mostrado estar involucrados en la activacion de la mitosis
en el ciclo celular de células de granulosa'y nosotros hemos demostrado que ambos IGF-I y
estradiol son secretados activamente por este luteoma (Hockl et al., 2000; Chamson-Reig et

al., 1997), sugiriendo un papel paracrino o autocrino de dichos factores en el crecimiento
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tumoral. El bajo indice de células en proliferacion en el tejido del luteoma esta de acuerdo
con las caracteristicas benignas de este tumor (Chamson-Reig et al., 1999a), ya que
elevados niveles de PCNA en tumores ovaricos han sido relacionados a malignidad y mal
pronostico de la enfermedad (Schonborn et al., 1996).

Por otra parte, la apoptosis es un proceso celular normal, el cual esta involucrado en varios
eventos del recambio celular en el ovario, incluyendo la muerte de células germinales, de
células de la granulosa y de la teca durante la atresia folicular, del epitelio de la superficie
del ovario durante la ovulacion y en la regresion del cuerpo luteo (Dharmarajan et al.,
1999). La iniciacién de la luteinizacion marca la terminacién de la replicacion de la
mayoria de las células de granulosa y su subsecuente diferenciacion en células que se
caracterizan por una marcada hipertrofia y un incremento en las enzimas necesarias para la
produccion esteroidea. La apoptosis ha sido detectada solamente en cuerpos liteos en
degeneracion, y no en los activos, en varias especies incluyendo el humano (Yuan and
Giudice, 1997), rata (Orlicky et al.,, 1992) y conejo (Dharmarajan et al., 1994). En el
luteoma, la mayor diferencia con respecto a los ovarios normales fue la ausencia casi
completa de células apoptoticas luego de uno a dos meses de desarrollo tumoral,
determinada por el método de TUNEL. Esta observaciéon sugiere el impedimento de la
regresion de los cuerpos liteos o de atresia folicular en este luteoma experimental, en el
cual se observaron ambos: cuerpos luteos y foliculos en diferentes estadios de desarrollo y
de luteinizacién. Se ha descripto que ambas gonadotrofinas rescatan a las células ovaricas
de la apoptosis (Chun et al., 1994), mediante el incremento de la expresion de superéxido
dismutasas, la reduccion de la expresion de bax y/o el incremento de la expresion génica de
bel-2 o bel-x (Dharmarajan et al., 1999). Consecuentemente, los elevados niveles de

gonadotrofinas circulantes presentes en los animales portadores del luteoma serian los
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responsables del bajo indice apoptdtico observado. Ademas, IGF-I e insulina también han
demostrado ser factores de supervivencia en células ovaricas (Chun et al., 1994). Como
hemos mencionado anteriormente, IGF-I es producido por este tumor ovarico experimental
(Hockl et al., 2000a) y podria estar jugando un papel importante en impedir la regresion de
los cuerpos luteos. Estos datos referentes a proliferaciéon y apoptosis sugieren que el
luteoma representa un modelo tumoral no metastasico altamente diferenciado, el cual
desarrollaria preferentemente a partir de foliculos que no han ovulado por hipertrofia y
proliferacion de células foliculares y persistencia de cuerpos luteos.

Otro marcador caracteristico de células ovaricas es la expresién de la proteina Cx43
presente en las uniones estrechas. Las uniones estrechas muestran un patrén de distribucion
particular a lo largo del desarrollo folicular y durante la subsecuente formacion e
involucion del cuerpo liteo (Mayerhofer and Garfield1995), indicando que estas proteinas
pueden ser importantes en la regulacion de la foliculogénesis y atresia folicular como asi
también en el crecimiento, diferenciacion, y regresion del cuerpo liteo (Grazul-Bilska et
al., 1998); es por ello que resulté ser un factor interesante a analizar en las secciones del
luteoma. La inmunorreactividad para Cx43 ha sido localizada en células de granulosa y de
la teca de foliculos, en el ovocito y en los cuerpos luteos jovenes (Mayerhofer and
Garfield1995). Se ha demostrado que FSH es capaz de inducir incrementos en los niveles
del RNAm de Cx43 y su fosforilacion, cambios asociados con proliferacion reducida y
diferenciacion aumentada (Sommersberg et al.,, 2000). Por otro lado, LH indujo, como
respuesta inmediata, la fosforilacion de Cx43 y, como respuesta tardia, la reduccion de la
concentracion de la proteina Cx43, debido a la atenuacion de su expresion génica (Granot
and Dekel, 1994). Es interesante afiadir que la pérdida o disfuncion de las uniones estrechas

pareceria ser importante para permitir a las células cancerosas escapar de la regulacion de
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su crecimiento, como se observo en células de carcinoma ovarico humano, en las cuales se
evidencié una disminuciéon de Cx43 (Umhauer et al., 2000). En el luteoma, la proteina
Cx43 fue hallada principalmente en foliculos (células de granulosa) y se expreso
pobremente o estuvo ausente en foliculos luteinizados, lo cual difiere de los cuerpos liteos
activos en el ovario normal. La presencia de Cx43 fue confirmada por RT-PCR en luteomas
de 1, 3 y 7 meses de desarrollo, indicando que este gen se expresa aun después de un
desarrollo tumoral prolongado. La pérdida de la expresion de Cx43 en foliculos
luteinizados podria ser consecuencia de los elevados niveles de gonadotrofinas en estos
animales, especialmente LH, ya que se ha observado que dicha hormona regula
negativamente la expresion de Cx43 (Granot and Dekell994). La expresion de Cx43
muestra claramente que en los luteomas, que presentan cuerpos luteos persistentes, se
encuentran alterados algunos de los rasgos caracteristicos del tejido liteo activo. Esto
estaria de acuerdo con datos previos, los cuales evidencian que estos tumores secretan
menos progesterona y mas estradiol si se los compara con otro tejido altamente luteinizado,

como ser los ovarios de ratas prepuberes superovuladas (Chamson-Reig et al., 1997).

Para analizar los parametros relacionados a la capacidad secretora del tumor, se
investigaron la expresion de la proteina StAR y de la aromatasa, ambas relacionadas con la
secrecion esteroidogénica, como asi también la expresion de SNAP-25, la cual esta
involucrada en los procesos de exocitosis que ocurren durante la secrecion de péptidos,

factores de crecimiento y hormonas peptidicas.

La proteina StAR, la cual es estimulada hormonalmente, es responsable de transferir el

colesterol desde la membrana mitocondrial externa hacia la membrana mitocondrial interna
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y es por ello, el paso limitante en la esteroidogénesis; su activacion es critica para la
produccién de progesterona por el cuerpo luteo (Stocco,.2001). Las hormonas tréficas LH,
FSH y ACTH estimulan la produccion esteroidea en sus respectivas células blanco
mediante la activacion de StAR por la via de la proteina kinasa A dependiente de AMPc, la
cual estimula también la expresion del RNAm que codifica para dicha proteina (Clark et al.,
1994). Ademas, otros factores como IGF-I o TGF-B poseen también efectos estimulatorios
sobre la expresion de StAR ovarica (Sekar et al., 2000). Por otro lado, estimulos que
activan la proteina kinasa C han demostrado inhibir la expresion de esta proteina (Stocco
and Clark, 1997). En ratas portadoras de autotransplantes ovaricos intraesplénicos, los
esteroides periféricos no se encuentran elevados debido a que los productos de secrecion
del tumor son colectados por la vena esplénica que desemboca en la vena porta hepitica,
que los conduce al higado, donde son metabolizados (Lux-Lantos et al., 1995). Sin
embargo, se demuestra una activa esteroidogénesis por la elevada expresién de la proteina
StAR en el tejido tumoral, en concordancia con resultados previos de nuestro laboratorio
que demostraron la secrecion de progesterona y estradiol hacia la vena porta (Lux-Lantos et
al., 1995). La presencia del RNAm de StAR fue confirmada por RT-PCR en luteomas de 1,
3 y 7 meses, sugiriendo esteroidogénesis activa aun en etapas tardias del desarrollo tumoral.
Se hall6 expresion de StAR solamente en foliculos luteinizados y en células tecales, pero
estuvo ausente en células de granulosa de foliculos, indicando que estas ultimas no
participan en la produccion de novo de esteroides. Estos hallazgos coinciden con datos
previos de la literatura que describen la ausencia o la muy baja expresion de StAR en
células de granulosa, mientras que su presencia en cuerpos lateos ha sido ampliamente

caracterizada en numerosas especies (Ronen-Fuhmann et al., 1998; Bao et al., 1998;
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Mizutani et al., 1997; Kiriakidou et al., 1996). En estos tumores la expresion de StAR esta
probablemente estimulada por los elevados niveles de gonadotrofinas presentes en estos
animales; ademas, IGF-I podria estar involucrado en el incremento de la expresion de StAR
estimulada por gonadotrofinas, tal como fuera demostrado por otros autores (Kiriakidou et

al., 1996).

La enzima clave que cataliza el ultimo paso de la biosintesis del estradiol en el ovario es la
Psso aromatasa. La expresion y regulacion de la P4so aromatasa en células de granulosa de
rata ha sido asociada al desarrollo folicular y luteinizacion (Richards et al., 1987). En el
cuerpo luteo se la encuentra tanto en las células luteales pequefias como en las grandes,
siendo las células luteales grandes las que expresan mayores cantidades y también producen
mas estradiol (Nelson et al., 1992). La expresion de la aromatasa es estimulada por FSH en
las células de granulosa (Gonzalez-Robaina et al., 1999) y su expresion se incrementa a
medida que progresa la diferenciacion folicular (Tetsuka and Hillier, 2001). Algunos
autores han propuesto que luego de la luteinizacién la expresion de la aromatasa, a pesar de
estar elevada, seria independiente de la estimulacién por cAMP (Hickey et al., 1990). En
estos tumores ovaricos experimentales la expresion de la aromatasa fue muy intensa en
células de granulosa y estuvo también presente en células luteales, en concordancia con la
elevada secrecion de estradiol por las células tumorales (Chamson-Reig et al., 1997). Tal
como fuera descripto mas arriba con otros.factores, los niveles elevados de gonadotrofinas
estarian probablemente regulando la expresion de la aromatasa en células luteales, en
concordancia con lo que ha sido descripto en el ovario normal (Gonzalez-Robaina et al.,
1999). Ademas, otros factores podrian contribuir también a la regulacion de la expresion de

la aromatasa. Factores de crecimiento insulino similes han mostrado incrementar la
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actividad de la aromatasa en tejido ovarico (Yoshimura,.1998). Con respecto al sistema
inhibina-activina, mientras que la inhibina promueve la sintesis de andrégenos (Hillier et
al., 2001), el sustrato clave para la aromatasa, la activina ha demostrado estimular la
actividad de la aromatasa en células de granulosa de rata (Tannetta et al., 1998), y como
veremos mas adelante (capitulo II) estos luteomas presentan expresion tanto para la
subunidad o como las B de estos péptidos. Por lo tanto podrian ser varios factores, tanto
endocrinos como paracrinos o autocrinos, los involucrados en manera conjunta en la

regulacion de la expresion de esta enzima.

La proteina asociada a sinaptosomas de 25 kDa ha sido inicialmente descripta en el sistema
nervioso (Oyler et al., 1989) y se ha demostrado que esta involucrada en los procesos de
exocitosis regulada (Calakos and Scheller, 1996). Recientemente Grosse y col. (Grosse et
al., 2000) demostraron su expresion en compartimentos no neuronales y no
neuroendocrinos del ovario, especificamente en células productoras de esteroides como las
células foliculares y las células del cuerpo luteo, y también en oocitos. Las células ovaricas,
ademas de esteroides, también sintetizan y secretan muchos otros productos, incluyendo
péptidos, factores de crecimiento y hormonas, mediante exocitosis regulada, y este proceso
podria involucrar SNAP-25. En las secciones del luteoma, hemos determinado
inmunotincion para SNAP-25 asociada a membrana y citoplasmatica, en grupos de células
endocrinas pertenecientes a foliculos en desarrollo y en foliculos luteinizados, de acuerdo
con observaciones previas (Grosse et al;, 2000). Es interesante notar que no se hallaron
fibras inmunorreactivas ni para SNAP-25, ni para TH (tirosina hidroxilasa) en los injertos

(pero estuvieron presentes en el bazo), indicando que luego del transplante en el bazo, los
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ovarios no sufren una reinnervacion manifiesta. Ademas, la presencia del RNAm de SNAP-
25 fue confirmada por RT-PCR a lo largo del desarrollo tumoral. En los animales
portadores del luteoma, los elevados niveles de FSH podrian estar involucrados en la
regulacion de la expresion de SNAP-25 en las células del luteoma, como ha sido
demostrado en la linea celular de granulosa GFSHR-17 por Grosse y col. (Grosse et al.,
2000). La presencia de SNAP-25 ha sido relacionada a la exocitosis de productos
peptidicos. Nosotros confirmamos la expresion de subunidades de inhibina en tumores en
etapas tempranas y tardias de desarrollo (ver capitulo 1I), coincidiendo con la expresion de
SNAP-25, lo que sugeriria que podria tratarse de eventos relacionados, a pesar de que la

coexpresion de ambas proteinas en la misma célula queda aun por demostrarse.

Analizando en su conjunto los parametros inmunocitoquimicos estudiados en los luteomas,
podemos concluir que la mayoria de ellos no demuestran alteraciones manifiestas respecto
del ovario normal. Las gonadotrofinas y otros factores producidos por el tumor parecerian
cumplir un papel fundamental en el mantenimiento de la expresion de estas proteinas,
mientras que estarian evitando la apoptosis en este tejido. Los resultados obtenidos indican
que los luteomas se desarrollarian preferentemente a partir de foliculos anovulatorios, por
hipertrofia y proliferacion de células foliculares. Estos tumores representan un modelo
tumoral no metastasico altamente diferenciado, en el cual se conservan muchos de los
rasgos normalmente observados en el ovario y presentan un interesante modelo para el

estudio de la participacion de las gonadotrofinas en el desarrollo de tumores.

56



Capitulo II

Relacion entre inhibinas y gonadotrofinas en
animales portadores de tumor
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Introduccion y objetivos

Como describiéramos anteriormente los tumores ovaricos experimentales desarrollan en
respuesta a la hipergonadotrofinemia. En trabajos previos, observamos una clara
disociacién en la secrecion de LH y FSH en los animales portadores de dichos tumores
analizados durante un afio de desarrollo de los mismos (Chamson-Reig et al., 1999a).
Mientras que LH aumentaba rapidamente y permanecia elevada por tiempo prolongado,
FSH recién aumentaba en el tercer mes post-injerto y caia bruscamente a partir del sexto
mes. Estas diferencias en la secrecion de LH y FSH no podian atribuirse al estradiol dado
que sus niveles en sangre periférica fueron constantes durante el periodo ensayado.
Evidencias previas, nuestras y de otros laboratorios (Lux et al., 1984; Lux-Lantos et al.,
1995; Chamson-Reig et al., 1999a; Uilenbroek et al., 1978) indican que estos tumores
podrian secretar inhibina, el péptido de origen ovérico que inhibe selectivamente la
secrecion de FSH (Mayo,.1994; Stillman et al, 1983; Williams and Lipner, 1982;
Farnworth et al., 1988; Jakubowiak et al., 1990).

La inhibina es una glicoproteina de la superfamilia del TGF-B. Presenta una estructura
dimérica, compuesta por una subunidad o y una B, unidas por un puente disulfuro. La
union de la subunidad a con las subunidades BA 6 BB, dan origen a las inhibinas A 6 B,
respectivamente. También se han descubierto subunidades PC (Hotten et al., 1995;

Loveland et al, 1996), BD (Oda et al., 1995) y BE (Fang et al., 1996), aunque su

participacion en la reproduccion aun no esta claramente establecida.
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Se ha demostrado que esta hormona esta intimamente involucrada en el control negativo de
la secrecion de FSH, observandose una relacion inversa entre los niveles de ambas
hormonas (Stillman et al., 1983; Woodruff et al., 1996).

Existen también evidencias de una funcién paracrina/autocrina de la inhibina en el foliculo
ovarico (Findlay,.1993). La inhibina, sintetizada mayoritariamente en el ovario, esta
expresada principalmente en foliculos, mientras que su presencia en cuerpo luteo parece ser
especie especifica. Mientras que en la mujer ha quedado demostrado que la inhibina B es
principalemente de origen folicular y es la que predomina en la primera fase del ciclo
menstrual, la inhibina A es sintetizada principalmente por el/los cuerpos liteos y predomina
en la segunda fase del ciclo. En la rata este estudio se torma mas complicado al no existir
fases netas durante el ciclo estral y al observarse tanto foliculos en distintos estadios de
desarrollo como en cuerpos luteos durante todo el ciclo. En la mujer se observa durante el
ciclo un primer pequefioc aumento de inhibina coincidente con los altos niveles
preovulatorios de estradiol, que seria de origen folicular y luego un gran aumento alrededor
del dia 22 del ciclo de origen luteo al que se le atribuye la inhibicion de FSH durante la fase
lutea o progestacional del ciclo (Fraser and Lunn, 1993).

En la rata, el RNAm de la subunidad a se encontré en todos los estadios del desarrollo
folicular, mientras que el RNAm de las subunidades B se detecté en foliculos terciarios a lo
largo del ciclo y en foliculos secundarios de animales en estro (Vale et al., 1994); algunos
autores no encontraron evidencias de la presencia de inhibina en cuerpos liuteos de ciclo
(Woodruff et al., 1988; Woodruff et al., 1996). Sin embargo, otros proponen la presencia de
alguna de sus subunidades en cuerpos luteos recién formados (Meunier et al, 1988),

cuerpos luteos de hembras pseudoprefiadas (Foreman and Wilder, 1995) 6 de hembras
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adultas (Ogawa et al., 1991). En la 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 et al.,
1996).

Ademas, la unién por puentes disulfuro de dos subunidades p de inhibina pueden dar
origen a una nueva hormona: la activina, generando activina A, B o AB, segun el tipo de
subunidades que la conforman. Esta proteina también pertenece a la superfamilia del TGF-
B. La activina promueve la secrecion hipofisaria de FSH, en contraposicion a la accion de
inhibina. Ademas se ha propuesto que tendria acciones mitogénicas (Matzuk et al., 1992) y
a nivel reproductivo cumple funciones paracrinas/autocrinas en las goénadas, como por
ejemplo promover el aumento de la sintesis de estradiol, etc. (Findlay1993).

Las inhibinas-activinas se han propuesto también como marcadores de tumores ovéricos en
humanos, principalmente de los tumores de granulosa y del epitelio ovarico (Lappohn et
al., 1992; Cooke et al., 1995), en donde la secrecion diferencial de estos péptidos podria ser
de importancia diagnostica.

Teniendo en cuenta las caracteristicas de la secrecion gonadotrofica a lo largo de un afio en
animales portadores de tumor y la importancia de las inhibinas en la caracterizacion de los
tumores ovaricos, el objetivo de este capitulo consistié en estudiar la expresion diferencial
de las subunidades de inhibina a nivel de RNA mensajero en los tumores ovaricos
intraesplénicos en momentos criticos de disociacion de la secrecion de gonadotrofinas

durante el desarrollo de los mismos.
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Materiales y métodos

Animales

Se emplearon animales portadores de tumores, los cuales se sacrificaron por decapitacion
luego de 1, 3 y 7 meses de desarrollo. Se extrajeron los tumores para la obtenciéon de RNA
y guardaron los sueros para las determinaciones hormonales. Se utilizaron sueros y ovarios

de animales en estro como control. Se evaluaron entre 4 y 7 animales por grupo.

Determinaciones hormonales: Radioinmunoanilisis (RIA) para hormonas proteicas

Para la medicién de las hormonas peptidicas LH y FSH se utilizé el radioinmunoanalisis
por doble anticuerpo (Libertun,.1980). Las muestras fueron evaluadas por duplicado en
alicuotas que oscilaban entre 20 y 100 pl de suero de rata. A continuacion se detalla el
protocolo para LH, siendo éste esencialmente el mismo para las otras hormonas proteicas

medidas en éste y otros capitulos.

Hormmona Luteinizante (LH)

Se cuantificé la hormona LH usando el kit de reactivos provistos por el NIDDK. Se utilizo
el método heterdlogo desarrollado por (Niswender et al., 1968).

Marcacién: Se utilizé 5 pg de LH (NIDDK-rLH-I-10) purificada, aislada de glandulas
hipofisarias ovinas por Reichert y col. (LER 1056). La hormona liofilizada fue disuelta en

solucion de CO3HNa 0.01 M a una concentracion final de 200 pg/ml. La marcacion se

efectué en tubos de vidrio, bajo campana. Se usé '*I (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 sddica 0.01% pH final 7.4; solucion de transferencia: 100 mg de IK, 0.8 g de
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sacarosa, 10 ml de H,O csp; solucion de cloramina-T: 150 mg/80 ml de buffer fosfato 0.05
M preparada inmediatamente antes de su uso; solucion de metabisulfito de sodio:

45 mg/10 ml de buffer fosfato 0.05 M.

La columna de cromatografia usada para la separacion de la hormona marcada del "1 libre
fue de Sephadex G-50, en buffer fosfato 0.05 M. Los sitios activos de dicha columna
fueron saturados previamente mediante el pasaje de 1 ml de buffer fosfosalino con EDTA
0.05 M y 2% de BSA.

Procedimiento de marcacién: a la hormona disuelta en la solucion de CO;HNa se le

afiadieron 35 pl de buffer fosfato 0.5 M y luego 1 mCi de 1. La oxidacion se efectud con
25 ul de la solucion de cloramina-T, bajo agitacion suave durante 60 segundos. La reaccion
fue detenida con 50 pl de metabisulfito de sodio. Luego se agregaron 100 pl de la solucién
de transferencia (que testea si 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 500 pul de eluido por tubo, y se leyeron 10

pl de cada uno en un contador gamma. Con las columnas empleadas se obtuvo una buena

.. . 125 . .
separacion de los picos de hormona marcada y de | que no fue incorporado. Los mejores
tubos de la marcacion se reunieron en uno y se congelaron en alicuotas para su posterior

uso en RIA.

Radioinmunoanalisis: El primer antisuero contra LH de rata fue NIDDK-Anti-Rat-LH-

RIA-11 obtenido al inmunizar conejos con LH de rata altamente purificada semejante a la
NIDDK-rLH-I-10. Se diluy6é en buffer fosfosalino, EDTA 0.05 M con 2% de suero de
conejo normal, pH 7.4, a la concentracion previamente establecida como éptima de trabajo.

La dilucion inicial fue de 1:196.000. El estandar de referencia fue LH purificada de
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hipéfisis de rata (NIDDK-Rat-LH-RP3), con un minimo de contaminante de FSH y TSH.
Los patrones (0.015 a 8 ng por tubo) se prepararon en buffer fosfosalino con 1% de
albumina de huevo (buffer EA). La separacion se logré por segundo anticuerpo, usando
antisuero de oveja contra globulina de conejo, en diluciones de trabajo establecidas
previamente. 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

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 incubaciéon de 24 horas a 4°C se agregé el segundo anticuerpo; y
luego de 24 horas se separd la hormona libre de la complejada, por centrifugacion a 2400
rpm, durante 30 minutos. El sobrenadante fue aspirado y se leyé 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.

