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El principal rol de las células de la granulosa es nutrir al ovocitoy producir
estradiol v progesterona s.
La hormona estimulante de la foliculogénesis (FSH) promueve la esteroidogénesis y
la maduración de las células de la granulosa a través de la acción del CAMP.Existen
factores como PRL, insulina. testosterona y estrógenos que modulan la acción de
FSH. Así mientras algunas sustancias favorecen 1a acción de FSH sobre las células
de la granulosa. la hormona CmRH actúa inhibiéndola. GnRH promueve que estas
células se diferencien a 1m estado distinto al generado por la hormona FSH. La
activacion del receptor de CmRH activa la vía del fosfaüdil inositol difosfato que
termina ccmla activación de la PKC por el diacilglicerol.
El cAMP estimula la transcripción de genes que contienen 1a secuencia consenso
cmocida cono “elemento que responde a CAMP" (CRE 5' TGACGTCA 3') v los
ésteres de fcu'bol (que mimetjzan 1a acción del diacilglicerol activando la PKC)
regulan 1atranscripciónde genes que contienen la secuencia El gen de la FN
contiene en su promotor una secuencia CRE en la posición -170ydos secuencias AP-2
en las posiciones-110(en la cadena no codificante)y
Con el fin de estudiar los mecanismos involucrados en las regulaciones por TPA _v
CAMPdel gen de 1aFN en las células de 1agranulosa se desarrolló una línea celular
de granulosa bovina (BGC-l) que posee un cariotipo diploide estable de 2n=43
derivado del cariotipo normal bovino, que posee un alto grado de transformación
estructural y que.sintetiza estradiol en respuesta a FSH.
Las gonadotrofinas y el CAMPinhiben la expresión del gen de 1a EN en las células
de 1agranulosa de rata y bovinas. En cambio, si bien el TPA incrementa la síntesis
de.la E‘I en cultivos primarios de granulosa de rata, no tiene efecto sobre. las línea.
celular BGC-1.

El CAMPdisminuye específicamente tanto 1a secreción de la FN como los niveles de
su mRNA en las células BGC-l. Este efecto inhibitorio ocurre a nivel
transcripcional: no se debe a una alteración de la estabilidad del mRNA de 1a FN,
requiere secuencias del promotor diferentes al CRE, localizadas entre las
posiciones «510y 223 que pueden unir proteínas nucleares de las granulosas
bovinas.La inhibición depende de la síntesis de un intermediario proteico inducido
ofosforiladopor el cAMPy suprime la activación transcripcional dependiente de la
secuencia CRE observada para el gen de la ENen otras líneas celulares.
Parte de los resultados de esta tesis fueron publicados en:
Bernath, V.A., Muro, A.F., Vitullo. A.D., Bley, M.A., Barañao, L.J., y Kornblihtt,
A.R. (1990)LBIQLCth. 265,18219-18226.
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1.1. G ACIOND a IONG ICA.

Las secuencias de DNA presentes en un organismo, codifican para todas las
moléculas de RNAy de proteínas que son capaces de sintetizar sus células.

Sin embargo no es posible describir un organismo a través de la secuencia de su
gencana, para esto se requiere un estudio completo de la biología celular que
permita saber, comomiles de moléculas grandes y pequeñas. con una y otra forma.
se comportan luegode ser sintetizadas.
Los diferentes tipos celulares difieren enormemente tanto en su morfología como
en su función, tanto que a veces se hace difícil imaginar, que posean el mismo
genoma.
La mayoría de los tipos celulares de un organismo multicelular, son capaces de
acumular, diferentes moléculas de RNA y de proteínas, sin modificar

absolutamente nada de su genoma.
Existen mecanismos que controlan la expresion de los genes en cada tipo celular, y
estos mecanismos operan a diferentes niveles, desde el DNA, hasta la proteína,
pasando por el RNA,por lo tanto, existen diferentes puntos donde puede ejercerse
algún tipo de regulación. Ver Figura 1.

1.Control transcripcionalz regula cuando y con que frecuencia un
determinado gen debe transcribirse.

2Control del procesamiento: regula como el transcripta primario de RNAes
procesado.

3.Control en el transporte del RNA mensajero: selecciona cuales mRNAs
deben ser transportados del núcleo al citoplasma.

¿Control de traduodfm: controla cuáles mRNAs del citoplasma deben ser
traducidos a proteínas.