Hormona Foliculo Estimulante (FSH)

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

inter ensayo fueron de 8.0% y 13.2%, respectivamente.
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Medicion de las subunidades de inhibina por Northern blot
Se procedi6 a la extraccion de RNA total a partir de tejido ovarico control (ovarios en estro)

y tumoral (tumores de 1, 3 y 7 meses de desarrollo) para la medicion de las subunidades -

Inhibina, BA y BB, mediante el método de Chomczynski y Sacchi, como fuera descripto en
el primer capitulo. Se realizaron electroforesis preparativas en geles de agarosa al 1%,
desnaturalizantes, con bromuro de etidio, en las cuales se sembraron 20 pg de RNA total en
cada calle. Una vez finalizadas las corridas se inici6 la transferencia del RNA a membranas
de nylon (Hybond-N, Amersham Life Science, Little Chalfont, Buckinghampshire,
Inglaterra) por capilaridad y los acidos nucleicos fueron fijados mediante exposicion a luz
U.V. de alta intensidad. Las membranas de nylon se prehibridizaron a 65°C durante 1 hora
en presencia de la solucion de prehibridizacion de Church (Church and Gilbert, 1984). Las
sondas de las subunidades de inhibina a, BA y BB (Esch et al., 1987; Lapolt et al., 1990;
Dykema and Mayo, 1994) y gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (G3PDH, como
control interno), gentilmente donadas por el Dr A. Hsueh (Stanford University, CA,
Estados Unidos), marcadas con [*’P]JdCTP mediante un sistema de primers al azar
(Random Primed DNA Labeling Kit, Boehringer Mannheim, Alemania) se
desnaturalizaron con calor, se agregaron a la solucion de prehibridizacion y se dejo
incubando a 65°C toda la noche. Con el objeto de despegar la sonda unida
inespecificamente a la membrana y disminuir de este modo el fondo, se realizaron varios
lavados con soluciones conteniendo SSC (cloruro de sodio y citrato de sodio) y SDS 0.1%
en condiciones de astringencia crecientes.. Finalmente se dejé exponiendo la membrana con
una placa radiografica (Biomax MS, Eastman Kodak Co, Rochester, New York, Estados

Unidos) a -70°C aproximadamente 12 horas para la subunidad a de inhibina y G3PDH, y



aproximadamente una semana para las subunidades BA y BB. El revelado de las placas se
llevé a cabo con soluciones reveladoras y fijadoras clasicas. Una vez obtenidas las
autorradiografias, las mismas fueron levantadas con un scanner y posteriormente se
integraron las areas correspondientes a cada banda mediante el programa ImageQuant
(Molecular Dynamics). Se expresaron los resultados normalizados como el cociente entre la
subunidad en cuestion y G3PDH. Los pesos moleculares de las diferentes subunidades
fueron estimadas con estandares de peso molecular de RNA (Promega), cuyo rango es de

0.28 2 6.58 kb.

Analisis estadistico:
Los resultados se expresaron como la media + error estandar. Las diferencias entre las
medias de cada grupo se analizaron con el programa Statistica v 5.0 mediante el anélisis de

varianza (ANOVA), seguido del test de Duncan (Sokal and Rohlf, 1995).
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Resultados

Niveles séricos de gonadotrofinas en animales portadores de tumor

En los animales portadores de tumor se observé un aumento en los niveles de LH desde el
primer mes, los cuales permanecieron significativamente elevados en el mes 3 y luego
cayeron en el mes 7 a valores intermedios (Fig. 1A). FSH, en cambio, permanecié en
niveles semejantes al estro en el primer mes, luego aumentd significativamente en el mes 3

para caer a los valores basales en el mes 7 (Fig. 1B).
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Figura 1: Niveles séricos de LH (A) y FSH (B) de ratas portadoras de luteomas de 1,3y 7
meses de desarrollo (L1mes, L3meses y L7meses, respectivamente) y de ratas en estro
(Estro). a: Estro difiere significativamente de L1mes y L3meses (p<0.05); b: L1mes difiere
significativamente de L7meses (p<0.001) y L3meses (p<0.001); c: L3meses difiere
significativamente de Estro (p<0.001), de L1mes (p<0.001) y de L7meses (p<0.001).

Expresion de RNA mensajero de las distintas subunidades de inhibina
Los diferentes RNAms de las subunidades de inhibina fueron detectados por Northern blot
en los tumores de 1, 3 y 7 meses de desarrollo con un patron de expresion caracteristico

para cada uno de ellos (Fig. 2). Cuando se hibridizé con la sonda para la subunidad o se

detecté una banda de 1.4 kb. Cuando se hibridizé con la sonda para BA, se observaron dos
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bandas, una de 5.8 correspondiente a la forma grande de PBA y otra de 3.2 kb
correspondiente a la forma pequeia. La sonda para 3B mostré una banda de 3.5 kb. El

RNAm para G3PDH (1.2 kb), de expresion constitutiva, fue utilizado como control interno.

rRNA18s=

"
rRNA18s=> u. ” o ‘ i <« BA pequeiia
rRNA28s=> " =

- O M Ee s

rRNA18s=

m .... « G3PDH

«— o

<« BA grande

Figura 2: Gel representativo del analisis de los RNAms de las subunidades de inhibina por

Northern blot. Se sembraron 20 pg/calle de RNA total proveniente de luteomas de 1 (L1y
L1°),3 (L3yL3") y7(L7yL7") meses de desarrollo y de un ovario de una rata en estro
(Estro). Las sondas utilizadas para cada gel se indican a la derecha del panel. A la izquierda
del mismo se muestran las posiciones de migracion de los RNA ribosomales de 18s y 28s.

Cuantificacion de la expresion de las distintas subunidades de inhibina

Se relativizo la expresion de cada subunidad de inhibina respecto de la expresion de
G3PDH observandose que la subunidad o no evidenci6 variaciones significativas a lo largo
del desarrollo tumoral, y sus niveles de expresion fueron semejantes a los de un ovario en

estro (Fig. 3). Ademas sus niveles de expresion fueron considerablemente mayores que los

correspondientes a las subunidades (3.
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Figura 3: Cuantificacion de la expresion del RNAm correspondiente a la subunidad o de
inhibina relativizada con la sefial de G3PDH. Para éste y los siguientes graficos: L1:
luteoma de 1 mes; L3: luteoma de 3 meses; L7: luteoma de 7 meses; Estro: ovario de una
rata en estro. ANOVA: NS.

Con respecto a la subunidad PA se observd que en tumores de 1 mes de desarrollo la
expresion de la variante BA grande aumenté significativamente respecto del ovario en estro
(p<0.05). En tumores de 3 meses de desarrollo cayd bruscamente su expresion (p<0.05)
para luego recuperarse parcialmente en tumores de 7 meses (Fig. 4A). El patrén de
expresion de BA pequefia es similar a la BA grande (Fig. 4B) y la suma de ambas mantiene
el mismo patrén de expresion que PA grande, siendo las diferencias estadisticas ain mas
significativas (Estro vs. L1: p<0.01 y L1 vs. L3: p<0.01) (Fig. 4C). Ademas, la expresion
relativa de estas variantes (BA grande/BA pequeiia) a lo largo del desarrollo tumoral no
varié significativamente (Fig. 5). Los niveles expresion del RNAm de la subunidad B

siguen esencialmente el mismo patrén que BA, pero sus niveles en tumores 7 meses siguen

siendo significativamente menores que al mes de desarrollo (p<0.01) (Fig. 6).
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Figura 4: Cuantificacion de la expresion de los RNAms correspondientes a las dos
variantes de la subunidad BA de inhibina en funcion de la sefial de G3PDH. A) Expresion
de BA grande relativizada a G3PDH. ANOVA: p<0.05. a: L1 distinto de E y L3 (p<0.05).
B) Expresion de BA pequeiia relativizada a G3PDH. ANOVA: p<0.05. b: L1 distinto de L3

(p<0.05). C) Suma de BA grande + BA pequeiia relativizada a G3PDH. ANOVA: p<0.05.
c¢: L1 distinto de E y L3 (p<0.01).
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Figura 5: Expresion relativa de las dos variantes de la subunidad BA (BA grande/BA
pequeiia) de inhibina a lo largo del desarrollo tumoral. ANOVA: NS.
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Figura 6: Cuantificacion de la expresion del RNAm correspondiente a la subunidad BB de
inhibina relativizada con la sefial de G3PDH. ANOVA: p<0.01. a:. L1 distinto de L3, L7 y
E, (p<0.01).

Correlacion entre los niveles de las subunidades  de inhibinas y las gonadotrofinas
circulantes

Al relacionar los niveles de las subunidades 3 de inhibinas de los tumores de 1, 3 y 7 meses
con los niveles séricos de FSH de los animales respectivos, se observo una significativa
correlacion negativa con PBA (grandetpequefia) (r:-0.75, p<0.05), y con BB (r:-0.68,
p<0,05) (Figs. 7A y 7B, respectivamente).

Por el contrario, no se observaron correlaciones significativas entre las subunidades f3 y los

niveles de LH séricos, ni entre la subunidad o y las gonadotrofinas.
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Figura 7: Correlacion entre los niveles séricos de FSH y la expresién de los RNAms de las
subunidades P de inhibina. A) Correlacion entre FSH sérica y la subunidad BA
(grande+pequeiia), r = -0.75, p<0.05. B) Correlacion entre FSH sérica y la subunidad BB,
r = -0.68, p<0.05.



Discusion

Los resultados muestran que estos tumores ovaricos experimentales, altamente luteinizados,
son capaces de sintetizar activamente los RNA mensajeros de las diferentes subunidades de
inhibina o, BA and BB. Se determinaron dos variantes para la subunidad BA, las cuales
podrian ser producto del uso de multiples sitios de poliadenilacion, y cuyos pesos
moleculares son comparables a aquellos descriptos en trabajos previos (Woodruff et al.,
1987). Estos resultados corroboran la deteccion de inhibinas, con variadas metodologias, en
tejido luteinizado, como los cuerpos luteos de ovarios de ratas hembras pseudoprefiadas
(Foreman and Wilder1995) y también en el cuerpo liteo humano y de otras especies
(Groome et al., 1996; Roberts et al., 1993; Fraser et al., 1993; Webley et al., 1994). El
hecho de que estos tumores ovaricos experimentales sinteticen inhibinas sugiere que estas
hormonas podrian ser marcadores de desarrollo tumoral, como fuera descripto para otros
tumores ovaricos humanos (Lappohn et al., 1992; Cooke et al., 1995). Las inhibinas, tanto
las séricas como las detectadas por inmunohistoquimica en cortes de tejido, podrian ser de
utilidad diagndstica y en el seguimiento de tumores ovaricos. Diversos trabajos han
descripto la medicion de las distintas subunidades de inhibinas en una variedad de tumores
oviricos de distinto origen y postulan que la presencia de una u otra subunidad facilitan la
diferenciacién entre éstos. La subunidad a se expresaria en el 100% de los tumores
derivados del estroma y de los cordones sexuales, en general conjuntamente con alguna o
ambas subunidades 3 (sintesis de inhibina), tanto en tumores primarios como recurrentes.
La presencia de subunidades B en ausencia de o (sintesis de activina) es caracteristica de

adenocarcinomas epiteliales tanto mucinososos como serosos (Arora et al., 1997,
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Yamashita et al., 1999; Hildebrandt et al., 1997; Rishi et al., 1997; Choi et al., 2000). Por
ello, la deteccion de estas subunidades podria ser de gran valor tanto para el diagnostico
como para el seguimiento de tumores ovaricos.

La deteccion de las tres subunidades de inhibinas en nuestro luteoma experimental esta de
acuerdo al origen histologico de estos tumores y hace que sea un excelente modelo de
estudio de tumores de granulosa y su relacion con el control de la secrecidn de inhibinas.
Queda aun por determinar en futuros trabajos la localizacion celular de cada una de las
subunidades, dado que se ha postulado que la sintesis de la subunidad a se encontraria
principalmente en las células estromales, mientras que la 3 se encontraria en células de
granulosa (Dykema and Mayo1994).

La expresion del RNAm de la subunidad a no varia significativamente a lo largo de siete
meses de desarrollo tumoral. Sus valores son francamente superiores a los de las
subunidades [ a todos los tiempos estudiados, sugiriendo la formacion de inhibinas, hecho
abalado también por la correlacion inversa con FSH. Sus niveles de expresion no
correlacionan con ninguna de las dos gonadotrofinas. Si bien se ha descripto que la
expresion génica de esta subunidad es estimulada por gonadotrofinas (Davis et al., 1988;
Lapolt et al., 1990; Aloi et al., 1995; Erdmaa et al., 1995; Woodruffet al., 1987; Uilenbroek
et al., 1998), otros factores paracrinos y autocrinos como el estradiol (Tate et al., 1996; Aloi
et al., 1995), IGF-I (Li et al., 1998), activina (Kubo et al., 1998), PGE2 (Erimaa and
Ritvos, 1996a), TGF1 (Lapolt et al., 1990) también estimularian la transcripcion de la
subunidad o de inhibina en células ovaricas. Muchos de estos factores también tienen
efectos sobre la secrecion de inhibinas al medio de cultivo en células de granulosa

cultivadas in vitro (Lanuza et al., 1999; Findlay et al., 2000). Por otro lado otros factores
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como EGF y FGF (Lapolt et al., 1990), GnRH (Lapolt et al., 1990) (Rivier and Vale, 1989)
inhibirian la transcripcion de la subunidad a. El equilibrio entre estos factores endocrinos,
paracrinos y autocrinos, algunos de los cuales podrian cobrar mayor importancia en
tumores de larga evolucion, seria el que finalmente controlaria el nivel de expresion de esta
subunidad. Con respecto a esto, hemos demostrado en estudios anteriores (Hockl et al.,
2000a) que la produccion de inhibina A depende estrechamente de los niveles de IGF-I
intraovaricos durante las primeras semanas de desarrollo tumoral. Por otro lado, otros
autores plantean que en el ovario de raton la expresion de la subunidad o seria
independiente de la estimulacion gonadotrofica (O’Shaughnessy and Gray, 1995) o que
gonadotrofinas en alta concentracion, como las observadas en nuestro modelo, podian
inducir la aparicion de otros factores como el CREM (modulador del elemento respondedor
a AMPc) que inhibirian la estimulacion de la subunidad o inducida por cAMP (Mukherjee
et al., 1998).

A diferencia de lo que se observa con la subunidad a, la expresion de los RNAm de las
subunidades BA y BB de inhibina varia marcadamente en funcién del tiempo de desarrollo
de los luteomas, siendo los niveles muy elevados al mes de desarrollo tumoral, cayendo
luego alrededor del tercer mes y tendiendo a subir nuevamente en el mes siete. Es
importante notar que la expresion de ambas subunidades va en paralelo, ya que en otras
situaciones experimentales se observd secrecion de inhibina A y B en forma diferencial
(Woodruffet al., 1996). Ademas, es interesante notar que el cociente entre las variantes de
la subunidad BA es aproximadamente de 1 tanto para ovarios en estro como en los tumores,
permaneciendo este parametro inalterado a lo largo del desarrollo tumoral. Si bien no queda

esclarecido por este disefio experimental qué factor/es inducen la expresion de las
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subunidades B de inhibina en estos tumores en distintas etapas de desarrollo, tanto LH
como FSH han sido propuestas como estimulatorias de la expresion de estas subunidades
ademas de otros factores autocrinos y paracrinos (Woodruff et al., 1987; Meunier et al.,
1988; Erdmaa et al., 1995; Lapolt et al., 1990; Aloi et al., 1995; Robertson et al., 1988;
Erdmaa and Ritvos, 1996b). A pesar de esto, y de acuerdo con lo propuesto por otros
autores (Woodruff et al., 1996; Yohkaichiya et al., 1991; Fahy et al., 1995; Meunier et al.,
1988), demostramos una clara correlacion negativa entre la expresion de los RNAm de las
subunidades BA (grande+pequeiia) y BB y los niveles séricos de FSH para los luteomas de
1, 3 y 7 meses de desarrollo, sugiriendo una intima relacion entre sintesis de los mensajeros
y secrecion de estas hormonas peptidicas ovaricas involucradas principalmente en la
regulacion de la secrecion de FSH. Este patron particular de expresion de las subunidades 3
sugiere que la produccién de inhibinas estaria estrechamente regulada en respuesta a
condiciones transitorias, como fuera propuesto para el ciclo estral por Woodruff y col.
(Woodruffet al., 1988).

Con respecto al patrén de secrecion de gonadotrofinas en animales portadores de tumores
ovaricos intraesplénicos, se observaron los mismos patrones de secrecion determinados en
un trabajo anterior en que fueron estudiados detalladamente durante un afio (Chamson-Reig
et al., 1999a), donde surgio el interrogante sobre una posible participacion de la inhibina
sobre el control de la secrecion de FSH. Es interesante destacar la disminucion en los
niveles de LH del mes 7. Ya habiamos demostrado que esta caida se producia en ausencia
de fluctuaciones de estradiol (Chamson-Reig et al., 1999a). 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 (Famworth et al., 1988;
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Jakubowiak et al., 1990). Otros hallaron un efecto inhibitorio sélo bajo la estimulacion de
GnRH (Kotsuji et al., 1988), mientras que otros autores no encontraron efecto alguno
(Stillman et al., 1983). Ademas se ha propuesto que inhibina podria reducir los receptores
para GnRH en gonadotropos y de esta manera influir sobre la secrecion de ambas
gonadotrofians (Childs et al., 1997; Braden et al., 1990). En nuestro modelo experimental,
en el que existiria una hipersecrecion de GnRH por la falta de la retroalimentacion
negativa, un efecto de inhibina sobre la secrecion de LH parece probable luego de largo
tiempo de evolucion del tumor. El mecanismo por el cual se ejerce este efecto en los
animales portadores de tumor serd motivo de futuros estudios.

En conclusion, estos resultados demuestran que en los animales portadores del tumor los
niveles séricos de FSH y la sintesis de inhibina estan estrechamente correlacionados,
evidenciando patrones particulares a lo largo del desarrollo, ademas de demostrar que estos
tumores altamente luteinizados son capaces de producir inhibinas, las que podrian

considerarse marcadores de tumores de granulosa.
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Capitulo III

Vias de senalizacion de GnRH en células del
luteoma



Introduccion y objetivos

Las presencia de un sistema de GnRH en el ovario normal y tumoral ha sido ampliamente
descripto, incluyendo el péptido y su receptor, tanto a nivel del RNAm como a nivel
proteico (Clayton et al., 1979; Pieper et al., 1981; Aten et al., 1987; Peng et al., 1994;
Olofsson et al., 1995; Chamson-Reig et al., 1999b; Griindker et al., 2002; Schally et al.,
2001). Su papel como un regulador autocrino/paracrino en el ovario esta sostenido por una
amplia variedad de efectos atribuidos a la seiializacion mediada por la unién de GnRH a su
receptor, los cuales van desde la modulacion de la esteroidogénesis, tanto basal como la
inducida por gonadotrofinas, hasta la induccion de la transcripcién de numerosos genes
involucrados en la maduracion folicular, ovulacion y atresia (Leung and Steele1992; Cheng
and Leung, 2000). Mas ain, GnRH ha mostrado tener efectos inhibitorios directos sobre el
crecimiento en tumores hormono sensibles (Emons et al., 1998; Limonta et al., 1999;
Nicholson et al., 1985), incluyendo carcinomas de ovario (Kang et al., 2000b; Kimura et
al., 1999; Griindker et al., 2001b; Emons et al., 1996). En trabajos previos, nosotros hemos
demostrado que un andlogo superactivo de GnRH inhibié el desarrollo del tumor ovarico
intraesplénico, altamente luteinizado (luteoma) mediante la inhibiciéon de la secrecion de
gonadotrofinas (Lux-Lantos et al., 1995). También sugerimos una accion directa sobre el
tumor por la presencia del receptor de GnRH en el mismo y la accion inhibitoria de GnRH
sobre la producciéon hormonal del tumor (Chamson-Reig et al., 1997). Al analizar el
mecanismo de acciéon que subyace a este efecto, demostramos que el clasico camino de
sefializacion de GnRH, activacion de la fosfolipasa C (PLC), parece estar inactivo, ya que

el agonista no indujo incrementos en las concentraciones de inositoles fosfatos o de calcio
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intracelular (Chamson-Reig et al., 1999b). Esta falta de activacion de la PLC ante la
estimulacion de GnRH ha sido también observada en otros tumores endocrinos que
expresan el receptor de GnRH (Limonta et al., 1999; Emons et al., 1996). Ademas del
clasico camino de transduccion de GnRH, el cual involucra la estimulacion de la proteina
G, la cual activa a la fosfolipasa Cf3, generando los segundos mensajeros inositol 1,4,5-
trifosfato y calcio como asi también diacilglierol (DAG) temprano requerido para la
activacion de la proteina kinasa C (PKC) convencional, también se han descripto otras
fosfolipasas activadas por GnRH. Luego de un breve tiempo de latencia (1-2 minutos),
GnRH puede activar a la fosfolipasa A; (PLA2) y a la fosfolipasa D (PLD), las cuales
pueden proveer de DAG tardio para la activacion de las isoformas de las PKC néveles
Ca”—independientes (Stojilkovic et al., 1994; Shacham et al., 1999). Mas auln, los acidos
araquidonico, oleico, linoleico y linolénico pueden activar isoformas especificas de PKC,
sin el requerimiento de otros cofactores o pueden inducir la activacion de PKCs en
presencia de cofactores tal como Ca®*, DAG o fosfatidilserina (Shacham et al., 1999). Por
lo tanto la activacion secuencial de las fosfolipasas celulares por GnRH proveeria
activadores lipidicos de PKC en una forma tiempo dependiente, lo cual podria estar
coordinado con variados eventos fisiologicos generados por GnRH. Ademas, se ha
demostrado que GnRH activa las cascadas de las proteinas kinasas activadas por mitdgenos
(MAPK) en formas PKC dependiente e independiente, las cuales podrian mediar la
regulacion transcripcional nuclear por la activacion de los factores de transcripcion c-fos y
c-jun entre otros (Naor et al., 2000). Esto ha sido demostrado en células hipofisarias
(Haisenleder et al., 1998; Sim et al., 1995; Reiss_et al., 1997) (Han and Conn, 1999;

Johnson et al., 2000) y también en células ovaricas (Kang et al., 2002a; Kang et al., 2002b;
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Kananen et al., 1997). También se ha sido demostrada la activacion de tirosina kinasas por

GnRH en células aT3-1, una linea celular de gonadotropos (Johnson et al., 2000).

Evidencias de estudios con toxinas y segundos mensajeros indicaron que multiples
proteinas G median las acciones del receptor de GnRH (Cheng and Leung2000; Stanislaus
et al., 1998a). Recientemente utilizando la estimulacion de la palmitoilacion de proteinas G
via GnRH, Stanislaus y col. demostraron que los receptores de GnRH acoplan a proteinas
Ggi11, Gia Y Gx en gonadotropos de rata (Stanislaus et al., 1997; Stanislaus et al., 1998b).
Acople a Gi también ha sido demostrado en tumores del tracto reproductivo por diferentes
metodologias (Imai et al., 1996; Limonta et al., 1999; Griindker et al., 2001b; Stanislaus et
al., 1997; Stanislaus et al., 1998b). Como fuera descripto mas arriba, los receptores de
GnRH estan acoplados a varias proteinas G, y cambios en el nimero de receptores pueden
resultar en el acople diferencial a estas proteinas, permitiendo la activacion de diferentes
caminos de transduccion de sefiales y finalmente logrando diferentes respuestas
fisiologicas. Un ejemplo de esto fue demostrado en células GHj, transfectadas con
receptores de GnRH (G-GHj3). Mientras que la produccion de AMPc estimulada por GnRH
no fue modificada por cambios en el numero de receptores/célula, la producciéon de
inositoles fosfato (IPs) estimulada por GnRH se increment6 cuando el niumero de
receptores aumentaba (Pinter et al., 1999).

En vista de la complejidad del sistema de sefializacion de GnRH, decidimos estudiar los
caminos alternativos activados por GnRH para producir sus efectos en células del luteoma.
Se ha evaluado la activacion de la PLD, PLA,, adenilil ciclasa y MAPK en células del
luteoma y en células luteinizadas controles bajo el estimulo de GnRH, como asi también la

expresion de las proteinas G en ambos tipos celulares.
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Materiales y métodos

Animales

Animales portadores del tumor: ratas adultas bilateralmente ovariectomizadas y con
implante de un ovario en el bazo, como fuera previamente descripto, 6-8 semanas antes de
realizar los experimentos in vitro (luteoma).

Animales controles: ratas hembra de 23-25 dias, inyectadas con 25 IU de PMSG
(Novormon, Syntex, Buenos Aires) y 25 IU hCG (Endocorion, Elea, Buenos Aires) 48
horas mas tarde. Estos animales fueron sacrificados por decapitacion cinco dias luego de la

inyeccion con hCG (SPO), cuando sus ovarios muestran un alto grado de luteinizacion.

Cultivos celulares

Se aislaron las células de los tumores ovaricos, asi como también a partir de los ovarios de
ratas de 23-25 dias de edad superovuladas (SPO) utilizando colagenasa (GIBCO BRL, Life
Technologies, New York, Estados Unidos), como fuera descripto previamente (Lux-Lantos
et al., 1995; Chamson-Reig et al., 1997). Brevemente, las células fueron cultivadas en
placas de cultivo de plastico de 24 pocillos, cubiertas con 500 pl de una solucién de 0.5
mg/ml de colageno (SIGMA, St. Louis, MO) y se incubaron en medio DMEM-F12
(GIBCO BRL) suplementado con 2,2 g/l de bicarbonato de sodio (BIC), 10% de suero fetal
bovino (GIBCO BRL) (BIC-SFB), Fungizona (GIBCO BRL) y Gentamicina (GIBCO
BRL). Luego de 24 horas de cultivo se reemplazé el medio. Luego de 7 dias de cultivo, se
lavaron las células una vez con medio libre de suero suplementado con seroalbiumina

bovina (SIGMA, St Louis, MO) (DMEM-F12 con 2,2 g/l de bicarbonato de sodio, 0.1%
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BSA: BIC-BSA) y luego se las incubo con el estimulo correspondiente en este medio

durante los tiempos indicados.

Expresion de proteinas G

Para evaluar la expresion de las proteinas G, se lavaron los cultivos de 8 dias de células del
luteoma y de SPO (700.000 células/pocillo) con PBS frio y se les agreg6 50 pl de buffer de
muestra (125 mM Tris base, 1% SDS, 0.1% Azul de Bromofenol, 5% glicerol, 25 mM
DTT). Las células se rasparon y los lisados se transfirieron a tubos Eppendorf, se
calentaron a 100°C durante 5 minutos, se centrifugaron a 10.000 x g durante 5 minutos y se
mantuvieron a -70°C. En el dia de la electroforesis, se corrieron 20 pl de los lisados
celulares en geles SDS-PAGE al 15% y se electrotransfirieron a membranas de
nitrocelulosa. Las membranas se bloquearon con buffer TTBS-5%BSA (0.1% Tween-20,
10 mM Tris base, 0.07 M NaCl, pH=8) durante 1 hora a temperatura ambiente y se
incubaron luego con anticuerpos generados contra las diferentes variantes de proteinas G, a
saber: anti-Ggq1i (1:1000) donado gentilmente por el Dr. P. Michael Conn (Oregon,
Estados Unidos) y anti-Ggo(1:800), anti-Ggi-; (1:1000, el cual también tiene reaccion
cruzada con Ggi-2 Y Ggi-3) y anti-Ggs (1:1600) de Santa Cruz Biotechnology Inc., CA,
Estados Unidos, durante 1 hora a temperatura ambiente. Luego de proceder con los lavados,
los complejos fueron detectados con un segundo anticuerpo anti conejo conjugado con
peroxidasa de rabano picante (1:2000, | hora a temperatura ambiente) y visualizados

mediante deteccion de quimioluminiscencia. Se muestran las imagenes de los inmunoblots.
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Actividad de la fosfolipasa D

La actividad de la fosfolipasa D se determiné como descripto por Liscovich y Amsterdam
(Liscovitch and Amsterdam, 1989; Amsterdam et al., 1994). Brevemente, las células de los
luteomas y SPO (400.000 células/pocillo) fueron preincubadas con [9,10—3H(N)]-écido
oleico (NEN, Boston, MA, 2 pCi/pocillo) durante 24 horas en BIC-0.1% BSA libre de
acidos grasos (SIGMA, St Louis, MO) (BIC-FAF-BSA). Luego, las células se lavaron 3
veces con BIC-FAF-BSA. El medio se cambi6 a BIC-FAF-BSA 0.5% etanol y se incubo

durante 60 minutos en presencia de Buserelina, un agonista superactivo de GnRH ([D-Ser(-

tBu)0-des-Gly10]-GnRH-N-etilamida, gentilmente donada por Hoechst, Buenos Aires, 1,
10 o 100 ng/ml) o 12-miristato 13-acetato de forbol (PMA, 100 mM, SIGMA) como
control positivo. Para finalizar las incubaciones, las placas se colocaron sobre hielo y se
enjuagaron dos veces con buffer fosfosalino (PBS) frio. Se agregdé metanol frio (1 ml) a
cada pocillo, se rasparon las células y la suspencion metandlica se transfirié a tubos de
extraccion de vidrio, a la cual se agregé 1 ml de cloroformo y | ml de una mezcla de 1 N
HCI, 1 mM EGTA (SIGMA). Los tubos se vortexearon y centrifugaron a 2000 rpm durante
10 minutos. Se colectd la fase inferior cloroférmica que contiene los lipidos extraidos, se
dejo secar y se guardo a 4°C para su posterior analisis. El *H-fosfatidil etanol, producido
por la actividad fosfatidil transferasa de la fosfolipasa D cuando el etanol actua como el
aceptor del grupo fosfatidil, y el *H-acido fosfatidico fueron separados de los otros lipidos y
entre si por cromatografia en capa delgada (placas de silica gel Whatman LK6D), con una
fase organica compuesta por una mezcla de acetato de etilo/2,2,4-trimetilpentano/acido
acétido/agua (13:2:3:10). Las regiones correspondientes a los estandares de fosfatidil etanol

y acido fosfatidico (ICN, Irvine CA, Estados Unidos) en las placas se rasparon y contaron
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luego del agregado de liquido centellante en un contador . Todos los experimentos fueron
corridos por duplicado y se repitieron 4 veces. Los resultados se expresaron relativos a la

incorporacion de "H-dcido oleico en cada cultivo.

Actividad de la fosfolipasa A;

La actividad de la PLA; se determiné como fuera descripto por Watanabe y col. (Watanabe
et al., 1990) con algunas modificaciones menores. Luego de 48 horas en cultivo, las células
(400.000 células/pocillo en placas de cultivo de 24 pocillos) fueron incubadas con
[5,6,8,9,11,1,2,14,] S-JH(N)]-écido araquidonico (NEN, 0.5 pCi/ml/pocillo) durante 24
horas. Las células premarcadas se lavaron 3 veces con BIC-FAF-BSA y luego se
preincubaron con el mismo buffer por 45 minutos. Luego se incubaron las células en
presencia o ausencia de quinacrina (ICN, 10 ml/pocillo, 200 pM) por 15 minutos. Se
agregaron entonces los estimulos [Bus: 100 ng/ml o prostaglandina F2o (PGF2a): 1.10°M]
por 10 minutos. Las placas se colocaron luego sobre hielo, se recogi6 el medio y se lo contd
mediante centelleo liquido. Los resultados se expresan en relacion a la incorporacién de *H-
acido araquidénico en cada cultivo. Con el objeto de determinar que la radioactividad en el
medio corresponde al acido araquidénico, los extractos organicos de los medios de cultivo
fueron inyectados en una columna de fase reversa (Microsorb-MV C18) y analizados por
HPLC utilizando un gradiente de solventes que va desde acetonitrilo:agua:acido acético
(50:50:0.1) hasta acetonitrilo:acido acético (100:0.1) en 40 minutos, seguido de una fase
isocratica con la dltima mezcla de solventes durante 10 minutos como fuera descripto por

Omata et al (Omata et al., 1992). El tiempo de eluciéon del estindar de *H-acido
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araquiddnico coincidié con el pico en las muestras ensayadas, confirmando de esta manera

la identidad de los compuestos radioactivos en el medio de cultivo.

Mediciones de AMPc intracelular

Luego de una preincubacion de 24 horas con la toxina de Pertussis (PTX, SIGMA,
150 ng/ml) en BIC-SFB o con medio sélo (control), se lavaron las células del luteoma y
SPO (400.000 células/pocillo) con BIC-BSA y se incubaron con Buserelina (100 o 1000
ng/ml), hCG (NIDDKD, 1.10° M) o FSK (forskolina, SIGMA, 5 uM) durante 30 minutos
en presencia de 3-isobutil-l1-metilxantina (IBMX, SIGMA, 0.1 mM). Luego de las
incubaciones, las células se colocaron sobre hielo y se lavaron con BIC-BSA, se agregaron
0.7 ml de etanol frio a cada pocillo, se rasparon las células, se transfirié los lisados a tubos
Eppendorf, se calentaron durante 5 minutos a 95°C y se los centrifugd a 10.000 rpm. Los
sobrenadantes se secaron y se guardaron a -20°C. Finalmente, los extractos fueron
resuspendidos en buffer de RIA para AMPc. El AMPc intracelular fue medido por RIA
como descripto previamente (del Punta et al., 1996) utilizando un anticuerpo provisto por el
NIDDKD. La sensibilidad del ensayo fue de 20 fmol/400000 células. Los experimentos
fueron repetidos 4 veces. Los resultados se expresan como porcentaje de incremento sobre

los niveles basales considerados como el 100%.

Determinacion de PMAPK y MAPK por Western blots

Las células del luteoma y SPO (400.000 células/pocillo) se incubaron durante 10 minutos
(Han and Conn1999) con Bus (100 o 1000 ng/ml) o PMA (1 uM) solos o en combinacién
con los siguientes pretratamientos: toxina de Pertussis (PTX: 150 ng/ml, 24 horas antes del

experimento con el objeto de ADP ribosilar a la proteina Gio), PMA (1 uM, 24 horas antes
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del experimento para depletar a la proteina kinasa C, PKC), PD 98059 (SIGMA, 50 pM, 1
hora antes del experimento para inhibir a la MEK, la enzima que fosforila a la MAPK). En
un segundo juego de experimentos se traté a las células con medio o Bus (1 ng/ml) sola o
en combinacion con los siguientes pretratamientos: SQ 22536 (un inhibidor de la adenilil
ciclasa, 0.5 mM, 30 minutos antes del estimulo, ICN Biomedicals Inc, Aurora OH, Estados
Unidos), o SQ 22536 (0.5 mM) en combinacion con PMA (1 pM, 24 horas antes del
experimento). Luego de la incubacion, las células fueron lavadas con PBS frio y se
agregaron 50 pl de buffer de muestra. Se rasparon las células, se transfirieron los lisados a
tubos Eppendorf y se guardaron a -70°C. En el dia de la electroforesis, los lisados celulares
se calentaron a 100°C durante 5 minutos y se centrifugaron a 10.000xg durante 5 minutos.
20 pl de los lisados se corrieron en geles SDS-PAGE al 15% y se electrotransfirieron a una
membrana de nitrocelulosa (Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghampshire, Inglaterra).
Las membranas se bloquearon durante 2 horas a temperatura ambiente (ta) con TTBS - 3%
leche descremada. El anticuerpo especifico anti fosfo-MAPK (p-MAPK) (1:2000) generado
en raton, el cual detecta MAPK p44 y p42 solamente si estan fosforiladas en Thr’® y Tyr
204 fue utilizado para medir la activacion de la MAPK (New England Biolabs, Inc.,
Beverly, MA, Estados Unidos). En forma alternativa, las membranas fueron reveladas con
un anticuerpo policlonal para MAPK 44/42 generado en conejo (1:1200), el cual detecta
MAPK total (t-MAPK), independientemente del estado de fosforilacion. Las incubaciones
con el primer anticuerpo fueron realizadas durante 1 hora a ta. Luego de los respectivos
lavados, las seiiales fueron detectadas con-un segundo anticuerpo conjugado con peroxidasa

de rabano picante (1:2000, 1 hora ta) y visualizadas por deteccion de quimioluminiscencia.
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La cuantificacion de los inmunoblots se realizo con el programa Imagequant. Los niveles de

p-MAPK fueron estandarizados contra los niveles de t-MAPK en cada muestra.

Determinacion de progesterona

Se determind la progesterona en el medio de cultivo de células tumorales y luteales
controles (400.000 células/pocillo) estimuladas con hCG (1.10"°M) en presencia o ausencia
de Buserelina (100 ng/ml) durante 24 horas y con o sin preincubaciones con PTX (150
ng/ml, 24 h de preincubacion antes del agregado de los estimulos) o Bisindolilmaleimida I
(GF 109203X, un inhibidor de la PKC, 25 uM, 30 min antes del agregado de los estimulos,
ICN Biomedicals Inc). La progesterona se determindé por RIA. Los experimentos se
realizaron por duplicado y se repitieron 3 veces.

Radioinmunoanalisis de progesterona

Preparacion de la muestra: a 300 pl de medio de cultivo se les agregé 200 pl de buffer
fosfato 0.075 M, pH 7.5, conteniendo 0.5% (P/V) de gelatina (buffer fosfato gelatina).
Estdndares: se prepararon a partir de una solucidon de progesterona de
1 pg/ml (SIGMA) en etanol, en un rango de 6.25 a 6400 pg por tubo en 500 pl de buffer
fosfato gelatina.

Antisuero: a los tubos conteniendo la curva y las muestras, se agregaron
200 pl de antiprogesterona (GDN 337) gentilmente donada por el Dr. Niswender (Font
Collins, CO, Estados Unidos), disuelta en buffer fosfato gelatina en una dilucién de 1:2400.

Hormona radioactiva: la progesterona tritiada (NEN) 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.
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Separacién de la hormona libre del complejo hormona-anticuerpo: la separacion se logré

por el agregado de una suspension de Carbén (0.5%)- Dextrano (0.05%) en buffer fosfato,
recientemente preparada. Esta suspension adsorbe la hormona libre. Se agregaron 200 pl, se
agito con vortex y se incub6 10 minutos a 4°C. Luego se centrifugé 10 minutos a 3000 rpm.
Finalmente, se tomaron 700 pl del sobrenadante (conteniendo el complejo hormona-
anticuerpo) y se les agregé 3 ml de solucion centellante. 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 6.25 pg/ml, y los coeficientes de

variacion intra e inter ensayo fueron de 7.5% y 11.9%, respectivamente.

Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como la media £ SE. Los datos fueron analizados por
ANOVA en uno o dos sentidos, segtn el caso, seguidos del test de las comparaciones
multiples de Student-Newman-Keuls, utilizando en programa Statistica V5. Cuando sélo se
compar6 dos grupos se utilizd el test Student. En todos los casos los resultados fueron

considerados significativos si p<0.05.
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Resultados

Expresion de proteinas G en células ovaricas tumorales y controles

Dado que en trabajos previos habiamos demostrado que las células tumorales difieren de
las células luteales control en la sefalizacion de GnRH, como primer objetivo
determinamos si esto podia deberse a diferencias en la expresion de las proteinas G que se
acoplan al receptor de GnRH. En este capitulo demostramos que ambos tipos celulares
expresan todas las proteinas G evaluadas, Gus, Gagi1, Gais Y Gao. detectadas en los pesos
moleculares esperados (Fig. 1), indicando que la diferencia en la respuesta a GnRH entre
las células tumorales y las controles no se debia a la falta de alguna clase de proteina G en

las mismas.
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Figura 1: Expresion de las proteinas G en células tumorales y SPO. Las proteinas G se
determinaron por Western blots con antisueros especificos. Las flechas indican los pesos
moleculares a los cuales se detectan las bandas especificas.
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Activacién de la PLD inducida por Buserelina en células ovaricas tumorales y

controles

La activacién de la PLD, medida como el incremento de fosfatidil etanol y acido fosfatidico
intracelulares en relacién a la incorporacién de *H-acido oleico en respuesta a diferentes
estimulos, fue determinada en células tumorales y SPO. La incorporacion de *H-acido
oleico fue de 63.0+1.1% en células tumorales y de 75.5+0.9% en células SPO, siendo la
diferencia estadisticamente significativa (p<0.001). En condiciones de ausencia de
estimulacion, las células tumorales mostraron niveles de fosfatidil etanol significativamente
menores que las células SPO (Tumor (*H-PE/*H-OA): 1.78+0.05 vs SPO (*H-PE/*H-OA):
2.77£0.25, p<0.01, n:4). Ademas, mientras que las células SPO mostraron un incremento
de fosfatidil etanol dependiente de la concentracion en presencia de Buserelina (1, 10 0 100
ng/ml) luego de 60 minutos de incubacion, alcanzando significancia estadistica a partir de
1 ng/ml (Fig. 2, panel derecho), en células tumorales solamente la concentraciéon mayor
estimuld el incremento de fosfatidil etanol (Fig. 2, panel izquierdo) y en menor grado que
en las células SPO [fosfatidil etanol inducido por Buserelina (veces de incremento):Tumor:
1.23£0.05 vs SPO: 1.51010.09, p<0.03, n:4]. La respuesta a PMA (0.5 uM), un conocido
activador de la PLD, fue también significativamente mas intensa en células SPO que en
células tumorales [fosfatidil etanol inducido por PMA (veces de incremento): Tumor:
3.75£0.77 vs SPO: 7.7740.67, p<0.01, n:4].

Ademas, Bus (100 ng/ml) y PMA (0.5 pM) provocaron incrementos significativos de acido

fosfatidico en ambos tipos celulares (no se muestra).
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Figura 2: Activacion dosis dependiente de PLD por Buserelina (1, 10 o 100 ng/ml),
medida como el cociente entre el *H-fosfatidil etanol formado (*H-PE: cpm) luego de 60
minutos de estimulacion y el *H-acido oleico incorporado en las células (*H-OA: cpm) en
células tumorales y SPO.

*. significativamente diferente del control.

#: significativamente diferente de Bus 1, p<0.05 o menor.

Activacion de la PLA, inducida por Buserelina en células oviricas tumorales y
controles

Se determiné la activacion de la PLA,, medida como el incremento de *H-acido
araquidénico libre en el medio de cultivo en relacion a la incorporacién de *H-acido
araquidonico en cada cultivo luego de 10 minutos de estimulaciéon de las células con
Buserelina (100 ng/ml) o PGF20 (1.10° M, utilizado como control). La incorporacién de
’H-4cido araquidénico en las células tumorales oscila entre el 31% al 67% con una
incorporacion media de 54.5+7.5%, mientras que en células SPO el rango fue de 64% hasta
75% con una incorporacion media de é9.5%t.2.5, siendo la diferencia estadisticamente
significativa (p<0.04). Las células SPO respondieron significativamente a ambos estimulos

con un incremento en los niveles de acido araquidonico tritiado en el medio de cultivo (Fig
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3, panel derecho). Contrariamente, no se evidenciaron incrementos en >H-acido
araquidonico en el medio correspondiente a células tumorales ante ningun estimulo (Fig 3,
panel izquierdo). En presencia de 200 uM de quinacrina, un inhibidor de la PLA,, se
observé una reduccion significativa en los niveles basales de *H-4cido araquidénico en las
células SPO. Ademas, los efectos estimulatorios de Buserelina y de PGF2a fueron
completamente abolidos, indicando la especificidad de la respuesta. En las células
tumorales no se observaron variaciones significativas en los niveles de ‘H-acido

araquiddnico, tanto en condiciones basales como estimuladas, en presencia del inhibidor.
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Figura 3: Efecto de la Buserelina (Bus 100 n%/ml) y PGF2a (1.10'5 M) sobre la activacion
de la PLA; medida como el cociente entre el "H-acido araquidénico liberado al medio (3 H-
AA: cpm) luego de 10 minutos de estimulacién y el *H-acido araquidénico incorporado en
las células (cpm). Los experimentos se realizaron en presencia o ausencia de Quinacrina, el
inhibidor de la PLA; (Quin: 200 uM) en células tumorales y SPO.

*: significativamente diferente del control.

a: significativamente diferente de las células sin quinacrina. p<0.05 o menor.




Efecto de Buserelina sobre la produccion de AMPec en células ovaricas tumorales y
controles

Los niveles basales de AMPc, cuando fueron corregidos en relacion al contenido de DNA,
fueron aproximadamente seis veces mayores en células luteinizadas controles (SPO) que en
células tumorales [AMPc (fmol/pg DNA): Células tumorales: 18.4+1.2 vs. células SPO:
114.5% 1.0, p<0.01, n: 6]. Con el objeto de analizar la capacidad de cada tipo celular de
responder a diferentes estimulos, se expresaron los niveles de AMPc como el porcentaje de
incremento con respecto a los niveles basales. Se utilizo forskolina, un estimulador de la
adenilil ciclasa, como control positivo y la respuesta de ambos tipos celulares a este
estimulo fue similar (Fig. 4, paneles izquierdo y derecho). Buserelina indujo un incremento
en la produccion de AMPc en ambos tipos celulares, pero mientras que las células
tumorales respondieron a ambas concentraciones ensayadas, las células SPO solamente
respondieron a la menor y en un grado similar que en células tumorales (Fig 5, paneles

izquierdo y derecho).
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Figura 4: AMPc (% del control) en células tumorales y SPO tratadas con medio como
control (100%) o Forskolina SuM durante 30 minutos en presencia de IBMX.
*: significativamente diferente del control.
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Figura 5: AMPc (% del control) en células tumorales y SPO tratadas con medio como
control (100%) o Buserelina (Bus: 100 y 1000 ng/ml) durante 30 minutos en presencia de
IBMX.

*. significativamente diferente del control.

El efecto de hCG fue probado solo o en combinacion con Buserelina en ambos tipos
celulares. Esta gonadotrofina estimuld significativamente la produccion de AMPc en ambos
tipos celulares (Fig 6, paneles izquierdo y derecho). hCG indujo significativamente
mayores niveles de AMPc en células tumorales que en células SPO [AMPc (veces de
respuesta): Tumor-hCG: 3£0.7 vs. SPO-hCG: 1.7+0.2, p<0.05, n: 6]. Ademas, mientras que
en las células tumorales la combinaciér; de hCG y Buserelina inhibié la producciéon de
AMPc inducido por hCG, en células SPO la combinaciéon de drogas indujo niveles de

AMPc similares a aquellos observados con hCG o Buserelina solos.
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Figura 6: AMPc (% del control) en células tumorales y SPO tratadas con medio como
control (100%), Bus 100 ng/ml, hCG: 1.10° M o la combinacién de ambos durante 30
minutos en presencia de IBMX.