5.Control de la degradación del mRNA: actúa desestabilime
selectivamente ciertas moléculas de mRNAen el citoplasma.

6.Cont.rolen la actividad proteica: actúa activando o desactivando moléculas

proteicas específicas luego de haber sido fabricadas.



DNA
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transcripta
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Figura 1: Se indican los seis pasos en los cuales puede controlarse la expresión
genial en los organismos eucariatas.

G C ON CION O U

Si bien los mecanismos de transcripción de DNA a RNA sm semejantes en los
organismos procaflotae y eumrlotae, en los últimos son más complejos.
Las RNApolimeraeas aan las enzimas responsables de la transcripción del mRNA a
partir de una mdemla de DNA molde: pero. mientas que 1a RNA polimerasa
bacteriana se une directamente al promotor del gen, las pohmerasas de eucaricntes
para unirse al pramotm' del gen necesitan de la presencia de factores proteicoe
adicionales unidos al DNA:factores de transaipdón.



En eucnriotns existen tres tipos de RNApolimerasas, cada una responsable de la.
transcripde de diferentes "se " de genes.
La RNApolimerasa I es la responsable de la transcripción de los RNAribmamales
mayores.
La RNApolimerasa H es la responsable de la transdpción de los RNAspequeños

que constituyen los snRNPs y de la transcripción de todos los genes cuyos RNAs
serán traducidos a proteínas.
La RNApolimerasa III es la responsable de la transcripcion de una variedad de
RNAs muy pequeños y estables como el RNA ribosomal SS y los RNA de
transferencia.

La iniciación de la. síntesis del RNAmensajero, es el punto de control primario en
ln regulación de ln expresión génica y depende de factcn'es que interactúan con
elementos específicos del promotor de los genes.
Se define comopromotor de un gen a una secuencia específica de DNA a la. cual la
RNA polimerasa se une y que contiene tanto al sitio de iniciación para la
transcripción. como también señales espedfims para la síntesis. Se lo define
también comounn región de control o regulación ubicada en la vecindad inmediata
al sitio de iniciación de la transcripción.
Los secuencias o regiones que regulan al promotcr activúndolodesde una distancia
mayor tanto río arribo, ("ups’a'eam"). como río alnjo ("downstream)". y en forma
independiente a su cn‘ientacion,se llaman “enhancers”.
Alrededor de la posiolfm -25 se encuentra el elemento consenso conocido como
TATAbcn. La velocidad de iniciación de 1a transcripcim está determinada por
factm'es que reconocen secuencias en elementm "enhancers" ubicados tanto río
arriba de la TATAbox, comopor facures que reccnocen a la misma TATAbon (1).
La RNApolimerasa sola, no es capaz de iniciar cm-rectamente la ü'nnsoripdon "in
vitro", sin embargo sí se viotranscripción en forma correcta. en extractos totales de
células o en exti'actos nucleares (2-4). Los factm'es de irnnscn’ipdfn responsables de
esta actividad fueron parcialmente pin'ifimdos y llamados: TFIIA, B, D y E
(factores de transcripcic‘m A, B, D y E) (4-7).

Se determinaron complejos firmados por los factores proteicos parcialmente
purificados y la secuencia de DNAa la cuel ellos se unen que permitieron dilucidar
aproximadamente la función de cada uno de estos factcres (1). Ver Figm-a2.
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Figura. 2: Modelo esquemátlco de la Estructura Molecular de los diferentes
Complejos.

El primer paso en la iniciación. está dado a ü'avéo del reconocimiento del factcr
TFflDal elemento TATA,esto forma el cmnplejo1 y es requerido para la firmaan
de los otros complejos



El complejo2 contiene a TFIID +TFlIA. La adición de TFHA, aumenta la unión del
factor TFIID al elemento TATA.

El complejo 3. contiene a TFHD + TFHA + TFHB. TFIIB es imprescindible para la
union de 1aRNApolimerasa II, actúa comopuente entre la polimerasa y el complejo
2, y estaría involucradoen la determinación de la distancia del elemento TATAal
sitio de iniciaciónde la transcripcion.