*: significativamente diferente del control.

a: significativamente diferente de hCG. p<0.05 o menor.

Con el objeto de determinar si el efecto de la Buserelina sobre la produccion de AMPc
involucraba una proteina G del tipo i/0, se pretrataron las células durante la noche con PTX
y se sometieron luego al estimulo con Buserelina. El efecto de Buserelina no se alteré con
la preincubacion con PTX en ningtn tipo celular, pero la inactivacion de Gi/0 indujo un
incremento significativo en los niveles basales de AMPc solamente en las células tumorales

(Fig. 7, paneles izquierdo y derecho).
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Figura 7: AMPc (% del control) en células tumorales y SPO tratadas con medio como
control (100%), Bus 100 ng/ml, Toxina de Pertussis (PTX: 150 ng/ml, 24 horas de
preincubacion) o la combinacién de ambos durante 30 minutos en presencia de IBMX.

*: significativamente diferente del control.

a: significativamente diferente de hCG. p<0.05 o menor.
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Efecto de la Buserelina sobre la secrecién de progesterona basal e inducida por hCG
en células del tumor: participacion de la proteina Gip

En las células tumorales la Buserelina mostr6 una tendencia a incrementar los niveles de
progesterona, sin alcanzar significancia estadistica; ademas la misma ejercié un efecto
inhibitorio sobre los niveles de progesterona estimulados por hCG (Fig. 8). Estos resultados
estan de acuerdo con el efecto de la Buserelina sobre la produccion de AMPc (ver més
arriba). Para profundizar en la evaluacion de la participacion de las proteinas Gy en la
inhibicion de la secrecion de progesterona estimulada por hCG, se pretrataron las células
tumorales con PTX. PTX incremento p01: si misma en forma significativa los niveles de
progesterona [Prog (pg/400.000 células): control: 9.7+ 1.7 vs PTX:34.1+ 4.9, p<0.01, n=3]
consistentemente con el incremento en los niveles de AMPc mencionados mas arriba. La

combinacion de PTX y hCG potencio el efecto sobre la secrecion de progesterona (Fig. 9).
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La inhibicion inducida por Buserelina sobre la secrecion de progesterona estimulada por
hCG no se altero en presencia de PTX, indicando que la Buserelina no estd actuando a

través de proteinas Gy en células tumorales para inducir este efecto.
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Figura 8: Secrecion de progesterona al medio de cultivo en células tumorales tratadas con
Bus (100 ng/ml), hCG (1.10” M) o en combinacién de ambas

*: significativamente diferente del control.

a: significativamente diferente de hCG.
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Figura 9: Secrec1on de progesterona al meédio de cultivo en células tumorales tratadas con:
hCG (1.10° M) sola o en combinacién con Bus (100 ng/ml) en ausencia o presencia de
PTX

a: significativamente diferente de hCG.

b: significativamente diferente de hCG-PTX.
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Participacion de la protein kinasa C en el efecto inhibitorio que ejerce la Buserelina
sobre la progesterona estimulada por hCG en células del tumor

Con el objeto de evaluar si la proteina kinasa C estaba involucrada en la respuesta
inhibitoria de la Buserelina sobre la secrecion de progesterona inducida por hCG, se
preincubaron las células tumorales con GF 109203X (25 mM, 30 minutes), el cual es un
inhibidor selectivo de la proteina kinasa C. En presencia de GF 109203X se abolié
completamente el efecto inhibitorio de la Buserelina, sin afectar el efecto estimulatorio de

hCG (Fig. 10), indicando que la PKC esta involucrada en forma critica en este efecto.
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Figura 10: Secrecion de progesterona al medio de cultivo en células tumorales tratadas
con: hCG (1.10° M) sola o en combinacién con Bus (100 ng/ml) en ausencia o presencia de
GF 109203X (25 uM), el inhibidor especifico de la PKC.

a: significativamente diferente de hCG.

Fosforilacion de la proteina kinasa activada por mitégenos (MAPK) p44/42 inducida
por Buserelina en células oviricas tumdrales y controles
Ambos tipos celulares respondieron a la Buserelina con la activacion de la MAPK luego de

10 minutos de incubacion (Fig. 11, paneles izquierdo y derecho), siendo el grado de
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estimulacion significativamente superior en las células SPO [veces de incremento: tumor:
2411+ 0.614 vs SPO: 19.761+£7.020, p<0.05, n:4]. No se observaron diferencias entre las

concentraciones de Buserelina de 100 y 1000 ng/ml sobre la activacion de la MAPK en

ningun tipo celular.
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Figura 11: Activacion de la MAPK inducida por Buserelina (100 y 1000 ng/ml) en células
tumorales y SPO. La activacion de la MAPK se determin6 mediante Western blots con
antisueros especificos. La cuantificacion de los inmunoblots se realizd por densitometria
(Imagequant soft). Para esta y las siguientes figuras: los resultados se expresan como la
media del cociente entre la MAPK fosforilada (p-MAPK) y la MAPK total (t-MAPK) en
cada pocillo en 3-5 experimentos. Recuadro interior: inmunoblots representativos: A: p-
MAPK, B: t-MAPK.

*: significativamente diferente del control.

Para evaluar si la estimulacion inducida por Buserelina era un efecto especifico sobre la
fosforilacion de la MAPK, se teste6 la Buserelina en combinacion con 50 uM de PD 98059,

el inhibidor de la MEK (MAPK kinasa). En ambos tipos celulares PD 98059 aboli6

completamente la activacion de la MAPK (Fig. 12).
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Figura 12: Activacion de la MAPK inducida por Buserelina (Bus 100 ng/ml) en células
tumorales y SPO en presencia o ausencia del inhibidor de MEK1, PD 98059 50 uM.

*: significativamente diferente del control.

a: significativamente diferente de Bus.

Efecto del pretratamiento con PMA o PTX sobre la activacién de la MAPK p44/p42
inducida por Buserelina en células tumorales y SPO

Con el objeto de examinar si la via de transduccion de la sefial de la proteina kinasa C
estaba involucrada en la fosforilacion de la MAPK inducida por Buserelina, se pretrataron
las células durante 24 horas con PMA (1 uM), un tratamiento que depleta la PKC. Este
pretratamiento abolié completamente la fosforilacion de la MAPK inducida por Buserelina
y PMA en ambos tipos celulares, indicando que se trataba de un fendémeno PKC
dependiente (Fig. 13, paneles izquierdo y derecho). Resultados similares se obtuvieron en

presencia del inhibidor de la PKC, el GF 109203X (no se muestra).
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Figura 13: Activacion de la MAPK inducida por Buserelina (100 ng/ml) y PMA (1 uM) en
presencia o ausencia del pretratamiento con PMA (1 puM., 24 horas antes del experimento)
en células tumorales y SPO. Recuadro interno: inmunoblots representativos: A: p-MAPK,
B: t-MAPK, cuadrados abiertos: sin pretratamiento con PMA, cuadrados negros: con

pretratamiento con PMA.

*: significativamente diferente del control.

a: significativamente diferente de Bus.

b: significativamente diferente de las células sin pretratamiento con PMA.

Ademas, para evaluar si la activacion de la MAPK inducida por Buserelina estaba mediada
por proteinas del tipo Gipo, las células fueron pretratadas con PTX (150 ng/ml) durante la
noche. La activacion de la MAPK inducida por Buserelina no se alterd6 por el
pretratamiento con PTX en ningtn tipo celular, indicando que este tipo de proteina G no

estaba involucrado en la respuesta (Fig. 14, paneles izquierdo y derecho).
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Figura 14: Activacion de la MAPK inducida por Buserelina (100 ng/ml) en células
tumorales y SPO, en presencia o ausencia del pretratamiento con PTX (150 ng/ml, 24 horas
antes del experimento).

*: significativamente diferente del control.

a: significativamente diferente de Bus.

b: significativamente diferente de PTX-Bus.

Activacion de la MAPK p44/p42 inducida por Buserelina en presencia de la inhibiciéon
de la adenilil ciclasa o de la adenilil ciclasa y la proteina kinasa C en células tumorales
y SPO

En presencia del inhibidor de la adenilil ciclasa, SQ 22536, la fosforilacion de la MAPK
inducida por Buserelina se inhibi6 en las células tumorales (Fig. 15, panel izquierdo). En
contraste, en las células SPO la preincubacion con SQ 22536 no alterd la activacion de la
MAPK inducida por Buserelina (Fig. 15, panel derecho). La combinacion de los
inhibidores de la adenilil ciclasa y de la proteina kinasa C abolieron completamente la
fosforilacion de la MAPK inducida por Buserelina en ambos tipos celulares (Fig. 15,

paneles izquierdo y derecho).
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Figura 15: Activacion de la MAPK inducida por Buserelina (100 ng/ml) en células
tumorales y SPO, en presencia o ausencia de los siguientes pretratamientos: SQ 22536, el
inhibidor de la adenilil ciclasa (0.5 mM, 30 minutos antes del estimulo), o SQ 22536 mas

PMA (1 uM, 24 horas antes del experimento).
*: significativamente diferente del control en células sin pretratamientos.
a: significativamente diferente del control en células pretratadas con SQ 22536.

Fosforilacion de la MAPK p44/p42 inducida por AMPc en células tumorales

Para probar si el AMPc por si mismo era capaz de incrementar la fosforilacion de la MAPK
en las células tumorales, éstas fueron estimuladas con 1 mM de dibutiril AMPc durante 10
minutos con o sin previa preincubacion con GF 109203X, el inhibidor de la PKC. El AMPc
incrementd significativamente la activacion de la MAPK (Fig. 16). En presencia del GF

109203X esta estimulacion fue abolida.
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Figura 16: Activacién de la MAPK inducida por dibutiryl-AMPc [(Bu),cAMP, 1 mM] en
células tumorales en ausencia o presencia del inhibidor de la PKC, GF 109203X (25 uM).
*: significativamente diferente del control en células sin pretratamientos.
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Discusion

El sistema de transduccién de sefiales disparado por GnRH se ha vuelto cada vez mas
complejo, involucrando miltiples caminos. La via clasica y mas comun involucra el acople
a proteinas Gg;, activacion de fosfolipasa CP (PLC), generacion de los segundos
mensajeros inositol 1,4,5-trifosfato y diacilglicerol seguido de la activacion de la proteina
kinasa C y un incremento en el calcio intracelular. Sin embargo, se han descripto ademas
numerosos caminos alternativos incluyendo la estimulacion de varias proteinas G,
activacién de fosfolipasas D y A,, activacion de adenilil ciclasa y proteina kinasas A,
fosforilacién de proteinas kinasas activadas por mitégenos (Cheng and Leung2000;
Stanislaus et al., 1998a; Shacham et al., 1999; Kraus et al., 2001), activacion de tirosina
kinasas (Johnson et al., 2000) y fosfotirosinas fosfatasas (Emons et al., 1998; Griindker et
al., 2001b). Diferentes tipos celulares expresarian uno o mas de estos caminos y la
compleja comunicacion cruzada resultante entre las moléculas mensajeras condicionan la
respuesta a GnRH. Ademas, cambios en el numero de receptores pueden resultar en el
acople diferencial a proteinas G. Estos eventos le permitirian al GnRH modular diferentes
caminos de transduccién, y finalmente arribar a diferentes respuestas fisiologicas
(Stanislaus et al., 1998a). El propésito del presente trabajo fue identificar el/los camino/s de
transduccién de sefales activados por GnRH en células ovéricas tumorales derivadas de
tumores ovaricos intraesplénicos, altamente luteinizados, en las cuales se ha demostrado
previamente en el laboratorio que GnRH no estimula el camino clasico de transduccion via

PLC (Chamson-Reig et al., 1999b). La falta de activacién de PLC inducida por GnRH ha

105



sido también descripta en una variedad de tumores (Emons et al., 1996; Emons et al.,
1998).

Como el receptor de GnRH puede acoplarse a numerosas proteinas G (Stanislaus et al.,
1998a), nosotros inicialmente intentamos determinar si las proteinas G, las cuales se ha
descripto que acoplan a este receptor, se expresan en células tumorales. Gs, Gg11, Giy Go se
expresaron tanto en células tumorales como luteales controles (SPO), descartando entonces
que la respuesta atipica respecto a la PLC era consecuencia de una expresion alterada de
proteinas G.

Como también habia sido descripto que otras fosfolipasas son estimuladas por GnRH tanto
en hipofisis (Naor and Catt, 1981; Netiv et al., 1991) como en células ovaricas (Minegishi
and Leung, 1985; Watanabe et al.,, 1990; Liscovitch and Amsterdam1989), se estudié el
efecto de la Buserelina sobre la activacion de PLA; y PLD en nuestro sistema. Las células
controles SPO mostraron el esperado incremento en la liberacion de *H-acido araquidénico
en respuesta a la estimulacion con Buserelina, indicando la activacién de la PLA,. En
presencia del inhibidor de la PLA,, quinacrina, esta activacion fue inhibida asi como
también los niveles basales. En células tumorales no se observé variacion en el *H-acido
araquidénico bajo tratamiento con Buserelina. Ademas, los niveles basales de acido
araquidonico tampoco se modificaron por quinacrina, sugiriendo que los mismos no
derivarian de la accién basal de la PLA, sobre los fosfolipidos de la membrana en células
tumorales. La PLA; ovarica de rata ha demostrado ser calcio dependiente (Minegishi et al.,
1987, Kol et al., 1997). Ademas, en neuronas hipotalamicas inmortalizadas se ha
demostrado que la PLA, dependiente de calcio actua "rio abajo" de la PLC (Kreda et al,
2001). Por ello, la deficiencia en la estimulacion de PLA, inducida por Buserelina en

células tumorales podria ser consecuencia de la falta de activacion significativa de PLC
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descripta en respuesta a Buserelina en estas células, dado que no se incrementaron los
niveles de inositoles fosfato y de calcio (Chamson-Reig et al., 1999b). Con respecto a la
PLD, los niveles basales de fosfatidil etanol fueron significativamente menores en células
tumorales que en SPO, y la respuesta a PMA, un conocido activador de esta enzima,
también estuvo considerablemente disminuida en células tumorales. Estos resultados
sugieren que los niveles de la PLD estarian disminuidos en este tipo celular o que la
actividad de la enzima estaria afectada. En las células SPO el efecto de la Buserelina sobre
la acumulacién del fosfatidil etanol fue dependiente de la concentracién y alcanzé la
saturaciéon a una concentracion de 10 ng/ml, similar a lo que habia sido reportado
previamente en células de la granulosa (Liscovitch and Amsterdam1989). En células
tumorales solamente la concentracién mayor del agonista de GnRH fue capaz de inducir
una respuesta significativa y en menor grado que en las células SPO. En células de hipéfisis
Zheng y col. demostraron que la activacion de la PLD inducida por GnRH era secundaria a
una activacion previa de PLC-PKC (Zheng et al., 1994). En células de la granulosa esta
cascada es menos clara, ya que el tratamiento de las células con el inhibidor de la PKC, H-
7, no modifico la produccién de fosfatidil etanol inducida por GnRH, mientras que inhibid
el efecto del TPA (13-acetato-12-O-tetradecanoil forbol) sobre la PLD, por lo cual los
autores propusieron una activacion directa de PLD por el agonista de GnRH dependiente de
proteina G (Liscovitch and Amsterdam1989). Aunque la accién de la Buserelina sobre la
activacion de la PLD en nuestras células tumorales es bastante débil, el acido fosfatidico
liberado podria ejercer efectos directos sobre la esteroidogénesis (Liscovitch and
Amsterdam1989; Amsterdam et al., 1994) o afectar otros sistemas de sefializacién como
por ejemplo la PKC por su conversidn a diacilglicerol (Shacham et al., 1999). Por lo tanto,

teniendo en consideracion los resultados sobre la PLA; y la PLD ademas de los anteriores
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sobre la PLC (Chamson-Reig et al., 1999b), se podria sugerir que las fosfolipasas no
constituyen los caminos de transduccion de sefiales principales que median los efectos de
GnRH en células de los luteomas.

A continuacién se intentd determinar la participacion de la adenilil ciclasa en la
sefializacion de GnRH en las células tumorales. En un trabajo pionero, Borgeat y col
demostraron que GnRH estimulé la acumulacién de APMc en lébulos anteriores de
glandulas hipofisarias incubadas in vitro (Borgeat et al., 1972). Posteriormente, se confirmé
el acople del receptor de GnRH a la proteina Gos en gonadotropos (Stanislaus et al., 1998b)
y en células hipofisarias GH; (Kuphal et al., 1994; Stanislaus et al., 1998a) y COS-7 (Arora
et al., 1998) transfectadas con el receptor de GnRH. Ademas, se reportaron resultados
controvertidos con respecto a este tema en células ovaricas, ya que algunos autores
informaron incrementos de AMPc inducidos por GnRH (Ranta et al., 1982; Knecht et al.,
1981), mientras que otros no observaron efecto alguno (Behrman et al., 1980; Massicotte et
al., 1981; Eckstein et al., 1986; Kang et al., 2002b). Ademas se ha propuesto que GnRH
inhibe la produccién de AMPc estimulada por LH o FSH tanto en células de granulosa
inmaduras como en células de granulosa o luteales diferenciadas (Behrman et al., 1980;
Harwood et al., 1980; Massicotte et al., 1981; Ranta et al., 1982). Nosotros observamos que
tanto en el luteoma como en las células SPO controles la Buserelina estimulo
significativamente la produccion de AMPc. Ademas, la Buserelina inhibio la produccién de
AMPc estimulada por hCG solamente en células tumorales, en concordancia con nuestros
resultados sobre la secrecién de progesterona, en los cuales describimos que Buserelina
inhibi6 la secrecidon de progesterona inducida por hCG en células tumorales pero no en las

SPO (Chamson-Reig et al., 1997). La falta de efecto de GnRH sobre la produccién de
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AMPc inducida por hCG en las células SPO, a pesar de estar en concordancia con nuestros
resultados de progesterona, difiere de los resultados de otros laboratorios y podria ser
consecuencia de las diferentes condiciones experimentales. El efecto de GnRH sobre la
produccion de AMPc es independiente de Gqip , ya que no se alterd por el tratamiento con
toxina de Pertussis. Llamativamente, el tratamiento con PTX por si mismo incrementd los
niveles de AMPc solamente en células tumorales, sugiriendo que estas células poseen una
proteina Ggio basalmente activa, la cual podria estar inhibiendo la funcién de la adenilil
ciclasa y podria explicar los niveles basales significativamente menores de AMPc
observados en células tumorales en comparacidon con las células SPO controles. La
estimulacion de la via de sefializacién del AMPc por GnRH, simultdneamente a la ausencia
de efecto sobre el camino de la PLC, podria ser consecuencia del nimero de receptores de
GnRH expresados en las células tumorales, ya que se ha descripto que un bajo numero de
los mismos no interfiere con la produccion de AMPc mientras que si afecta la formacion de
[P (Pinter et al., 1999; Johnson et al., 2000). Hemos demostrado previamente que los
receptores de GnRH son cinco veces menos abundantes en estos tumores ovaricos que en la
hipoéfisis anterior (Chamson-Reig et al., 1997). Sin embargo, también demostramos que su
namero es significativamente mayor en tumores ovaricos intraesplénicos que en ovarios
SPO (Chamson-Reig et al., 1999b), sugiriendo que a pesar de que el nimero de receptores
no explica por si solo la ausencia de respuesta de la PLC en células tumorales, podria
justificar la respuesta del AMPc inducida por GnRH en ambos tipos celulares. Mas aun,
mediante experimentos de mutagénesis dirigida aplicadas al receptor de GnRH se demostro
que la produccién de inositoles fosfato inducido por Buserelina estaba atenuada, mientras

que su respuesta a través del AMPc no se afectd (Awara et al., 1996; Lin et al., 1998).
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Otros investigadores hallaron que el sitio de sefializacion para AMPc reside en residuos
especificos en el primer dominio intracelular, los cuales no estarian involucrados en la
activacion de la PLC (Arora et al., 1998), demostrando la independencia de ambos caminos
y sugiriendo una posible explicacion para diferentes respuestas en ambos tipos celulares.

Los efectos de la Buserelina sobre el AMPc en células tumorales van en paralelo con sus
efectos sobre la secrecién de progesterona. La accion estimulatoria pareceria responder a
una estimulacion directa de la adenilil ciclasa por acoplamiento a Gs, como ha sido
propuesto previamente (Stanislaus et al, 1998b). Aqui demostramos que la accion
inhibitoria de la Buserelina sobre la produccion de AMPc o progesterona inducida por hCG
es independiente de la participacion de Gio y probablemente involucre la accién de la PKC,
ya que la inhibicién de la PKC con GF 109203 abolié la inhibicidn ejercida por Buserelina
sobre los niveles de progesterona inducidos por hCG. La participacion de la PKC en este
efecto ha sido previamente propuesta por Amsterdam y col. (Amsterdam et al., 1994). Mas
aun, también se ha descripto que la actividad de la MAPK estimulada por GnRH contribuye
a la inhibicidon de progesterona inducida por GnRH en células de granulosa luteinicas
humanas (Kang et al., 2002a). En experimentos preliminares hemos hallado que la
preincubacion con el inhibidor de MEK1, PD 98089, enzima que fosforila a las MAPK,
impidi6 la inhibicion inducida por Buserelina de la secrecion de progesterona inducida por
hCG, en concordancia con esta observacion, sugiriendo un camino PKC-MAPK en este
efecto (ver mas abajo). Con respecto a la activacion de la PKC inducida por Buserelina en
células tumorales, no pareceria ser dependiente de PLC, sin embargo DAG originado de la
activacién de la PLD podria estar activando la PKC (Amsterdam et al., 1994). Ademas,

también se ha propuesto que la PKA, activada por niveles incrementados de AMPc, pueda
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ejercer efectos estimulatorios sobre PKC (Rosado et al., 2002; Yu et al., 1996) (ver mas
abajo).

También se ha propuesto que la sefializacién de GnRH en la hipéfisis involucra la
activacion de la MAPK p44-p42 (Sim et al., 1995; Sundaresan et al., 1996; Reiss et al.,
1997; Han and Connl1999; Johnson et al., 2000); esto también se observo en las células
ovaricas (Kang et al,, 2002b; Kimura et al., 1999; Kang et al., 2002a), por lo tanto
estudiamos el efecto de la Buserelina sobre la fosforilacion de MAPK en células tumorales
y SPO. La Buserelina indujo fosforilacidn significativa en ambos tipos celulares, a pesar de
que el grado de estimulacién fue menor en células tumorales. De nuestro conocimiento,
esta es la primer descripcion de la activacion de la MAPK inducida por GnRH en células
ovéricas luteinizadas de rata. Se habia demostrado previamente que el receptor de GnRH
podia acoplar a Gip (Stanislaus et al., 1998a) entre otras proteinas G, pero la participacion
de esta proteina G en la activacién de la MAPK ha permanecido controvertida (Sim et al.,
1995; Reiss et al., 1997). Nuestros resultados muestran claramente que la activacion de la
MAPK inducida por Buserelina es independiente de Gioen ambos tipos celulares. Ademas,
se han propuesto caminos dependientes e independientes de la PKC en la fosforilacidn de la
MAPK inducida por GnRH (Han and Conn1999). La activacion de la MAPK en células
tumorales y SPO controles fue marcadamente PKC dependiente, ya que la inhibicién o
deplecién de la PKC aboli6 los efectos de la Buserelina o PMA sobre la activacion de la
MAPK en ambos tipos celulares, en concordancia con reportes previos en la hipofisis (Sim
et al.,, 1995; Reiss et al., 1997; Amsterdam et al., 1994) y células ovaricas (Kang et al.,
2002b). Como Buserelina estimulé la produccion de AMPc y este nucledtido ha sido
involucrado en la activacion de la MAPK (Kang et al., 2002b; Han and Conn1999; Reiss et

al., 1997; Johnson et al., 2000), nosotros investigamos si el camino del AMPc estaba
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involucrado en la activacion de la MAPK por Buserelina en estas células. Llamativamente,
la inhibicion de la adenilil ciclasa mediante SQ 22536 impidié la fosforilacion de la MAPK
inducida por Buserelina en células tumorales pero no tuvo efecto en células SPO. El
pretratamiento con el inhibidor de la adenilil ciclasa y deplecion de la PKC abolieron la
respuesta a la Buserelina en ambos tipos celulares, como esperado. En células SPO, las
cuales reponden a la estimulacion con Buserelina con activacion de la PLC e incrementos
en Ca’* e IP; (Chamson-Reig et al., 1999b), la fosforilacion de la MAPK se debid
probablemente a la estimulacion de la PKC calcio-dependiente principalmente. En
contraste, en células tumorales, en las cuales la Buserelina no activa a la PLC y estimula
marginalmente a la PLD, la fosforilacion de la MAPK pareceria ser dependiente de AMPc.
Ademads, en células tumorales el dibutiri AMPc también fue capaz de inducir la
fosforilacion de la MAPK vy este efecto fue inhibido en presencia del inhibidor de la PKC,
GF 109203X. Porello, un camino de seiializacion que incluya la activacion secuencial de la
adenilil ciclasa-PKC pareceria mediar la fosforilacion de la MAPK inducida por Buserelina
en células tumorales. En relacion a esto, se ha propuesto que en células cromafines existe
una activacion de la PKCe independiente de calcio, estimulada por AMPc, que, a su vez,
estimula a ERK a través de la via Ras/RaffMEK (Takekoshi et al., 2001). También se han
sugerido incrementos en la actividad de la PKC inducidos por PKA en otros tipos celulares
(Rosado et al., 2002; Yu et al., 1996). Nuestros resultados sugieren que un camino similar
podria estar activo en la fosforilacion de la MAPK inducida por Buserelina en células
tumorales, quedando ain por determinarse la isoforma de la PKC involucrada en estas
células. En la Figura 17 mostramos la via clasica de sefializacion de GnRH en las células

controles y proponemos un camino alternativo de sefializacion en las tumorales.
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Células de Luteoma Células Controles
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Figura 17: Diagrama proponiendo diferentes caminos de sefializacién en células del
luteoma y en células luteales normales. GnRHa: andlogo de GnRH, PLD: fosfolipasa D,
PA: 4cido fosfatidico, DAG: diacilglicerol, PLC: fosfolipasa C, IPs: inositol trifosfato,
[Ca™i: concentraciones intracelulares de calcio, PKC: proteina kinasa C, PLA,: fosfolipasa
A,, AA: 4cido araquidonico, AC: adenilil ciclasa, MAPK: proteina kinasa activada por
mitégeno.—¥ : activacion; ¥ : activacion débil; —: inhibicién; > : via no activada.

En su conjunto estos resultados muestran que mientras que las fosfolipasas (PLA; y PLC)
no son activadas o solo marginalmente activadas (PLD) por andlogos de GnRH en células
del luteoma, los caminos de transduccion de seiiales de la adenilil ciclasa, PKC y MAPK
mediarian los efectos de GnRH en estas c€lulas. En consecuencia, mientras que la
transformacion del ovario en un luteoma, un tumor hiperplasico benigno, implica la pérdida
de las vias clasicas de seiializacion de GnRH (PLC), similar a lo observado en varios tipos
de tumores (Emons et al., 1998; Emons et al., 1996), los sistemas generadores de segundos

mensajeros que se determinan en respuesta a Buserelina en estas células tampoco se

asemejan a aquellos observados en tejido transformado como por ejemplo la activacidn de
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MAPK por Gy o la activacion de fosfotirosin fostatasas, (Imai et al., 1996; Griindker et al.,
2001b; Limonta et al., 1999; Kimura et al., 1999; Emons et al., 1996; Griindker et al.,
2001a). Esto demuestra que la sefializacion de GnRH varia considerablemente en diferentes
tipos celulares, lo cual hace posible una diversidad de respuestas dependiendo de los

caminos de segundos mensajeros activados en cada caso.



Capitulo IV

Expresion de GnRH en tejido tumoral y regulacion
en células del luteoma
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Introduccion y objetivos

Se sugiere que el GnRH en el ovario tiene acciones autocrinas o paracrinas. Se ha
demostrado la presencia del RNAm de GnRH (Goubau et al., 1992; Oikawa et al., 1990) y
su peptido (Aten et al., 1987), de sitios de union para GnRH (Leung and Steele1992) y de
receptores para GnRH (Kogo et al., 1995; Whitelaw et al., 1995; Bauer-Dantoin and
Jameson, 1995; Pieper et al., 1981) en el ovario de rata. Ohno y col. (Ohno et al., 1993)
detectaron la expresion del RNAm de GnRH en carcinoma de epitelio ovarico humano,
pero no en ovario normal, mientras que otros autores (Dong et al., 1993; Minaretzis et al.,
1995) reportaron que el RNAm de GnRH si se expresaba en este tejido. Similarmente, se ha
reportado la ausencia de sitios de unién para GnRH en el ovario (Clayton and Huhtamiemi,
1982), presentes pero con baja afinidad en el cuerpo luteo (Bramley et al., 1986; Popkin et
al., 1983) o presentes con alta afinidad en la capa de células de la granulosa del foliculo
preovulatorio (Latouche et al., 1989). Trabajos previos del laboratorio demostraron la
presencia de receptores de GnRH en los luteomas experimentales con caracteristicas
similares a los de la hipéfisis (Chamson-Reig et al., 1997; Chamson-Reig et al., 1999b).
Peng y col. (Peng et al., 1994) demostraron que el RNAm de GnRH y su receptor se
expresan en células de granulosa-luteinicas humanas y que la expresién de ambos esta
regulada por GnRH. En forma similar, estudios hechos en células de epitelio de superficie
ovéricas humanas y células de cancer de epitelio ovarico humano (OVCAR-3) describen
también la presencia tanto del GnRH como de su receptor, y la regulacion de ambos por un
agonista de GnRH (Kang et al, 2000b; Kang et al.,, 2000a). Estos datos sugieren

fuertemente que GnRH puede actuar como un regulador autocrino/paracrino en las células
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granulosa-luteinicas humanas, en células normales de epitelio de superficie ovérica
humanas y células de cancer de epitelio ovarico humano. De nuestro conocimiento no
existen evidencias de este mecanismo en células ovaricas de rata.

Teniendo en cuenta entonces, que la regulaciéon de GnRH en el ovario no esta ain bien
esclarecida y considerando los resultados obtenidos anteriormente, en los cuales se
demuestra la presencia de receptores de GnRH en los luteomas ademas de la accién directa
de analogos del decapéptido sobre el las células tumorales, se evaluara si el luteoma
expresa el RNAm de GnRH y sintetiza el correspondiente decapéptido. Ademds se
investigara si un andlogo de GnRH, la Buserelina, es capaz de regular la sintesis de GnRH.
Estos estudios se realizaran utilizando como control de tejido luteo normal células de

ovarios de hembras prepuberes superovuladas.



Materiales y métodos

Animales

Se emplearon animales portadores de tumores, los cuales se sacrificaron por decapitacion
luegode 1,2, 3,4,5y 6 semanas, y 3 y 7 meses de desarrollo. Como fuente de tejido no
tumoral se utilizaron hipotilamo medio basal, hipofisis, ovarios de ratas en estro, ovarios
de ratas prepuberes superovuladas (SPO) y cuerpos luteos aislados a partir de ovarios de

ratas SPO. Al momento del sacrificio se extrajeron los tejidos para la obtencién de RNA.

Cultivo de células

Se realizaron cultivos de células de luteomas y de ovarios provenientes de ratas SPO,
utilizado como control de células luteas, semejante a lo descripto previamente en el capitulo
I0. Brevemente, se sembraron 1x10° células/pocillo en una placa de cultivo de plastico de 6
pocillos, previamente colagenizada, en medio BIC-SFB. Luego de 24 horas se lavaron las
células con BIC y se realizé un cambio de medio. Ocho dias mas tarde se repiti6 el lavado
con BIC, se preincubaron las células con BIC-BSA durante 2 horas y se procedi6 al
agregado de los estimulos: Buserelina 0.1, 1, 10 y 100 ng/ml en BIC-BSA y controles con
medio sdlo. Luego de 4 horas de incubacion a 37°C en estufa para cultivo se recolectaron
los medios y se congelaron a -20°C hasta su posterior analisis. A las células se les repuso
nuevamente el estimulo correspondiente en BIC-BSA y se las dejo incubando durante 20
horas mas. Luego se recolecté el medio, el cual se guardé a -20°C. Se colocé la placa sobre
hielo y se realiz6 un lavado de las células con PBS estéril frio. Finalmente se agregé 500

pl/pocillo del reactivo de TRIZOL (GIBCO BRL) para la purificacion de su RNA, se rasp6
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el fondo de los pocillos, se recolectd el lisado celular en tubos Eppendorf'y se lo guardé a

-70°C hasta su posterior uso. Se realizaron 3-5 experimentos por grupo.

Radioinmunoanalisis para GnRH

Las soluciones empleadas fueron: buffer fosfato 0.05 M pH 7.5; buffer fosfosalino
compuesto por buffer fosfato 0.05 M, NaCl 0.15 M, EDTA 0.01 M, azida s6dica 0.015 My
BSA 0.5% pH final 7.6; solucién de cloramina-T: 40 mg/20 ml de buffer fosfato 0.05 M
preparada inmediatamente antes de su uso; solucion de metabisulfito de sodio: 16 mg/20 ml

de buffer fosfato 0.05 M.

La columna de cromatografia usada para la separacion de la hormona marcada del l751 libre
fue de carboximetilcelulosa (SIGMA) equilibrada en buffer acetato de amonio 2 mM.
Marcacion: Se resuspendieron 5 ug de GnRH (SIGMA) en 10 pl de acido acético 0.1 N. La

marcacién se realizé en tubos de vidrio, bajo campana. A la hormona disuelta en la

solucion de acido acético se le afiadieron 0.6 mCi de l25I (NEN) en 12 pul de buffer fosfato
0.5 M. La oxidacién se efectué con 10 pl de la solucion de cloramina-T en buffer fosfato
0.05 M, bajo agitacién suave durante 60 segundos. La reaccion fue detenida con 20 pl de
metabisulfito de sodio. El contenido del tubo de marcacion fue pasado por la columna de
intercambio catioénico. Se eluyd con buffer acetato de amonio 2 mM pH 4.5 y se recogieron
5 tubos de 3 ml de eluido cada uno. Luego se cambié el buffer de eluciéon por acetato de
amonio 100 mM pH 4.5 y se recogieron 15 fracciones mas de 3 ml. Se leyeron 10 pl de

cada uno en un contador gamma. Con las columnas empleadas se obtuvo una buena

., . 125 .
separacion de los picos de hormona marcada y de I que no fue incorporado, el cual es el
primero en eluir con el buffer de baja fuerza idnica. Los mejores tubos de la marcacién se

utilizaron en forma individual, sin reunirlos, y se guardaron a 4°C para su posterior uso en
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RIA. Previo a los radioinmunoandlisis, se tested el porcentaje de unién al anticuerpo
especifico de cada fraccion de hormona marcada, para determinar cudl de ellas era la de
mejor calidad

Radioinmunoanalisis: El primer antisuero contra GnRH de rata fue R1245 anti-GnRH-BSA

provisto por el Dr. Nett. Se diluy6 en buffer fosfosalino, a la concentracién previamente
establecida como dptima de trabajo. La dilucién inicial fue de 1:10000. El estandar de
referencia fue el mismo GnRH de SIGMA utilizado para la marcacion. Los patrones (0.15 a
200 pg por tubo) se prepararon en buffer fosfosalino. La sensibilidad del ensayo fue de 1.5
pg/ml, y los coeficientes de variacion intra e inter ensayo fueron de 7.1% y 11.6%,
respectivamente.

El protocolo de rutina fue el siguiente: se trabaja en tubos de Kahn de plastico. Se
agregaron el primer anticuerpo (100 pl) y la hormona trazadora (aproximadamente 10.000
cpm/100 pl) a las alicuotas experimentales preparadas en buffer fosfosalino (300 pl),
volumen final de reaccién: 500 pul; luego de una incubacién de 24 horas a 4°C se detiene la
reaccion con el agregado de 1.5 ml de etanol absoluto frio para permitir la precipitacion de
las proteinas, se agita y se deja 30 minutos en hielo, para optimizar la precipitacion. Luego
se centrifugan los tubos a 3000 rpm durante 30 minutos, se invierten los tubos para eliminar
el sobrenadante y se cuenta la radioactividad presente en los precipitados directamente en el
contador gamma.

Como el objetivo del trabajo era evaluar la autorregulacion de la produccion de GnRH,
hubo que cerciorarse que el RIA detectara selectivamente al GnRH producido por las
células y no a su andlogo, Buserelina ([D-Ser(-tBu)’-des-Gly'®-GnRH-N-etilamida),

agregado al medio de cultivo, el cual en cuanto a su estructura apenas difiere de GnRH (la
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Gly en posicién 6 esta sustituida por D-Ser(-tBu) y carece de la Gly en posicién 10). Para
ello se disefi6 inicialmente un ensayo de RIA en el cual se compitié la unién de GnRH
marcado radiactivamente con su anticuerpo con distintas concentraciones de Buserelina
(1 pg a 100 pg/tubo) preparadas en medio BIC-BSA. Las curvas de desplazamiento
indicaron que recién a partir de la concentracion de 0.1 pg/tubo de Buserelina, la misma
competia con la hormona marcada en la union con el anticuerpo (Fig. 1). Dado que las
concentraciones de Buserelina que serian testeadas en el cultivo eran de 0.1 a 100 ng/ml y
la alicuota del medio de cultivo que se toma para realizar el ensayo de RIA era de 100 pl
(que correponden a 0.01 a 10 ng de Buserelina), se pudo trabajar en las condiciones
previamente establecidas, sabiendo que el anticuerpo iba a detectar solamente el GnRH

producido por las células.

e GnRH
= Bus

logit %B/Bo
<:>l:/1
]
]

log dosis (pg)

Figura 1: Curvas de desplazamiento del ensayo de RIA de GnRH en el cual se compiti6 la
unién de GnRH marcado radiactivamente a su anticuerpo con distintas concentraciones de

GnRH (0.15 a 200 pg/tubo, ) o Buserelina (1 pg a 100 pg/tubo, m). [C50 GnRH: 8.6 pg.
IC50 Buserelina: 1.07 pg. ----: Dosis maxina de Buserelina en la alicuota de medio de
cultivo medida en el RIA.
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Purificaciéon de RNA total a partir de diferentes tejidos, células tumorales y de ovarios
de ratas SPO en cultivo

Se procedio a la extraccion del RNA total mediante el reactivo de TRIZOL (GIBCO BRL),
como fuera descripto en el capitulo I. Los RNA totales aislados fueron resuspendidos en
agua DEPC (dietilpirocarbonato, SIGMA), cuantificados espectrofotométricamente a 260

nm y evaluada su pureza mediante el cociente de absorbancias 260 nm/280 nm. Los

mismos fueron guardados a -70°C hasta su posterior utilizacion.

Cuantificacion del RNAm de GnRH por RT-PCR semicuatitativa

Para evaluar los niveles de expresion del RNAm de GnRH en células tumorales y células
luteas controles en cultivo estimuladas con 0.1, 1, 10 y 100 ng/ml de Buserelina o sin
estimular (medio solo) se llevé a cabo la técnica de amplificacién por RT-PCR
semicuantitativa. Para su optimizacion inicialmente se transcribieron a cDNA diferentes
cantidades de RNA total y alicuotas de 2 u! se amplificaron por PCR utilizando diferente
numero de ciclos. Esto permitié determinar las condiciones bajo las cuales la amplificacion
por PCR de los cDNAs de GnRH y de B-actina, como control, se encontraba en la fase
logaritimica. Para estos ensayos se partio6 de RINA total proveniente de luteomas de 6
semanas de desarrollo. Con el objeto de descartar la posibilidad de degradacién de RNA y
poder controlar la variacion en las concentraciones del RNAm en las reacciones de RT se
realizaron amplificactones por PCR para $-actina.

Transcripcion reversa

Se partié de 14 pg de RNA total y se transcribié el cDNA utilizando para ello 200

unidades de transcriptasa reversa de MMLV (USB), 0.025 pg/ul de primers oligo dT,

buffer correspondiente, 5.3 unidades de inhibidor de RNAsa (dilucién 1:5), 10 mM DTT,
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0.5 mM de una mezcla de los cuatro deoxinucledtidos trifosfato, en un volumen final de 20
ul, incubandose la reaccion a 42°C durante 50 minutos e inactivandola finalmente por
calentamiento a 70°C por 15 minutos. 2 pl de esta mezcla de reaccion se sometieron a
amplificacion por PCR.

Amplificacion por PCR

Primers: Los primers especificos para detectar el cDNA correspondiente a GnRH de rata
(sintetizados por Bio Synthesis, en base al andlisis de secuencia realizado mediante el
GenBank) fueron los siguientes: forward: 5-GCCGCTGTTGTTCTGTTGACT-3";
reverse: S-TTCCTCTTCAATCAGACGTTCC-3’, los cuales se unen a secuencias
especificas ubicadas en el primer y tercer exon, respectivamente, y amplificando un
fragmento tedrico de 234 pb, segun el programa de alineacién de secuencias Clustal X
(1.81). Los primers especificos para B-actina de rata (sintetizados por Invitrogen-Life
Technologies en base a las secuencias utilizadas por Brussaard y col.(Brussaard et al.,
1999) fueron los siguientes: forward: 5'-GGAAATCGTGCGTGACAT-3’; reverse: 5'-
GGAAGGTGGACAGTGAGG-3". Para verificar su especificidad utilizamos el programa
BLAST, el cual indicé que la union de ambos primers con el cDNA y el gen de B-actina
citoplasmatica de Rattus norvegicus era 100% especifica, proponiendo un tamafio de
fragmento amplificado de 440 pb para el RNAm y de 652 pb para el genémico.

PCR: El ¢cDNA fue amplificado en un termociclador Eppendorf Mastercycler Gradient en
un volumen de reaccion de 50 pl conteniendo 1 unidad de Taq polimerasa (GIBCO BRL),
y su buffer, 4 mM MgCl;, 0.8 mM deoxinucloétidos trifosfato y 1 uM de primers
especificos para GnRH. Para B-actina, las condiciones fueron similares, salvo que se utilizé

1.5 mM MgCl,, 0.2 mM deoxinucloétidos trifosfato y 0.5 uM de primers especificos para
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fragmento en el vector pUCM13, la transformacién de bacterias competentes, su seleccion
en un medio sélido apropiado, la amplificacion por PCR del fragmento de interés, la
amplificacion en medio liquido de las bacterias que contienen en plasmido deseado y la
purificaciéon de dicho plasmido conteniendo el inserto de interés. A continuacion se
detallara el protocolo utilizado:

Clonacién del fragmento obtenido por PCR utilizando los primers de GnRH

a) Ligacion:

La ligacién se llevd a cabo utilizando el kit pPGEM-T-Easy Vector Systems (Promega), el
cual permite clonar productos de PCR y distinguir posteriormente en forma sencilla
aquellas colonias bacterianas que contienen €l vector con el inserto de interés. El vector
pGEM-T presente en dicho kit posee un pequefio segmento de DNA de E. coli, que
contiene las secuencias regulatorias y la informacién codificante para los primeros 146
aminodacidos del gen de la 3-galactosidasa (lacZ). Las bacterias hospedadoras poseen un
plasmido que codifica para la enzima [-galactosidasa inactiva que carece de los
aminoacidos 11-41. Cuando estas bacterias son transfectadas con un vector no sustituido
(sin inserto) el fragmento amino-terminal de la proteina (3-galactosidasa codificado por el
vector se asocia con el polipéptido defectuoso para formar una proteina enzimaticamente
activa. Dichas bacterias transfectadas con estos vectores no sustituidos formaran colonias
azules en un medio sé6lido que contenga IPTG (isopropiltio-3-D-galactdsido, un inductor de
la B-galactosidasa) y X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactésido, un sustrato
cromogeénico de la 3-galactosidasa). Insercion de DNA foraneo en la region lacZ de dicho
vector elimina la complementacién y da origen a la formacién de colonias blancas. La

presencia de un sitio de policlonado en la regidn lacZ no tiene efecto sobre el péptido de la
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B-galactosidasa para llevar a cabo la complementacion. Sin embargo, inserciones de DNA
adicionales en este sitio generalmente destruyen la complementacion y dan origen a
colonias blancas cuando son crecidas en presencia de [PTG y X-gal.

Una alicuota del producto de PCR de GnRH se lig6 con el vector pGEM-T. Para ello se
utilizaron: 25 ng de vector (0.5 ul), 5 pl de Buffer de Ligacién 2X, 0.5 pl del producto de
PCR, 1 pul de la enzima T4 DNA Ligasa, en un volumen final de 10 pl. Se dejé proceder la
reaccion durante 2 hs a temperatura ambiente.

b) Transformacién:

Se descongelaron bacterias E. coli DH5a competentes en hielo y se agitaron suavemente
antes de continuar con la transformacion. Se transfirieron 50 pl de las células competentes a
un tubo preenfriado conteniendo 4 pl del producto de la ligacion y se dejé la mezcla en
hielo durante 25 minutos. Luego se aplico un shock térmico a 42°C durante 50-70
segundos. Inmediatamente se colocé el tubo en hielo durante 5 minutos. Luego se
agregaron 200 pl de caldo LB estéril y se colocd el tubo en agitacién (~ 150 rpm) a 37 °C

durante 1 hora.

c¢)_Plaqueo:

Se prepararon 3 placas con Agar LB + Ampicilina. El antibidtico (Ampicilina) se utilizé en
una concentracion 1/1000 en el medio de cultivo. Para 50 ml de agar LB se colocaron
~70 pl de ampicilina (100 pg/ml). Se prepararon las placas, se dejaron secar y luego se
colocaron 30 pl de X-GAL 50 mg/mly S pul de IPTG 200 mg/ml. Fueron plaqueados 30, 70
y 150 pl del producto de la transformacién. Se dejaron las placas a 37°C durante toda la

noche.
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d) PCRs de las colonias crecidas en dgar:

Se llevaron a cabo amplificaciones por PCR a partir de algunas colonias blancas crecidas en
agar (1, 2, 3,4 y 5). Para dicha reaccidn se utilizé 1 ul del lisado de células de cada colonia
y la concentracion de Cl,Mg empleada fue de 1.5 mM. Utilizando los primers pUCM13
forward y reverse que se unen al vector, se obtuvo una banda del tamafio esperado (~500
pb) solamente para las colonias 1, 3 y 4. Estas colonias positivas para la banda se pusieron
a crecer en 3 ml de caldo LB durante toda la noche. Posteriormente se tomaron 1.5 ml del
cultivo para realizar minipreparaciones plasmidicas y 800 pl a los que se le agregd 200 pl
de glicerol para guardar a —=70°C como reserva. Las bacterias presentes en los 1.5 ml
destinadas a la purificacion plasmidica, fueron centrifugadas a 2500 rpm durante 20
minutos y el pellet celular fue congelado a —70°C hasta que se realizaron las extracciones.
Se obtuvieron los siguientes rendimientos:

Colonia 1: 374,4 ng/ul. Relacion 260/280: 1,75.