La unión de la RNA polimerasa H al complejo 3. forma los complejos 4 y 5. que
representan, o diferentes formas de la polimerasa unidas al mismo complejo, o la
adición de alguna proteína que podría ser TFHS o RAP38, responsables de la
estimulación de la elongación de la transcripción.
Los complejos 6 y 7, se forman pcr el agregado del factor TFJIE a los complejos 4 y
5, y son necesarios para la correcta iniciacion de 1a transcripción. La fracción que
contiene a TFHE,posee actividad de ATPasa dependiente del DNA.

1.1. .b OIL:

Además de la región TATA,involucrada en la iniciación de la transcripde de un
gen, existen una variedad de elementos reguladores, dispuestos en ds, tanto río
arriln comorío abajo del sitio de iniciación. a los cuales se unen factores específicos.
Ver Figura 3.
En una célula animal, cada gen posee una combinación particular de estos
elementos reguladores, positivosy negativos, dada por el ordenamiento espacial, el
número. y el tipo de estos elementos. Estos son sitios de unión de factores de
transcripción, que se unen activando o reprimiendo la expresión del gen.
La imputancla o el rol de un elemento en ds puede variar enormemente en los
diferentes tipos celulares y en respuesta a señales fisiológicas, esto se debe
prdnblemente a que los factores que reconoceny se unen a los elementos del DNA.
varían en cuanto a su abundancia y a su función en los diferentes tejidos y bajo
diferentes circunstancias (8).
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Figura 3: Ordenamiento hipotético de los elementos en ds que constituyen el
promotor y los elementos "enhancers" de un gen transcripta por la RNA
polimerasa H.

1.1.1.c. dominios de unión al DNAde los factores e1ranecri ón.

Losfactores de transcripción que se unen al DNA,son proteínas que presentan una
variedad de dominios estructurales característicos. La actividad de unión al DNAde

la mayoria de los factores se encuentra en pequeñas subregïonea que pueden tener
entre 60 y 100 aminoácidos.

l.1.l.c.I.Dom1niodeti o' edode c".

Los mottvos de tipo "dedo de zinc“, se enccmtraron por primera vez, dentro de los
factores que se unen al DNA,específicamente en el factor TFflI A que se une a la
región de control interna del gen del RNA58, transcripto por la RNApolimeraso. III
(9).

Este dominio, está formado por 30 amincúddos que cmstltuyen, una unidad
est-¡mortal alrededor de un átomo de Zn‘H,eetabflizada por dos residuos de deteína
y dos residuos de histidlnn. Ver Figura 4.



Figura 4: Representación esquemátlca del dominio de tipo "dedo de Zinc".

Este dominiose encuentra también, en el factor Spl, el cual es responsable de la
activación transcripcional de genes que llevan la secuencia 5' GGGCBGG 3' (GC
box) en su promotor.
Spl. contiene una secuencia de tres "dedo de zinc" "en tandem" en su extremo
COOHterminal (10).

1.1.1.c.H.Homeo-Dominio. Haice -Vuelta -Haice.

Este dominio de unión al DNA se identificó, como un segmento proteico de 60 aa
que se encuentra conservado en varias proteínas reguladoras de la embriogénesis
de Drosophila, luego de lo cual se lo encontró también en vertebrados (11,12).
Esta estructura está altamente relacionada con otra estructura de unión al DNA
llamada hélice-welta-hélice. Estas estructuras están formadas por homodïmeros
simétricos. Cada.monómero tiene una estructura de dos alfa hélices separadas por
un girobeta agudo. Ver Figura 5.
En cada caso la alfa.hélice más COOHterminal de una sublmidad del dímero. se

yuxtapone de una única manera con la hélice análoga de la otra subunidad. Estas
hélices se llaman hélices de reconocimiento y son las involucradas en el contacto
con el DNA,siendo entonces importantes para la unión a sitios específicos sobre el
mismo (13).



Figura 5: Representación esquemática del dominio Hélice-Vuelta-Hélice.

Una molécula efectora alostérica que se une a esta proteína, puede aumentar o
disminuir enormemente la afinidad al DNAde esta proteína reguladora cambiando
la distancia entre las dos hélices de reconocimiento (13).

Se encontró que en Drosophila las proteínas reguladoras con estructura de
homeodominiose unen a secuencias ricas en AT (14).

En mamíferos se encontraron los factores OCT-1 ("cxriamerhndingprdein'm OCT-2, y
Pit-1 (factor específico de la pituitaria), con estructura de homeodominio(15-17).
Las proteinas OCT. se unen-a un elemento formado por la secuencia de ochobases
5' ATGCAAAT 8'.