Colonia 3: 622,3 ng/ul. Relacioén 260/280: 1,55.

Colonia 4: 22,9 ng/ul. Mala recuperacion.

e) Secuenciacidn: Se analizaron las colonias 1 y 3. Se enviaron a secuenciar al IIB (Instituto
de Investigaciones Biotecnolégicas) organismo dependiente de UNSAM-CONICET,
Argentina. El kit de secuenciacion utilizado fue el DYnamic ETTM terminator Cycle
sequencing Kit (Amersham Pharmacia Biotech Inc.) y el secuenciador, ABI Prism 377

DNA Sequencer.
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Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como la media + error estindar. Las diferencias entre las
medias de cada grupo se analizaron con el programa INSTAT mediante el analisis de
varianza (ANOVA), seguido del test de Dunnet o con el programa Statistica V5 para el

ANOVA en dos sentidos.



Resultados

Validaciéon del método de RT-PCR

El analisis por RT-PCR mostré6 la amplificacion de una tnica banda de aproximadamente
230 pb. Vanas evidencias apoyan la autenticidad de los productos de PCR detectados.
Primero, la PCR detect6 productos del mismo tamaiio a partir de hipotalamo medio basal e
hip6fisis de hembra prepuber (Fig. 2). Puede descartarse la posibilidad de contaminacion ya
que no se obtuvieron productos en los controles negativos: a) reaccion de RT sin agregar
RNA vy luego amplificar ese producto por PCR, y b) sin agregar cDNA a la reaccion de
PCR. Segundo, los primers de GnRH estin localizados en exones diferentes, por ello el
producto de PCR obtenido debe provenir de la amplificacion especifica del RNAm y no del
DNA genémico. Los primers de B-actina utilizados también permiten diferenciar si la
amplificacion se llevé a cabo a partir de cDNA o DNA gendmico contaminante, mediante
el tamaifio del fragmento amplificado. Igualmente, se realizaron controles de pureza del
cDNA. Para ello se realizaron RTs de cada muestra en ausencia de la enzima
retrotranscriptasa, y luego ese producto se amplificé por PCR el mayor numero de ciclos
utilizando primers para (-actina. La ausencia de banda en estos tubos corroboré que los
c¢DNAs de estas muestras no estaban contaminados con DNA genémico. Finalmente, el
analisis de la secuenciacion del producto de PCR revel6 una secuencia idéntica con los
c¢DNAs de GnRH hipotalamico e hipofisario. El mismo dio como resultado la siguiente
secuencia (en color rojo: secuencia correspondiente al plasmido pGEM-T; en color negro y
estilo de fuente negrita: secuencia correspondiente a los primers de GnRH; en color negro
y estilo de fuente regular: secuencia correspondiente.al inserto), la cual coincidi6 en las dos

colonias evaluadas:
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Colonia 1 de GnRH + pUCMI13 Foward:
GGOTNACAGGOGGUAGTOAATTGTINATACGACTCACTATAGGGCOGAANTTGGGCCCGACGTCOGCAT
GCTCCCGGGCCGCCATGOGCGGCCGCGGOGAATTCGATTITTCCTCTTCAATCAGACGTTCCAGAG
CTCCTCGCAGATCCCTAAGAGGTGAACGGGGCCAGTGGACAGTGCATTCGAAGTTCTGGGGTTC
TGCCATTTGATCCTCCTCCTTGCCCATCTCTTGGAAAGAATCAACCAAGTGTTCAGTATTTCTCTT
CCCCCCAGGGCGCAACCCATAGGACCAGTGCTGGCTGGAGCAGCCTTCCAAACACACAGTCAA
CAGAACAACAGCGGCAATCACTAGTGAATTCOGCGLCCOGCCTGCAGGTCOGACCATATGGGAGAG
CICCONACGCGT TGGATOGCATAGCTTOANGTATTCTATAGTGTCACCTAAANTAGCTTGGGCGTANT
CATGGTCATAGCTOTTTCCTGTGTGAANTTGEIANTCCGCTCACANTTCCACACAANCATACOGAGCC
GGANGCATAANNGTGTAANGCCTOGGOGGTGCCTANTGAGTGAGCTAANCTCACNT AN TGCGTTGE
GCTCACTONCCGUTHTCCAGTCOGOGANANCTGICGTOGNCNGCTOGCAT IAANTGANTCGGCONACG

CGCGOGGGAN

Colonia | de mGnRH + pUCM 3 Reverse: Reverse del anterior
AAGCTATTAGGTGAACTATAGANTATCAAGCTATGCATTCAACGCGITGGGAGCFCTCCCATAT
GOICGACCTGOAGGCOGECGCHGANTTCACTAGTOGA T TGCCGCTGTTGTTCTGTTGACTGTGTG
TTTGGAAGGCTGCTCCAGCCAGCACTGGTCCTATGGGTTGCGCCCTGGGGGGAAGAGAAATACT
GAACACTTGGTTGATTCTTTCCAAGAGATGGGCAAGGAGGAGGATCAAATGGNANAACCCCAN
AACTTCGAATGCACTGTCCANTGCACCCGTTCACCTCTTANCATCTGCGANNACCTCTGNAACG

TCTGATTGAANATNNAAATCAATNCCCCONCONNCAGINTONCONTATCATGNAANNTCOTNN

Expresion del RNAm de GnRH en tejidos oviaricos y en el luteoma

Se observo expresion del RNAm de GnRH en varios tejidos ovaricos controles incluyendo
ovarios en estro (con cuerpos luteos frescos), ovarios de las ratas SPO y también en cuerpos
lateos aislados a partir de ratas SPO (Fig. 2). Al analizar el modelo experimental, se

determiné la expresion del mensajero de este péptido en luteomas de distinto grado de
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desarrollo, incluyendo estadios muy tempranos (tumores de 1-6 semanas) y estadios mas

tardios de evolucion (tumores de 3 y 7 meses de desarrollo) (Fig. 2).

Std C HMB HF E SPO CL Lls L2s L3s L4s L5s L6s L3m L7m

300 pb —

<« GnRH
200 pb >

Figura 2: Expresion del RNAm de GnRH en tejidos relacionados al eje reproductor en
rata, evaluada mediante la técnica de RT-PCR. Se parti6 de 1 pg de RNA total en la RT y
se amplifico por PCR utilizando 40 ciclos. Por electroforesis en geles de agarosa se detectod
un unico producto de amplificacion de aproximadamente 230 pb. Los productos de PCR se
observan por tincién con bromuro de etidio. Std: estdndares de peso molecular; C: control
sin agregar cDNA a la reaccion de PCR; HMB: hipotdlamo medio basal; HF: hipofisis de
hembra prepuber; E: ovario en estro; SPO: ovarios de ratas prepiberes superovuladas; CL:
cuerpos luteos aislados a partir de ovarios de ratas SPO; L1-6s: luteoma de 1 a 6 semanas
de desarrollo; L3m: luteoma de 3 meses de desarrollo; L7m: luteoma de 7 meses de
desarrollo.

Curvas de calibracién de la RT-PCR

Se optimizaron las condiciones de amplificacion por RT-PCR semicuantitativa, en busca de
una relacion lineal entre la cantidad de RNA inicial y la densitometria, con el objeto de
garantizar una amplificacion exponencial a medida que se incrementa el numero de ciclos.
Se eligid finalmente la cantidad de 1 pg de RNA total para la reaccion de transcripcion
reversa, y 31 y 18 ciclos para la amplificacion por PCR para GnRH y [-actina,
respectivamente (Fig. 3). Por lo tanto fueron éstas las condiciones utilizadas para la

cuantificacion del RNAm de GnRH a partir de células tumorales y luteas controles.
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Figura 3: Validacion del método de RT-PCR semicuantitativa para GnRH y B-actina. Se
transcribieron a cDNA distintas cantidades de RNA total (1, 2, 3 o0 4 pg) provenientes de
luteomas de 6 semanas de desarrollo. A continuacion, 2 ul de esta mezcla de reaccion se
amplificaron por PCR, detectindose por electroforesis en geles de agarosa un unico
producto de amplificacion de aproximadamente 230 pb para GnRH y 440 pb para (3-actina.
Se amplificaron GnRH y B-actina a partir del cDNA bajo diferentes niimeros de ciclos. A)
Para GnRH se realizaron 25, 28, 31, 36 o0 40 ciclos de amplificacion. B) Para B-actina se
evaluaron 18, 21, 23, 25 o 31 ciclos. La mayoria de las curvas fue realizada por
cuadruplicado. Para asegurar la linealidad a cantidades menores de RNA, se hicieron
algunos ensayos partiendo de 0.5 pg, corroborando que la misma se conservaba.
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Niveles basales de expresiéon del RNAm y del péptido de GnRH en células tumorales y
luteales controles

Los estudios realizados indican que tanto las células tumorales como las células
provenientes de ovarios de ratas SPO en cultivo son capaces de sintetizar basalmente tanto
el RNAm detectado por RT-PCR como el péptido de GnRH determinado por RIA.

Al comparar los niveles basales de la expresion del péptido de GnRH para ambos tipos
celulares, surgié que las células tumorales producen basalmente mayores cantidades de
GnRH que las células controles, tanto a las 4 como a las 24 horas de iniciado el
experimento (Fig. 4). Lo mismo sucede al comparar la sintesis del RNAm de GnRH, en
donde también su expresion es basalmente mayor en las células tumorales que en las

controles (p<0.05) a las 24 horas de cultivo (Fig. 5).
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Figura 4: Niveles basales de la sintesis del péptido de GnRH determinada por RIA en
células tumorales (TUMOR) y lateas controles (SPO) luego de 4 y 24 horas de cultivo.
Analisis estadistico: ANOVA en dos sentidos: Interaccion: NS. Factor tipo celular:
p<0.001, factor tiempo: NS. ’
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Figura 5: Niveles basales de la expresion del RNAm de GnRH determinada por la técnica
de RT-PCR semicuantitativa en las células tumorales (TUMOR) y lateas controles (SPO)
luego de 24 horas de cultivo.*: p<0.05.

Efectos autorregulatorios del GnRH sobre la expresion de su mensajero y su péptido
en células tumorales y luteales controles

Cuando se estimularon las células tumorales con Buserelina, no se observd variacion en la
secrecion del péptido de GnRH al medio de cultivo para ninguna de las concentraciones de
Buserelina utilizadas, luego de 4 y 24 horas desde el momento de la colocacion del
estimulo (Fig. 6). Contrariamente, al estimular las células provenientes de ovarios de ratas
SPO con 100 ng/ml de Buserelina, se observé un incremento significativo en los niveles de
GnRH liberados al medio en comparaci(;n con las células sin estimular, tanto a las 4

(p<0.01) como a las 24 horas (p<0.01) luego de la colocacion del estimulo.
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Figura 6: Efecto de la Buserelina (Bus) sobre la secrecién al medio de cultivo del péptido
de GnRH medido por RIA en células tumorales (TUMOR) y luteas controles (SPO), luego
de 4 y 24 horas de la colocacion del estimulo (20 horas de acumulacién). Concentraciones
de Buserelina evaluadas: 0.1, 1, 10 y 100 ng/ml. *: Bus 100 vs Control, p<0.01.

Se midié ademas la sintesis del RNAm de GnRH a partir de ambos tipos celulares bajo
estimulacion con las distintas concentraciones de Buserelina por la técnica de RT-PCR
semicuantitativa. Los resultados indicaron que en las células tumorales la Buserelina no
modifico los niveles del RNAm de GnRH en ninguna de las concentraciones evaluadas,
mientras que en las células provenientes de los ovarios de las ratas SPO indujo un
incremento significativo con respecto al control sin estimular, a la concentraciéon mayor

(100 ng/ml) (p<0.05) luego de 24 horas de colocacion del estimulo (Fig. 7).
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Figura 7: Efecto de la Buserelina sobre la expresion del RNAm de GnRH determinada por
la técnica de RT-PCR semicuantitativa en células tumorales (TUMOR, izquierda) y luteas
controles (SPO, derecha), luego de 24 horas de colocacion del estimulo. Concentraciones
de Buserelina evaluadas: 0.1, 1, 10 y 100 ng/ml.

Parte superior: Gel representativo en el cual se muestran los productos de PCR de GnRH
(31 ciclos) y B-actina (18 ciclos). Visualizacion de las bandas mediante bromuro de etidio.
B: Buserelina.

Parte inferior: Integracion de las bandas correspondientes al RNAm de GnRH obtenidas
por RT-PCR. *: Bus 100 vs. Control, p<0.05, n=entre 3 y 5.
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Discusion

Existen evidencias de diferentes tipos de autorregulacion del GnRH, es decir que el
decapéptido podria modificar su propia sintesis y secrecion, en diferentes tejidos. Se ha
sugerido que el GnRH puede inhibir su propia liberacién mediante un mecanismo de
retroalimentacion ultracorto en el hipotdlamo de la rata (Bedran de Castro et al., 1985;
Valenca et al., 1987; DePaolo et al., 1987). La inyeccion de una baja dosis de GnRH en el
tercer ventriculo reduce los niveles plasmaticos de LH, sugiriendo que GnRH puede inhibir
su propia liberacion (Bedran de Castro et al., 1985). Esta idea fue luego apoyada por la
demostracion que la concentracion de GnRH en el sistema vascular portal-hipofisario
estaba disminuida por el tratamiento con un agonista de GnRH (Valenca et al., 1987) y que
GnRH inhibe su propia secrecion a partir fragmentos de hipotdlamo medio basal in vitro
(DePaolo et al., 1987). Estudios posteriores muestran que GnRH estimula o inhibe,
dependiendo de las dosis, la secrecion de GnRH de neuronas hipotalamicas inmortalizadas
(Krsmanovic et al., 1993) y normales (Krsmanovic et al., 1999).

Existen evidencias crecientes de sistemas de GnRH auto y paracrinos en tejidos
reproductivos humanos (Griindker et al., 2002). Como mencionaramos anteriormente, hay
datos controvertidas con respecto a la expresion de GnRH en tejido ovarico normal
humano. Peng y col. (Peng et al., 1994) observaron en células granulosa-luteinicas
humanas que la expresion tanto del RNAm del receptor d¢ GnRH como de GnRH esta
regulada por el péptido GnRH en forma bifasica, es decir, a bajas dosis (1 nM) GnRH
aumenta la sintesis de dichos transciptos, pero no tiene efecto o tiene un efecto apenas

inhibitorio sobre la expresion de estos genes a dosis mayores (1 uM).
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En forma similar, otros estudios hechos en células de epitelio de superficie ovaricas
humanas y células de cancer de epitelio ovarico humano (OVCAR-3) evidenciaron que
altas concentraciones de un agonista de GnRH (107-10° M) disminuyen la sintesis del
RNAm de GnRH y de su receptor, mientras que bajas concentraciones (10" M) resultan en
un incremento del RNAm de GnRH y de su receptor (Kang et al., 2000b; Kang et al.,
2000a).

En ovario de rata, Goubau y col. hallaron la presencia de transcriptos de GnRH en todos los
momentos del ciclo mediante la técnica de RT-PCR (Goubau et al., 1992). Por otro lado,
Sakakibara (Sakakibara,.1989) demostro por Northern blotting la presencia del RNAm de
GnRH y mediante la técnica de hibridizacion in situ que el sitio de sintesis de GnRH eran
las células de granulosa. Oikawa (Oikawa,.1991) también detecté por RT-PCR la expresion
del RNAm de GnRH en células de granulosa de rata.

Muy pocas evidencias prueban la expresiéon del RNAm de GnRH en cuerpos luteos de rata
(Clayton et al., 1992). En este capitulo se muestra que el RNAm de GnRH se expresa en
ovarios de ratas en estro (cuerpos luteos frescos), ovarios de las ratas SPO y también en
cuerpos lateos aislados a partir de ratas SPO, reforzando las evidencias de su expresion en
células luteales. Ademas, se puso en evidencia la presencia de dichos transcriptos en tejido
lateo tumoral, como ser los luteomas de distinto tiempo de evolucion, abarcando desde
etapas muy tempranas hasta avanzadas de desarrollo. Novedosamente, en este trabajo se
demuestra la expresion basal del RNAm y del péptido de GnRH en cultivos de células
provenientes del luteoma, aun después de 8 dias en cultivo, sugiriendo que estas células
expresan dicho gen alin en ausencia de estimulos especificos. Ademas se demostré un
efecto autorregulatorio del anidlogo de GnRH, Buserelina, tanto sobre la sintesis del

transcripto como sobre el péptido de GnRH en células liteas controles (SPO), en las que la
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dosis mas alta utilizada, 100 ng/ml, estimulé significativamente ambos pardmetros. De
nuestro conocimiento esta es la primera evidencia de un efecto autorregulatorio de GnRH
sobre su propia expresion en células ovaricas de rata. Llamativamente, este efecto no se
observa en las células del luteoma, demostrando nuevamente alteraciones ya no sélo en la
seiializacion de GnRH en estos tumores sino también en la regulacion de su expresion. Por
otro lado, tanto la expresion del RNAm como del péptido de GnRH es basalmente mayor
en las células tumorales que en las células luteas controles, lo cual podria explicar la
refractariedad o falta de respuesta de las células tumorales a la estimulacion con Buserelina.
Seria de interés determinar qué factores mediarian esta expresion de GnRH basalmente
incrementada en los tumores y que incidencia tendria en el desarrollo y la actividad
secretora de los luteomas.

En conclusién, estos hallazgos proveen evidencias que GnRH podria ser un regulador
autocrino/paracrino en las células del luteoma, las que poseen receptores para dicho
péptido, dado que estos tumores sintetizan GnRH y su expresion se encuentra basalmente
incrementada. Por lo tanto el GnRH podria estar constituyendo una parte integral de los

complejos mecanismos regulatorios intratumorales que modulan la fisiologia del tumor.
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Capitulo V

Accion de drogas inmunosupresoras sobre el
desarrollo tumoral
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Introduccion y objetivos

La inmunodeficiencia, tanto primaria como secundaria a drogas inmunosupresoras,
radiacion, infeccién u otras causas, pueden incrementar la incidencia de la aparicion de
tumores (Beverley,.1997). Hay evidencias en humanos que la incidencia de tumores esta
significativamente incrementada en individuos inmunosuprimidos (Sheil,.1992). Sin
embargo, a pesar de observarse un leve incremento en la frecuencia de la mayoria de los
tumores, en algunos tumores se observan incrementos desproporcionados. El riesgo relativo
de padecer algunos tumores raros, como el sarcoma de Kaposi o linfoma cerebral, puede
estar incrementado 1000 veces en individuos inmunosuprimidos; para tumores endocrinos,
este riesgo relativo esta incrementado 320 veces (Beverley1997).

La localizacion en el bazo del tumor ovarico experimental desde la perspectiva
inmunologica es un punto muy interesante. El sitio para el injerto ovarico ha sido
seleccionado para asegurar la metabolizacion esteroidea por el higado y como
consecuencia, permitir el desarrollo tumoral bajo hipergonadotrofinemia, como fuera
descripto anteriormente. Desde el punto de vista inmunoldgico el bazo es un sitio critico de
presentacion de antigeno, teniendo en cuenta la hipotesis propuesta por Zinkernagel y col.
(Zinkernagel et al., 1997). Ellos postulan que la localizacion, dosis y cinética temporal de
duracién del antigeno en el huésped forman una integral tridimensional que determina la
respuesta inmunologica, siendo la localizacion del antigeno en organos linfoides
secundarios (bazo y/o nédulos linfaticos) un componente critico de este paradigma, tanto
para antigenos extraiios como propios que hasta el momento habian sido

inmunolégicamente ignorados (como probablemente sea el caso del ovario en nuestro
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modelo). En vista de esto, y dada la falta de informacion respecto al compromiso del
sistema inmune en el desarrollo del luteoma, resulté atractivo el estudio de la progresion
tumoral bajo inmunosupresion.

Con el objeto de establecer si la inmunosupresion podia alterar el desarrollo de este tumor
experimental, se evaluaron los efectos de ciclosporina A (CsA) y dexametasona (Dex) en
los animales portadores de tumor. Estas drogan ejercen sus acciones sobre el sistema
inmune mediante distintos mecanismos. CsA es un producto microbiano con potentes
propiedades inmunosupresoras, las cuales resultan de una inhibicién selectiva de la
activacion de los linfocitos T. CsA interactua con la sefializacion intracelular gatillada por
la activacidn del receptor de las células T (TCR) formando un complejo con la ciclofilina y
calcineurina, bloqueando la translocacion del factor de transcripcion NF-AT al nuicleo, y
consecuentemente inhibiendo la sintesis de varias citoquinas. Esto suprime selectivamente
la respuesta adaptativa de los linfocitos T asi como su desarrollo de novo en el timo (Sigal
and Dumont, 1992). Gracias a su capacidad de interferir con la activacidn de las células T,
esta droga es utilizada como potente agente inmunoterapéutico en enfermedades
autoinmunes y también para prevenir el rechazo de érganos transplantados (Arai and
Vogelsang, 2000). Por otra parte, Dex es un glucocorticoide sintético diez a veinte veces
mas activo que el cortisol y la corticosterona. Es un potente antiinflamatorio e
inmunosupresor que actia inhibiendo factores de transcripcion como AP-1 (activation
protein — 1) y NF-AB, suprimiendo la induccion de citoquinas, receptores y moléculas de
adhesion involucrados en la activacién, migracion y reclutamiento celular. Como
consecuencia se produce la inhibicion de la proliferacion de los linfocitos T periféricos,
acompaiiado por la inhibicion de la migracion celular a sitios de inflamacion y control de

recirculacion de leucocitos (Fauci et al., 1976; De Bosscher et al., 1997; Rondinone et al.,
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1991). Ademas, induce apoptosis de timocitos CD4(+)CD8(+), produciendo atrofia del
timo (Ashwell et al., 2000; Rondinone et al., 1989).

Por lo tanto, el objetivo de este capitulo se centrd en estudiar el desarrollo del tumor bajo
un estado de inmunosupresion, mas precisamente, analizar el efecto de las drogas
inmunosupresoras ciclosporina A y dexametasona sobre la evoluciéon de los luteomas,
comparandolo con un grupo de animales con operacion ficticia. Para ello se evaluaron
distintos parametros endocrinos, inmunoldgicos e histoldgicos, sobrevida y peso del animal
a lo largo del tratamiento, ademas del tamafio del tumor al finalizar el experimento.
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos con respecto al efecto de la CsA sobre los
timos de los animales, se decidié evaluar el efecto de la inhibina sobre la proliferaciéon de

timocitos en cultivo en presencia o ausencia de CsA.
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Materiales y métodos

Materiales

CsA (ciclosporina A, Sandimmun Neoral, 50 mg/ml, gentilmente donada por Sandoz,
Argentina) fue diluida en aceite de ricino (EWE)-etanol (75:25); Dex (fosfato disédico de
dexametasona, Decadron inyectable, 4 mg/ml, Sidus, Argentina), fue diluido en solucién
fosfosalina estéril. Medio de cultivo: RPMI suplementado con 10 % de suero fetal bovino y
2.10° M de glutamina, 50 pg/ml de gentamicina y 0.25 pg/ml fungizona (RPMI-10%SFB).
Fitohemaglutinina-P (PHA) (SIGMA); Inhibina A recombinante humana (NIBSC, Gran

Bretaiia).

Animales

Se utilizaron ratas portadoras de luteomas (grupo Tumor), los cuales se desarrollaron como
consecuencia de los elevados niveles de gonadotrofinas en los animales injertados como
previamente descripto, y como control de operacion se utilizaron animales castrados con
injerto de un trozo de musculo abdominal en el bazo (grupo Sham). Luego de la cirugia se

los agrup6 de a cuatro animales por jaula.

Tratamientos

Luego de un mes de desarrollo del tumor se iniciaron los siguientes tratamientos,
asignandose los animales al azar dentro de cada grupo (Tumor o Sham): CsA 25 mg/kg
(segun los protocolos de Murphy y col. y Hojo y col. (Murphy et al., 1988; Hojo et al.,

1999), Dex 0.1 mg/kg o vehiculo constituido por una mezcla 75:25 aceite de ricino-etanol.
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Las respectivas dosis fueron administradas durante la mafiana cn forma subcutanea, dia por
medio, durante 50 dias. Ademas se determinaron los pesos corporales de los animales una

vez a la semana para ajustar las dosis. Cada grupo estaba compuesto por 7 a 12 animales.

Obtencion de las muestras

Al finalizar el tratamiento se procedid a extraer la mayor cantidad de sangre yugular de
cada animal con jeringas heparinizadas (Calciparina) bajo anestesia con éter. Luego se
sacrificaron los animales por dislocacidn cervical teniendo la precaucion de no daiiar los
timos, y se extrajeron los tumores y los timos. Ademas se realizaron autopsias de los
animales en busca de desdrdenes inducidos por el tumor o propagacion metastasica. Se
llevé a cabo la observacion macroscdopica de varios oOrganos y tejidos, incluyendo
pulmones, corazon, higado, rifiones, glandulas adrenales, intestinos, utero, bazo, tejido
adiposo y peritoneo con el objeto de determinar la presencia de alguna anormalidad.

Los timos fueron colocados inmediatamente en solucion fisiologica y luego pesados. Los
tumores fueron medidos en dos dimensiones (didmetros mayor y menor) con un calibre y

los volumenes de los mismos sc calcularon considerando una forma elipsoidal (V= 4/3x.

2

rl'. r, donde r, es el radio menor) (Clark and Holder, 1984; DeSombre and Arbogast,

1974). Algunos tumores de cada grupo fucron embebidos en formalina para realizar

estudios histoldgicos, otros fueron destinados a la obtencion de RNA.

Parametros hematologicos
Con el objeto de verificar el estado inmunoldgico de los animales, se realizo un recuento
leucocitario mediante el uso de un contador de células (Contador Hematolégico Royco Cell

CRIT 920-A), en el cual se determind el nimero de linfocitos, neutrofilos segmentados y
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monocitos a partir de la sangre heparinizada. Ademas se realizaron recuentos de hematies y

se midio la cantidad de hemoglobina.

Determinaciones hormonales

a) Determinacion de hormonas proteicas

Radioinmunoanadlisis para LHy FSH

Los niveles séricos de LH y FSH fueron determinados mecdiante RIA para hormonas
proteicas como descripto en el capitulo II. Los resultados se expresaron segun los
estandares RP; de rata para LH y FSH. La sensibilidad dc los ensayos fue 0.015 ng/ml para
LH y 0.1175 ng/ml para FSH. Los coeficientes de variacion intra e interensayos fueron
7.2%y 11.4% para LH, y 8.0% y 13.2% para FSH, respectivamente.

Radioinmunoandlisis para prolactina (PRL)

El protocolo utilizado fue similar al empleado para la mediciéon de gonadotrofinas. Se
utilizé para marcar con '*I, Sug de prolactina de rata purificada (NIDDK rPRL-I-6), con
una actividad bioldégica de 30 Ul/mg por el analisis de Nicoll del buche de paloma, y
contaminacion con somatotrofina y tirotrofina menor al 0.3%. El método de marcacidon fue
semejante al descripto en el capitulo anterior. El primer antisuero contra PRL de rata fue
NIDDK -anti-rat-PRL-RIA-9 obtenido al inmunizar conejos con PRL de rata altamente
purificada semejante a la NIDDK-rPRL-I-6. El mismo se diluyé a la concentracion
previamente establecida como 6ptima de trabajo (entre 1:1500 y 1:2500). El estandar de
referencia fue PRL de rata NIDDK-rPRL-RP-3, con una actividad biol6gica de 30 UI/mg.

La curva patron se extiende de 0.0396 a 10 ng por tubo. Los resultados se expresaron segin
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los estandares RP; de rata para PRL. La sensibilidad de los ensayos fue 1.6 ng/ml y los
coeficientes de variacion intra e interensayos fueron 8.1% y 11.4%.

b) Determinacion de hormonas esteroideas

Los RIA para hormonas esteroideas se realizaron segun el Dr. Libertun (Libertun1980a).
Radioinmunoandlisis para estradiol

Preparacion de la muestra: 400 pl de suero fueron extraidos dos veces con 2 ml de éter. El

extracto se evaporo en un bafio a 50°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 fosfato gelatina-E;). Las muestras
permanecieron luego 24 horas a 4°C para la disolucion del estradiol en el buffer. Para el
RIA se tomaron 2 alicuotas de 300 pl de cada extracto.

Estindares: se prepararon a partir de una solucion madre de estradiol (SIGMA) de 7.5
pg/ml en etanol, en un rango de 1.7 a 900 pg por tubo en 300 pl de buffer fosfato gelatina-
E.

Antisuero: a los tubos conteniendo la curva y las muestras, se agregaron 100 pl de antisuero
anti estradiol especifico generosamente provisto por el Dr. G. D. Niswender, (Koreman et
al., 1974) disuelto en buffer fosfato gelatina-E; en una dilucion de 1:50.000.

Homona 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 bufler 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

por el agregado de una suspension de Carbdn (0.5%)- Dextrano (0.05%) en buffer fosfato,
recientemente preparada. Esta suspension adsorbe la hormona libre. Se agregaron 200 pl, se

agito con vortex y se incubod 10 minutos a 4°C. Luego se centrifugd 10 minutos a 3000 rpm.
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Finalmente, se tomaron 500 pl del sobrenadante (conteniendo el complejo hormona-
anticuerpo) y se les agregd 3 ml de liquido centelleante (Optiphase ‘HiSafe’ 3, Fischer
Chemicals). 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 1.7
pg v los coeficientes de variancién intra e interensayo fuecron 9.3% y 11.4%,

respectivamente.

Histologia

Una vez extraidos los luteomas, se¢ guardaron inmediatamente en formol 10%, se
incluyeron en parafina y se realizaron secciones de 4 pm utilizando un micrétomo, como
fuera realizado en estudios previos (Chamson-Reig et al., 1999a). Para su observacion al
microscopio optico se realizé la coloracion con hematoxilina y eosina segin protocolos
estandar. Tres o cuatro tumores difcrentes pertenecientes a cada grupo experimental fueron
evaluados a doble ciego por un patélogo independiente. Se examinaron varios cortes de

cada tumor.

Obtencion de RNA total y Northern blotting de inhibinas
Se purifico RNA total a partir de algunos de los tumores pertenecientes a los distintos
grupos segun fuera descripto en el capitulo I. Luego se realizaron Northern blots con el

objeto de detectar los RNAms correspondientes a las distintas subunidades de inhibina: a,

BA y BB. Para ello se procedié como descripto anteriormente en el capitulo II.
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Ensayo de proliferacion de timocitos en cultivo

La obtencion y cultivo de timocitos se realizé como fuera descripto por Rondinone y col
(Rondinone et al., 1989). Brevemente, se extrajeron los timos de ratas hembra adultas
castradas sacrificadas con éter, se los lavdo en campana de esterilidad con soluciéon
fisiologica estéril y se los disgregé utilizando dos portaobjetos esmerilados en medio
RPMI-10%SFB en una placa de Petri. Se filtra a través de una malla de Nytex. La
suspencion celular se centrifugé a 400 x g durante 10 minutos a temperatura ambiente y se
resuspendio el pellet celular en RPMI-10%SFB. Se contaron las células con tineién de Azul
Trypan y se sembraron 1x10° células por pocillo en una placa de 96 pocillos. Las células se
estimularon con 50 pg/ml de PHA en presencia o ausencia de 50 ng/mi de CsA y/o 10" M
inhibina (repartida en 3 dosis cada 24 hs de 3.3 x 10® M cada una, para lograr un estimulo
sostenido durante los 3 dias de cultivo). Se cultivaron las placas en estufa gaseada (5% CO;
en aire) a 37°C. Luego de 48 hs se colocé un pulso de [*H]timidina (0.5 uCi por pocillo) y
18-24 hs mas tarde se cosecharon las células (Cell Harvester 8§, NUNC) utilizando un filtro
de microfibra de vidrio GF/C (Whatman). Los trozos de filtro comrespondiente a cada
pocillo se introdujeron en viales de plastico conteniendo 500 pl de liquido centellante
(Optiphase ‘HiSafe’ 3, Fischer Chemicals) y se contaron cn viales apropiados en un

contador B (Beckman).

Andlisis estadistico

Los resultados se expresan como la media + crror estandar. Las diferencias entre las medias
de cada grupo se analizaron con el programa Statistica v 5.0 mediante el analisis de
varianza multiple (ANOVA de dos vias), seguido del test Newman- Keuls para los factores

de interaccion en los casos en los cuales la interaccion resulto significativa (p<0.05), o para
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los efectos principales, en los casos la interaccion no resulté significativa (Sokal and
Rohlf1995a). Las diferencias entre los porcentajes se evaluaron mediante un test de
comparacion de dos porcentajes (Lison,.1976). p<0.05 fue considerado significativo.

En el caso del analisis estadistico correspondiente a los estudios in vitro, se utilizé un
disefio de medidas repetidas (Anova en un sentido). La estadistica se llevo a cabo con datos
que sufrieron transformacion de inversas, con el objeto de que cumplan los supuestos de

homogeneidad de varianza.



Resultados

Sobrevida

La sobrevida total fue de un 91% (48/53), observandose que las bajas se presentaron
exclusivamente en los grupos tratados con CsA. Sobrevivio el 75% de los animales tratados
con CsA tanto en el grupo Tumor (9/12) como en el grupo Sham (6/8), siendo este valor
significativamente menor (p<0.01) que en los grupos tratados con Dex o vehiculo (Tabla I).

Las muertes se registraron cn las semanas 6 y 7 de iniciados los tratamientos.

Tabla 1. Tasas de sobrevida de animales portadores del tumor y Sham tratados con

ciclosporina A (25 mg/kg/dia por medio), dexametasona (0.1 mg/kg/dia por medio) o
vehiculo durante 50 dias luego de un mes de desarrollo tumoral en ausencia de

tratemientos.

Tasa de sobrevida (%) Ciclosporina A Dexametasona Vehiculo

75 100 100

Tumor
(9/12) (12/12) /a0
75 100 100

Sham

(6/8) (7/7) (7/7)
75* 100 100

TOTAL

(15/20) (19/19) (14/14)

Nota: Las tasas de sobrevida fueron determinadas luego de 7 semanas de tratamiento.
Ciclosporina A: CsA, Dexametasona: Dex, Vehiculo: Veh.
* CsA vs Veh o Dex: p<0.01.
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Peso corporal

Los animales tratados con vehiculo mostraron un incremento significativo de sus pcsos
corporales a partir de la primer semana post inicio de los tratamientos en el grupo Sham
(p<0.05) o tercer semana en el grupo Tumor (p<0.05), manteniéndose los pesos superiores

a los iniciales hasta el final del experimento (Fig. 1).
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Figura 1: Evolucion semanal de los pesos corporales de las ratas pertenecientes a los
grupos Tumor (arriba) y Sham (abajo), tratadas con CsA (25 mg/kg/dia por medio), Dex
(0.1 mg/kg/dia por medio) o vehiculo durante 50 dias luego de un mes de desarrollo
tumoral. Significancia dentro de cada tratamiento: * vs. valor inicial p<0.05; # vs. semana
5, p<0.001. Significancia entre tratamientos para cada tiempo: a vs. Dex p<0.05; b vs. CsA
y Dex, p<0.05.
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Tanto los animales Sham como los portadores del tumor respondieron en forma similar a la
administracion de Dex, mostrando una inhibicion significativa del incremento de los pesos
corporales a partir de la segunda semana, en comparacion con los animales controles
tratados con vehiculo (p<0.05). Con respecto a los valores iniciales, en los animales
tratados con Dex pertenecientes al grupo Sham se¢ observo una disminucién significativa de
los pesos corporales en las semanas 6 y 7 (p<0.05 y p<0.005, respectivamente), mientras
que en el grupo Tumor no se evidenciaron diferencias significativas, a pesar de que se
observa una tendencia a la caida de peso.

Los pesos corporales de las ratas del grupo Tumor con tratamiento con CsA se
incrementaron significativamente a partir de la 3er semana y continuaron incrementandose
hasta el final del experimento, en forma scmejante al de los animales tratados con vehiculo
(p<0.05). En el caso de las Sham, el tratamiento con CsA permiti6 el incremento de sus
pesos a partir de la semana 2 en adelante (p<0.001), observandose un maximo en la semana
S. A partir de este momento se observa una abrupta caida de los mismos (p<0.001) para
alcanzar valores similares a los iniciales. En la semana siete los pesos de los animales Sham
tratados con CsA son significativamente inferiores a los alcanzados por los animales Sham

tratados con vehiculo (p<0.05).

Parametros inmunolégicos

Con el objeto de verificar la eficacia de los tratamientos inmunosupresores (CsA y Dex) se
evaluaron algunos parametros indicadores de dicho estado. El tratamiento con Dex
disminuy6 significativamente el tamafio de los timos tanto en el grupo Tumor (p<0.005)
como en el grupo Sham (p<0.001), con respecto al inyectado con vehiculo (Fig. 2). La CsA

redujo exclusivamente los tamafios de los timos en los animales Sham (p<0.005), mientras
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que en el grupo Tumor no se observd ningun efecto. Los mismos resultados fueron

observados cuando se expresoé el peso del timo relativo al peso corporal (no se muestra).
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Figura 2: Peso del timo (gr) de las ratas pertenecientes a los grupos Tumor y Sham,
tratadas con CsA (25 mg/kg/dia por medio), Dex (0.1 mg/kg/dia por medio) o vehiculo
durante 50 dias luego de un mes de desarrollo tumoral. Las determinaciones fueron
realizadas al finalizar el experimento. a: significativamente diferente de vehiculo, p<0.001.
b: significativamente diferente de vehiculo, p<0.005.

Con respecto a los parametros hémicos estudiados, la concentracion de hemoglobina en los
animales tratados con CsA fue significativamente inferior a los tratados con vehiculo
(p<0.01) o Dex (p<0.01) (Fig. 3A). Ni CsA ni Dex modificaron el nimero de
hematies/mm’ (no se muestra). El numero de neutréfilos segmentados/mm’ no vari6
significativamente con ninguno de los tratamientos, sin embargo fue superior en los
animales Sham en su conjunto con respecto a los del grupo Tumor (p<0.05) (Fig. 3B). El
nimero de linfocitos/mm? en los animales tratados con Dex fue menor que en los tratados

con vehiculo, (p<0.005) y que en los tratados con CsA (p<0.001) (Fig. 3C). La CsA no

afectd este parametro. Por otro lado, CsA indujo un incremento en el numero de

154




monocitos/mm’ solamente en los animales Sham (p<0.005), mientras que Dex no tuvo

efecto (Fig. 3D).
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Figura 3: Concentracion de hemoglobina sérica (gr/dl) (A), nimero de neutréfilos
segmentados (B), de linfocitos (C) y de monocitos (D) por mm’ de suero de las ratas
pertenecientes a los grupos Tumor y Sham, tratadas con CsA (25 mg/kg/dia por medio),
Dex (0.1 mg/kg/dia por medio) o vehiculo durante 50 dias luego de un mes de desarrollo
tumoral. Las determinaciones fueron realizadas al finalizar el experimento. a:
significativamente diferente de vehiculo, p<0.01.

Hemoglobina sérica: Interaccion NS. Tratamiento con CsA es significativamente diferente
de vehiculo, p<0.05.

Neutrofilos segmentados/mm’: Interaccién NS. Grupo Tumor difiere significativamente del
grupo Sham, p<0.05.

Linfocitos/mm’: Interaccién NS. Tratamiento con Dex es significativamente diferente de
vehiculo, p<0.005.
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Niveles hormonales: gonadotrofinas, prolactina y estradiol

De acuerdo a lo esperado, las gonadotrofinas en los animales portadores de tumor se

encontraban elevadas. Ademas, y segtin describiéramos en trabajos anteriores (Lux-Lantos

et al., 1995), tanto los niveles de LH como de FSH fueron superiores en los animales Sham

con respecto a los portadores de tumor (p<0.005 y p<0.001, respectivamente) (Fig. 4A y

4B). Sin embargo, no se observaron diferencias en los niveles de gonadotrofinas debidas a

los tratamientos con las diferentes drogas.
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Figura 4: Niveles séricos de LH (ng/ml) (A), FSH (ng/ml) (B), prolactina (ng/ml) (C) y
estradiol (pg/ml) (D) de las ratas pertenecientes a los grupos Tumor y Sham, tratadas con
CsA (25 mg/kg/dia por medio), Dex (0.1 mg/kg/dia por medio) o vehiculo durante 50 dias
luego de un mes de desarrollo tumoral. Las determinaciones fueron realizadas al finalizar el
experimento. a: significativamente diferente de vehiculo, p<0.05.
LH y FSH: Interaccion NS. Grupo Tumor difiere significativamente del grupo Sham,

p<0.005.

Estradiol: Anova NS.

156




Con respecto a PRL, CsA indujo un incremento significativo solamente en los animales
Sham (p<0.05) (Fig. 4C); los distintos tratamientos no alteraron la secrecion de PRL en el
grupo Tumor. No se observaron variaciones en los niveles de estradiol con ningln

tratamiento en ningtn grupo (Fig. 4D).

Volumen tumoral
Ni Dex ni CsA indujeron variaciones significativas en el volumen de los tumores con
respecto a los animales tratados con vehiculo (Fig. 5). Ademés no se observaron metastasis

o alteraciones visibles en ninguno de los érganos evaluados.
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Figura 5: Tamafio del tumor de las ratas tratadas con CsA (25 mg/kg/dia por medio), Dex
(0.1 mg/kg/dia por medio) o vehiculo durante 50 dias luego de un mes de desarrollo
tumoral. Las determinaciones fueron realizadas al finalizar el experimento. Anova NS.

Histologia tumoral

El analisis histologico mostré que el 86% de los tumores presentaron tejido altamente
luteinizado mientras que el 11% mostré predominancia en células de granulosa (Tabla II).
No se observaron signos de involucion de cuerpos liteos, en concordancia con la ausencia

de deteccion de células positivas para TUNEL en estos tumores, como observado en el
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capitulo I (Sonianello et al., 2002). Los tratamientos con los inmunosupresores no alteraron
la histologia tumoral, observandose ausencia de signos de transformacion maligna. Se

observo una interfase de colageno en 3/10 tumores con un patron focalizado.

Tabla 11: Analisis histologicos de tumores ovaricos intraesplénicos tratados con vehiculo,
ciclosporina A o dexametasona.

. Porcentaje de Alteraciones celulares Presencia de depésitos de
Tratamientos . . . .
. células tumorales (signos de colageno en la interfase entre
del animal . . .
luteas vs granulosa transformacion maligna) luteoma y bazo
Vehiculo 96% vs 4% (3) ninguna 173 .
(hasta 26um ancho, focalizados)
Ciclosporina A 83%vs 17% (3) ninguna 0/3
. 2/4
Dcxametasona 75% vs 25% (4) ninguna

(hasta 40um ancho, focalizados)

Nota. Tres o cuatro tumores diferentes de cada grupo experimental fueron evaluados a doble ciego por un patdlogo
independiente; nimero entre paréntesis = numero de tumores por grupo. Signos de transformaciéon maligna
evaluados: indice mitético, atipias citologicas, necrosis, invasion vascular hematologica o linfética.

Expresion del RNAm de las subunidades de inhibina en el luteoma bajo
inmunosupresion

Nuestros resultados muestran claras evidencias que ¢n los animales portadores de tumor
uno o0 mas factores presentes en estos animales evitan que los efectos de la CsA se
manifiesten, como lo hacen en el grupo Sham. Hedger y col (Hedger et al., 1989) habian
observado que la inhibina era capaz de revertir el efecto antiproliferativo de la CsA en
timocitos estimulados. Dado que estos tumores ovaricos intraesplénicos son capaces de

sintetizar los RNAms de las subunidades de inhibina. como describiéramos en el
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capitulo II, se desed evaluar si ain en estado de inmunosupresion estos tumores seguian
teniendo la capacidad de sintetizar inhibina. Para ello se realizaron Northern blots con
RNA total proveniente de luteomas de animales tratados con CsA, Dex o vehiculo. Los
geles muestran que los tumores contintian produciendo los RNAms correspondientes a las

subunidades a, BA y BB de inhibina atin bajo la influencia de las drogas inmunosupresoras

CsAy Dex en las dosis utilizadas, siendo 3B de muy baja produccion (Fig. 6).

CsA CsA DEX DEX VEH VEH

rRNA28s>
RNA 1852 « BA
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<« G3PDH

Figura 6: Expresion de los RNAms de las subunidades o, BA y BB de inhibina en los
luteomas de ratas tratadas con CsA (25 mg/kg/dia por medio), Dex (0.1 mg/kg/dia por
medio) o vehiculo durante 50 dias luego de un mes de desarrollo tumoral. Se utiliz6 la
expresion del RNAm de G3PDH como control de siembra.

Efecto de la inhibina sobre la proliferaciéon de timocitos en cultivo

Habiendo demostrado que los tumores expresan los RNAm de inhibina ain bajo
inmunosupresion y teniendo en cuenta el antecedente de Hedger y col. (Hedger et al.,
1989), se desed evaluar si la inhibina estaba comprometida en compensar los efectos

inhibitorios del crecimiento del timo inducidos por CsA en los animales portadores del
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tumor. Para ello se decidié analizar el efecto de la inhibina sobre la proliferacion de
timocitos en cultivo estimulados con PHA. Los resultados indican que la inhibina no
revierte el efecto inhibitorio sobre la proliferacion inducido por la CsA (Fig. 7).
Contrariamente a lo hipotetizado, la inhibina inhibe per se la proliferacion de los timocitos

estimulados con PHA (p<0.05).
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CONTROL CsA INHIBINA PHA PHA-CsA PHA- PHA-CsA-
‘ INHIBINA  INHIBINA

Incorporacién de [H*Jtimidina (cpm)

Figura 7: Efecto de la inhibina sobre la proliferacion de timocitos tratados con CsA,
estimulados 0 no con PHA. ANOVA: p<0.05.

a: PHA distinto de todos (p<0.01) menos de PHA-INHIBINA.

b: PHA-INHIBINA distinto de control, PHA-CSA y PHA-CSA-INHIBINA (p<0.01).
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Discusion

Aqui hemos evaluado el efecto de dos drogas inmunosupresoras sobre el desarrollo de un
tumor ovdrico experimental, ya que se habia postulado que la inmunosupresiéon podria
incrementar la incidencia y/o malignizacién de tumores y que la localizacion intraesplénica
del tumor es critica en cuanto a la exposicion de antigenos frente al sistema inmune.