Esta secuencia fue encontrada en el promotor de la cadena pesada de las
inmunoglobulinasy en el promotor de la cadena liviana kappa, así como también en
genes no asociados a células linfoides. Se las dividió entonces en dos grupos. OCT-1
y OCT-2. Las primeras pueden encontrarse en diferentes tipos celulares y las
últimas solamente en células linfoides (18-20).



En 1988 se descubrió una nueva familia de proteínas reguladoras que. presentan
una estructura característica llamada "cremallera de leucinas" (21,22) (Figura 6).
Esta estructura consiste en una extensión de 35 aa que contienen 4 o 5 residuos de
leudna, separados uno de otro por 6 aminoácidos.
Las leucinas se ubican sobre una cara de una estructura alfa hélice anfipáticm y las
leucinas de dos hélices semejantes interctúan permitiendo 1a dimerización. En
posición NHQterminal respecto de 1a "cremaJlera de leucinas" se encuentra una

región rica en aminoácidos cargados positivamente, conocida como región básica de
la proteína.
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Hgm-a6: Representación esquemátim del dominio de tipo "cremallera de leuclnas".

El segmento de tipo "cremallera. de leucinas" es requerido tanto para la
dimerización de la proteína, comopara su unión al DNA, mientras que, la región
básica se requiere solamente para la unión al DNA(23-25).
Se identificó un dcminio de tipo "cremaJlera de leucinas" en la proteína C/EBP I
(CCAAT "enhancer binding protein") (21.23). Posteriormente se encontraron
repeticiones semejantes en las secuencias de amincúcldos de las proteínas
nucleares Jun, Fos,y Myc calificadas por protoncogenes y en el factor de levadura
GCN4(213324,26).



Las proteínas con esta estnmmta no forman dimeros al azar, de esta manera
mientras que GCNÉ,y C/EBP forman homodímeros, Jun y Fospueden formar tanto
homo comoheterodímeros.

En casos como en el de 1a proteína Myc, existe el motivo de leucinas pero no se
conserva la región básica.
La proteína OCT-2 tiene además del homeodominio, otro dominio de tipo
"cremallera de leucinas"

Las proteínas nucleares Fosy Jun juegan un rol en la regulacióntranscripde a
través de dos eventos, por un lado la proteína Jun, esta relacionada con un grupo de
proteínas que se unen a una secuencia específica del DNAconocida como AP-1 cuya
secuencia específica es 5' TGACTCA 3'; por el otro lado Jun y Fos forman
heterodímeros estables "in vivo“que se unen a secuencias similares a AP-l (13).
Además las proteínas reguladoras conocidas como CREB,y los factores ATF, tienen
dos dominios funcionales, uno aman terminal y el otro carbcnilo terminal, éste
último contiene a su vez un subdamlnlo can estructura de tipo "cremallera de
leucinas“. Sobre estos factores se prdundiza en el punto 1.1.1.d.

l.l.l.c.IV. Otrasproteínasrmdoras.

Existen proteínas reguladoras que se unen al DNA pero que no pertenecen a
ninguno de los tres grupos antes mencionados.
Por ejemplo, el factor de transcripción y replicadfm llamado CTF-NFI (37); los
factores de tipo AP-2(23): o los SRF ("serum response factor") (29).

El CRE ("cyclic AMP respcmsive element" o elemento que responde a CAMP)es la

secuenda de DNAque confiere a los genes que la poseen en su promotor, respuesta
a cAMP(adenosina 3' 5' monofosfato cíclico). Este elemento difiere solamente en
una base del sitio de unión conocidocomoAP-l.
La secuencia del CRE es 5' TGACGTCA3'.

El CRE es reconocidopor una familia de proteínas entre las cuales se destaca el
CREB("CREhindlng protein" o proteína de unión a 1a secuencia CRE). Comoya se
mencionóel CREBtiene una "cremallera de leudnas".
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A partir del donado del cDNAse ha identificado un conjunto de factores capaces
de responder a CAMP(30).

CREE-327 Placenta humana.
CREE-341. Cerebro de rata.
CRE-BPl. Cerebro'humano.
HB16 Células B humanas.
mXBP Células B de ratón.
ATF-l. Células HeLa.
ATF-S. Células HeLa.

ATF-2. Células HeLa.
ATB-3 Células HeLa.