Con respecto a la tasa de sobrevida de los animales, solamente CsA indujo una reduccion
significativa en este parametro tanto en el grupo Sham como en el Tumor, sugiriendo un
efecto tdxico de esta droga en cl presente protocolo de administracion.

En los animales Sham tratados con vehiculo se observé el esperable aumento de peso
postcastracion. La presencia del tumor postergé cste aumento de peso tanto en animales
tratados con vehiculo como con CsA. Esto sugeriria que el tumor produce algin/os
factor/es que pudiera/n tener algin efecto inhibitorio sobre el aumento de peso o que en
estos animales no se establece el estado postcastracion de la misma manera que en los
animales Sham (en concordancia con menores niveles de gonadotrofinas, ver mas abajo).
Los animales portadores de tumores tratados con CsA, que sobrevivieron hasta el final del
experimento, mostraron un peso promedio similar a los tratados con vehiculo, mientras que
en los animales Sham, la CsA indujo una pérdida significativa del peso luego de 6 semanas
de tratamiento, lo que sugeriria un efecto protector presente en los animales portadores del
tumor con respecto a la accion de la CsA. Por otra parte, Dex indujo importantes caidas en
los pesos corporales de los animales a partir de la segunda semana de tratamiento tanto en
animales Sham como portadores del tumor, en concordancia con el efecto catabdlico

extensamente descripto para esta droga (Coirini et al., 1994).
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El efecto de CsA sobre las tasas de sobrevida y peso corporal podria deberse a efectos
colaterales de la droga. En este contexto, Whiting y col. describieron que ratas tratadas
durante siete semanas con CsA presentaron anormalidades renales tanto estructurales como
funcionales, como asi también dafio hepatico (Whiting et al., 1983).

Con respecto al peso de los timos, la Dex indujo la esperada caida (aproximadamente 50%)
de este parametro tanto en los animales Sham como en los portadores del tumor (Ashwell et
al., 2000), dado que se ha demostrado que los glucocorticoides inducen apoptosis de los
timocitos (Ashwell et al., 2000; Rondinone et al., 1989). Por otro lado, CsA indujo un 30%
de reduccion del timo en los animales Sham, en concordancia con datos previos
(Damoiseaux et al., 1997), mientras que no se observo efecto en las ratas portadoras del
tumor. Nuevamente, este hecho hace pensar en la presencia de algun factor secretado por el
luteoma que estaria protegiendo al timo de la accion de la CsA. Estudios previos de nuestro
laboratorio han demostrado que estos tumores secretan inhibinas (Chamson-Reig et al.,
1999a; Hockl et al., 2000a). Hedger y col. (Hedger et al., 1989) demostraron que la inhibina
estimula la incorporacion de [H’Jtimidina en cultivos de timocitos de rata macho adulta en
varias condiciones experimentales. Por lo tanto, postulamos la siguiente hipotesis: la
accion proliferativa de la inhibina podria oponerse al efecto antiproliferativo de la CsA,
previniniendo la pérdida del peso del timo en los animales portadores del tumor.

Los resultados indicaron que los tumores seguian teniendo la capacidad de expresan los
RNAm de las subunidades de inhibinas en los animales inmunosuprimidos, a pesar de que
las subunidades (3 se expresaban en baja cantidad. Sin embargo, y en contraposicion con los
resultados de Hedger y col., la inhibina no pudo compensar la inhibicidn de la proliferacion

inducida por CsA en cultivos de timocitos de rata hembra ovariectomizada estimulados con
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fitohemaglutinina en nuestras condiciones experimentales. Incluso se pudo observar una
inhibicidn significativa de la proliferacion inducida por la presencia de inhibina.

Por ello, bajo nuestras condiciones, la inhibina no pareciera ser la responsable de
compensar las acciones de la CsA en los animales portadores del tumor. Otras proteinas no
inactivadas por el higado, como por ejemplo IGF-, la cual es producida por estos tumores
(Hockl et al., 2000a) y ha evidenciado inducir proliferacion en timocitos (Sabharwal and
Varma, 1996), podria estar involucradas en estos efectos. Ademas, IGF-I ha mostrado
acelerar la reconstitucion del timo de la rata luego de la involucién inducida por CsA
(Beschomer et al., 1991). Futuros experimentos intentaran evaluar si es éste el factor
involucrado en el efecto protector observado en animales portadores de tumor.

Al analizar otros parametros relacionados con la inmunosupresion, observamos que la Dex
disminuy6 el nimero de linfocitos/mm’ en ambos grupos, tal como lo avalan datos previos
(Fauci et al., 1976), mientras que la CsA no tuvo efecto. La falta de efecto de CsA sobre cl
numero de linfocitos pudo deberse a una dosis insuficiente, lo cual es improbable ya que
con la dosis utilizada, se observaron efectos adversos. Esta respuesta podria estar también
condicionada por la cepa de ratas utilizada. Con respecto a los monocitos, en el grupo Sham
la CsA increment6 el nimero de monocitos/mm?’ en concordancia con los datos obtenidos
por Whiting y col. (Whiting et al., 1983). A semejanza de lo que sucede con respecto al
tamaiio del timo y a la caida de peso, algin producto del tumor estaria impidiendo la acciéon
de la CsA sobre el nimero de monocitos en los animales portadores del tumor. Mientras
que ninguno de los dos tratamientos modifico el nimero de hematies/mm’, se observo
anemia asociada con una disminucién de la concentracion de hemoglobina sérica en los

animales tratados con CsA, también de acuerdo con datos previos (Whiting et al., 1983);
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este parametro no pareciera estar alterado por este posiblc factor tumoral, ya que dicha
anemia ocurre tanto en los animales Sham como en los portadores del tumor.

Se analizé también el cntorno hormonal de estos animales. En concordancia con datos
previos de nuestro laboratorio (Lux-Lantos et al., 1995), observamos que en los animales
portadores del tumor los niveles de LH y FSH son manifiestamente superiores a los valores
de un animal en estro (LHesro: 1.3+0,2 ng/ml; FSHexro: 6,61£0,4 ng/ml), sin embargo son
menores a los observados en los animales Sham. Estas diferencias en los niveles de
gonadotrofinas con respecto a los animales Sham no se deberian a un escape de estradiol
del metabolismo hepatico, ya que los niveles de este estrogeno en sangre periférica fue
similar en ambos grupos, Sham y Tumor. Las drogas inmunosupresoras no tuvieron efecto
alguno sobre las gonadotrofinas en ninguno de los dos grupos. Contrariamente, se observo
un aumento de los niveles séricos de PRL inducidos por CsA en los animales Sham, pero
no en animales portadores del tumor, observaciones que refuerzan nuestra hipétesis de la
existencia de un factor secretado por el tumor que impide algunas de las acciones de CsA.
Un incremento sérico de PRL mediado por la administracion de CsA ya habia sido
demostrado por Esquifino y col. (Esquifino et al., 1995). Los efectos de la CsA sobre los
monocitos y la secrecion de PRL podrian constituir eventos relacionados, ya que se ha
demostrado que monocitos y linfocitos T y B humanos expresan el RNAm del receptor de
PRL y también su proteina (Pellegrini et al., 1992) (Russell ct al., 1984). Ademas, PRL
aumenta el numero absoluto de unidades formadoras de colonias granulociticas-
macrofagicas esplénicas en ratones inmunosuprimidos (Woody et al., 1999).

El analisis histologico de las muestras tumorales mostré un alto grado de luteinizacion, el

cual no fue modificado por el tratamiento con las drogas inmunosupresoras. Es interesante
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notar que el porcentaje de los tumores con predominancia de células luteinizadas (cuerpos
liteos o foliculos luteinizados) sobre células de granulosa (estructuras foliculares bien
desarrolladas) fue similar al observado en tumores luego de un afio de desarrollo
(Chamson-Reig et al., 1999a).

Nuestro objetivo original fue evaluar si drogas inmunosupresoras lograban modificar el
desarrollo de este tumor experimental, especialmente teniendo en consideracion que, a
causa de su localizacion intraesplénica, existia la posibilidad que el sistema inmune hubiera
limitado el desarrollo del injerto (Zinkernagel et al., 1997). Ni CsA ni Dex modificaron
significativamente el volumen del tumor, los pardmetros histologicos del mismo ni
provocaron la aparicion de metastasis visibles en los drganos analizados. Ninguna de las
drogas, en las presentes condiciones experimentales, indujeron exacerbacion tumoral o
malignizacion. Esta falta de exacerbacion bajo terapia inmunosupresora podria deberse a
que los tumores presentaron antigenos de diferenciacion y por eso indujeron una respuesta
inmune débil; en este caso, la inmunosupresion no afectaria sustancialmente su desarrollo.
Ademas, uno de los mecanismos de transformacion maligna es la reduccion de la expresion
de las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de clase I. Van
Niekerk y col., estudiando el perfil de marcadores de tejidos ovaricos normales y los
tumores derivados de ellos, han demostrado una pérdida de moléculas MHC de clase I en
aquellas areas en las que habian células tumorales (Van Nierkerk et al., 1993). Como
nuestro tumor no presento transformacion maligna, el tejido probablemente expresoé niveles
normales de moléculas de MHC clase I, no presentando antigenos cxtrafios, y en
consecuencia el sistema inmune no habria sido inducido. Mas aun, en un trabajo reciente,
Ochsenbein y col. (Ochsenbein et al., 2001) describieron que células tumorales inyectadas

directamente en el bazo, pero separadas de las células T por barreras que incluyen colageno

165



u otros factores de hemostasis, no indujeron activacion de células T citotoxicas vy,
consecuentemente, no fueron rechazadas. Observaciones histologicas de nuestros
preparados muestran que pareciera haberse formado una interfase de colageno alrededor de
algunos de los tumores ovaricos intraesplénicos (3/10 tumores analizados, ver Tabla II), lo
cual podria explicar, en parte, la falta de diferencias en el desarrollo tumoral entre los
animales control y los inmunosuprimidos.

Es interesante notar que, a pesar de que Hojo y col. (Hojo et al., 1999) han demostrado que
CsA promueve la progresion del cancer por un mecanismo celular directo que induce
alteraciones morfoldgicas en células tumorales tales como plegamiento de membrana y
adquisicion de pseudopodios exploratorios, no se observaron alteraciones celulares en
tumores ovaricos intraesplénicos bajo tratamiento con CsA.

Concluimos que la inmunosupresion inducida por CsA o Dex, a pesar de ser efectiva sobre
parametros inmunolégicos, no afectd el desarrollo tumoral. A diferencia de los animales
portadores del tumor, en animales Sham la CsA indujo efectos sobre varios parametros
como por ejemplo el peso corporal, peso del timo, nimero de monocitos y niveles de PRL,
sugiriendo la presencia de factor/es secretado/s por el tumor que impiden o compensan

algunas de las acciones de CsA. Experimentos futuros trataran de verificar esta hipétesis.
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Discusion general
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El presente trabajo tuvo como objetivo el estudio de un tumor ovarico intraesplénico
altamente luteinizado (luteoma) en rata e involucro6 la investigacion de distintos aspectos de
la biologia y fisiopatologia del mismo.

Inicialmente se desed describir inmunocitoquimicamente la presencia de ciertas moléculas
relacionadas con el desarrollo tumoral y la funcion endocrina. Se examinaron parametros
relacionados al crecimiento efectivo del tumor, el cual resulta de un balance entre
proliferacion y muerte celular. Para ello se seleccion6 el antigeno nuclear de proliferacion
celular (PCNA) que es un indicador de la activacion de la mitosis en el ciclo celular. El
mismo se hallo principalmente en células de granulosa de foliculos en desarrollo y estuvo
ausente en foliculos luteinizados, lo que sugeriria que los luteomas desarrollarian
preferentemente a partir de foliculos que no han ovulado por hipertrofia y proliferacion de
células foliculares. En el luteoma, la mayor diferencia con respecto a los ovarios normales
fue la ausencia casi completa de células apoptoticas luego de uno a dos meses de desarrollo
tumoral, determinada por el método de TUNEL. Esta observacion sugiere el impedimento
de la regresion de los cuerpos luteos o de atresia folicular en este luteoma experimental, en
el cual se observaron ambos: cuerpos luteos y foliculos en diferentes estadios dc desarrollo
y de luteinizacion.

Estos datos referentes a proliferacion y apoptosis sugieren que cl luteoma representa un
modelo tumoral no metastasico altamente diferenciado, el cual desarrollaria
preferentemente a partir de foliculos que no han ovulado por hipertrofia y proliferacion de
células foliculares y persistencia de cuerpos lateos.

Un factor interesante analizado en las secciones del lutcoma lo constituyeron las uniones
estrechas, las cuales podrian jugar un papel importante en la regulacion de la

foliculogénesis y atresia folicular como asi también en el crecimiento, diferenciacion, y
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regresion del cuerpo luteo (Grazul-Bilska et al., 1998). En el luteoma, la proteina Cx43, que
forma parte de las uniones estrechas del ovario, fue hallada principalmente en foliculos
(células de granulosa) y se expresé pobremente o estuvo ausente en foliculos luteinizados,
difiriendo de los cuerpos luteos activos en el ovario normal. La expresion de Cx43 muestra
claramente que en los luteomas que presentan cuerpos liteos persistentes se encuentran
alterados algunos de los rasgos caracteristicos del tejido liteo normal.

En el tejido tumoral se demostré una activa esteroidogénesis por la elevada expresion de la
proteina StAR, la cual constituye el paso limitante en la esteroidogénesis, aun en etapas
tardias del desamrollo tumoral. Se hallé expresion de StAR solamente en foliculos
luteinizados y en células tecales, pero estuvo ausente en células de granulosa de foliculos,
indicando que estas ultimas no participan cn la produccion de novo de esteroides.

La P45 aromatasa, enzima clave que cataliza cl altimo paso de la biosintesis del estradiol en
el ovario, se expreso en forma muy intensa en células de granulosa y estuvo también
presente en células luteales, en concordancia con la elevada secrecion de estradiol por las
células tumorales (Chamson-Reig et al., 1997).

Con respecto a SNAP-25, la proteina asociada a sinaptosomas de 25 kDa la cual esta
involucrada en los procesos de exocitosis regulada, se observé inmunotincion asociada a
membrana y citoplasmatica, en grupos de células endocrinas pertenecientes a foliculos en
desarrollo y en foliculos luteinizados, a lo largo del desarrollo tumoral. Es de destacar, que
no se hallaron fibras inmunorreactivas ni para SNAP-25, ni para TH (tirosina hidroxilasa)
en los injertos, indicando que luego del transplante en el bazo, los ovarios no sufren una
reinnervacion manifiesta.

Teniendo en cuenta los parametros inmunocitoquimicos estudiados en los luteomas,

podemos concluir que la mayoria de ellos no demuestran alteraciones manificstas respecto
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del ovario normal. Las gonadotrofinas y otros factores producidos por el tumor parecerian
cumplir un papel fundamental en el mantenimiento de la expresion de las proteinas arriba
analizadas, evitando la apoptosis en este tejido. Estos tumores representan un modelo
tumoral no metastasico altamente diferenciado. en el cual se conservan muchos de los
rasgos normalmente observados e¢n el ovario, mientras que otros se encuentran alterados, y
presentan un interesante modelo para el estudio de la participacion de las gonadotrofinas en

el desarrollo de tumores.

Estos tumores ovaricos experimentales, altamente luteinizados, son capaces de sintetizar
activamente los RNA mensajeros de las diferentes subunidades de inhibina o, BA and BB,
con un patron caracteristico. EI hecho de que estos tumores sinteticen inhibinas sugiere que
estas hormonas podrian ser marcadores de desarrollo tumoral. pudiendo ser de utilidad
diagnostica y en el seguimiento de tumores ovaricos. La deteccion de las tres subunidades
de inhibinas en nuestro luteoma experimental esta de acuerdo al origen histologico de estos
tumores y hace que sea un excelente modelo de estudio de tumores de granulosa y su
relacion con el control de la secrecion de inhibinas. Estos resultados demuestran que cn los
animales portadores del tumor los niveles séricos de FSH y la sintesis de inhibina estan
estrechamente correlacionados, evidenciando patrones particulares a lo largo del desarrollo,
ademas de demostrar que tejido altamente luteinizado es capaz de producir inhibinas.

La presencia de SNAP-25 ha sido relacionada a la exocitosis de productos peptidicos. El
hecho de haberse detectado en el luteoma tanto la expresion de dicha proteina SNAP-25

como también los RNAms correspondientes a las distintas subunidades de inhibina, sugiere
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que podria tratarse de eventos relacionados. Futuros estudios de colocalizacion demostraran

si ambas proteinas son sintetizadas por la misma célula.

Por otro lado se sabe que el GnRH tiene efectos autocrinos/paracrinos en el ovario que
abarcan desde la modulacion de la esteroidogénesis basal e inducida por gonadotrofinas,
hasta la induccion de la transcripcion de numerosos genes involucrados en la funcion
ovarica (Leung and Steele1992; Cheng and Leung2000). En estudios previos observamos
que un analogo superactivo del GnRH, inhibié el desarrollo del luteoma mediante la
inhibicidn de la secrecion de las gonadotrofinas (Lux-Lantos et al., 1995) y probablemente
ademas teniendo un efecto directo sobre el tumor (Chamson-Reig et al., 1997). Cuando se
analizo el mecanismo de transduccion de seiiales que desencadena el GnRH en el tumor, se
demostrdé que el clasico camino de sefializacion de GnRH, activacion de PLC, pareceria
estar inactivo (Chamson-Reig et al., 1999b). Considerando la complejidad del sistema de
sefializacion de GnRH, se decidio estudiar los caminos alternativos activados por GnRH
para producir sus efectos en células del luteoma. Los resultados obtenidos muestran que las
fosfolipasas no son activadas (PLA; y PLC) o s6lo marginalmente (PLD) por analogos de
GnRH en células del luteoma, y los caminos de transduccion de sefiales de la adenilil
ciclasa, PKC y MAPK mediarian los efectos de GnRH en estas células. En consecuencia,
mientras que la transformacion del ovario en un luteoma, un tumor hiperplasico benigno,
implica la pérdida de las vias clasicas de sefializacion de GnRH (PLC), los sistemas
generadores de segundos mensajeros que se determinan en respuesta a Buserelina cn estas
células tampoco se asemejan a aquellos observados en tejido transformado. Esto demuestra

que la seiializacion de GnRH varia considerablemente cn diferentes tipos cclulares, lo cual
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hace posible una diversidad de respuestas dependiendo de los caminos de segundos

mensajeros activados en cada caso.

Dado que se habia propuesto que ¢l GnRH podria tener efectos autocrinos/paracrinos en
células ovaricas, se determin6 la expresion del RNAm de GnRH en células luteales
controles y en tejido luteo tumoral. Novedosamente, se observo presencia de RNAm tanto
en tejido control como en tumores en distintos etapas de desarrollo, incluyendo estadios
muy tempranos (1 semana) hasta muy tardios (7 meses). Asimismo, en este trabajo sc
demuestra la expresion del RNAm y del péptido de GnRH en cultivos de células
provenientes del luteoma. Por otro lado, se evidencio6 un efecto autorregulatorio del analogo
de GnRH, Buserelina, tanto sobre la sintesis del transcripto como sobre ¢l péptido de
GnRH en células luteas controles (SPO), constituyendo de nuestro conocimiento, la
primera evidencia de un efecto autorregulatorio de GnRH sobre su propia expresion en
células ovaricas de rata. Curiosamente, este efecto no se observa en las células del luteoma,
demostrando nuevamente alteraciones ya no solo en la sefializacion de GnRH en estos
tumores sino también en la regulacion de su expresion. Por otro lado, tanto la expresion del
RNAm como del péptido de GnRH es basalmente mayor en las células tumorales que en las
células luteas controles, lo cual podria explicar la refractariedad o falta de respuesta de las
células tumorales a la estimulacion con Buserelina.

En conclusion, estos hallazgos proveen evidencias que GnRH podria ser un regulador
autocrino/paracrino en las células del luteoma, las cuales poseen reccptores para dicho

péptido, dado que estos tumores sintetizan GnRH y su expresion se encuentra basalmente
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incrementada. Por lo tanto el GnRH podria estar constituyendo una parte integral de los

complejos mecanismos regulatorios intratumorales que modulan la biologia del tumor.

Por otro lado, dada su ubicacion anatémica, el tumor se encuentra en un o6rgano clave
presentador de antigenos del sistema inmune, el bazo. Por lo tanto, se evalu6 el efecto de
las drogas inmunosupresoras Ciclosporina A (CsA) y Dexametasona (Dex) sobre el
desarrollo del tumor ovarico experimental, en comparacién con un grupo de animales con
operacion ficticia (Sham). Para ello se evaluaron distintos parametros endocrinos,
inmunoldgicos e histologicos, sobrevida y peso del animal a lo largo del tratamicnto,
ademas del tamafio del tumor al finalizar el experimento. Los resultados indicaron que la
inmunosupresion inducida por CsA o Dex, a pesar de ser efectiva sobre pardmetros
inmunoldgicos, no afecto6 el desarrollo tumoral. A diferencia de los animales portadores del
tumor, en animales Sham la CsA indujo efectos sobre varios parametros como por ejemplo
el peso corporal, peso del timo, nimero de monocitos y niveles de PRL, sugiriendo la
presencia de factor/es secretado/s por el tumor que impiden o compensan algunas de las

acciones de CsA en estos animales.

Este tumor ovarico experimental es un modelo interesante para el estudio de los
mecanismos involucrados en el desarrollo y la regulacion de tumores ovaricos, en especial
los que desarrollan en respuesta a la hipergonadotrofinemia y presentan actividad
endocrina. A través de estudios que comprenden desde el animal portador del lutcoma hasta
la expresion de algunos genes en el tumor involucrados en su desarrollo, demostramos que
la evolucidn del ovario hacia este tumor benigno involucra alteraciones, tanto a nivel

celular como subcelular, en varios aspectos respecto del tejido ovarico normal.

173



Conclusiones generales
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El desarrollo del luteoma se produce a expensas de proliferacion de células de

granulosa y marcada ausencia de apoptosis.

Estos tumores ovaricos cxperimentales, altamente luteinizados, sintetizan las
subunidades de inhibina a, BA and BB. La expresion de los RNAm de las
subunidades (3 varia ampliamente en funcidon del tiempo de evolucién de los

luteomas, correlacionando con los niveles séricos de FSH.

Los caminos de seiializacion activados por GnRH en células del luteoma estan

marcadamente alterados con respecto a células lutcas controlcs.

GnRH podria ser un regulador autocrino/paracrino en las células del luteoma, dado
que estos tumores sintetizan GnRH y su expresion se encuentra basalmente

incrementada.

Las drogas inmunosupresoras Ciclosporina A y Dexametasona no modificaron el
desarrollo del tumor ovarico experimental, a pesar de scr cfectivas sobre parametros
inmunolégicos. Los tumores secretarian factor/es que protegerian alo*mimales

portadores de los mismos frente a la accion de la CsA.
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