ATF-4. Células HeLa.
ATF-S Células HeLa.

ATF-6,7.8. Céhilas HeLa.
CREE-120kd Tiroldes.
TREB Linfcxitos.

HBP-l Semillas de trigo.
TGA-la,1b Tabaco.

Todas estas proteínas poseen dos dominios funcionales, uno amino terminal
responsable de la aeüvadón transa'ipcimal, y uno carbanlo terminal responsable
de la unión al DNA.

Este último dominio contiene a su vez dos subdmninios: el más carburilo terminal

posee esü'ucüira de tipo "cremallera de leucinas“ y es el responsable de la
dimerizadm la cual es un prerequisito de 1aunión al DNA.El otro subdaminio que
por lo tanto es el más amino terminal, tiene una estructura de tipo héliívvmltnhélice
y el 50%de sus aminoácidos se encuentran cargados positivamente, constituyendo
una región básica. La función de este subdominio es la de reconocimiento específico
de la secuencia del DNA(30).

Miembrosde la familia CREB/ATF pueden dimerinrse con miembrcs de la familia
Jun a través de la "cremallera de leucinas“. Se ha descripto que 1aespecificidad de
los sitios de reconocimientopuede variar entre los diferentes canplejos. Mientras
el dímero Jun A - Fosreconoce mejor a AP-l que a CRE, el heterodïmero de Jun A
cm un miembro de la superfamilia ATF/CREB,reconoce mejcr a la semencia CRE
que a la secuencia AP-l (31).
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1.1,1.EBMQ de g sctifidadtran-¿7’_’ nge loma;
modifl es adn elos s

Muchosfactores de transcripción son proteínas capaces de ser fosfariladas y esta
fosfarilaclón jugaría un rol fundamental en la regulación de la actividad
transcripde de losmismos.
El CREEes un ejemplo de un factor cuya fosforflaciónse ha estudiado ampliamente
y que se describirá más adelante.
Los promotores de los genes que codifican para proteínas de "heat-shock" poseen
un elemento en su DNA conocido como HSE ("heat shok element"), que es
reconocidopor factores de transcripcim específicos.El aumento de la transcripción
de los genes de “heat shock" se carreladona con el aumento de la fosforilaclón del
factor de "heat shock" (8).

La glicosiladón es también una modifimcim que frecuentemente ocurre en los
factores de transcripción. Así por ejemplo se observa que el factcn' Spl está
altamente glicosilado.La.glicosiladón anu're sobre residuos serina y treonina. Estos
mismos sitios pueden sufrir fosfcriladán. Sin embargo se ha visto que estos dos
tipos de modifimcicmesno scmmutuamente excluyentes (8).

1.1.1.f. cAMP ' '

En respuesta a estímulos que alteran la cmcentracim de CAMPse producen
cambiosen el estado de fosforiladfm de las proteínas. La relación entre el cAMPy
la fosfcrilaclón proteica se ha establecido muy temprano en la evolución de los
organismoseucariotas, y se ha distribuido ampliamente en el reino animal.
Muchos genes regulados por eAMP fuercm aislados y caracterizados y se vio que
comparten ciertas características. Generalmente se expresan en tejidos capaces de
responder a hormonas o a factcres reguladores y su velocidadde transcride es
alterada por CAMP(33).
Los factores de transcripción una vez fmfcrilados se unen a los elementos del
promotor o a secuencias "enhancers" del gen. Como ya vimos en secciones
anteriores el elemento que responde a estímulos por CAMPse llama CRE y su
secuencia es 5' TGACGTCA 3'.

Experimentos de transfeoclán mostraron que el CRE de un gen que se expresa en
hígado de rata puede sustimir al CRE de un gen que se expresa en placenta



humana. Esto demuestra el alto grado de conservación durante la evolución del
elemento CRE (30).

Existe un grupo de genes capaces de alterar rápidamente su transcripcifm por
tratamientos con CAMP,en ellos el elemento CRE se encuentra dentro de las

primeras 150 pares de bases de la región 5' flanqueante de los genes y no sólo
actúa comouna secuencia "enhancer" inducible, si no que también fimciona comoun
"enhancer" basal (32).

Sin embargo no es el CRE el único elemento capaz de respcmder a ('AMP, el
elemento AP-2 cuya secuencia consenso es 5' CCCCAGGC3', es capaz de hacerlo

también. Se lo encontró como un "enhancer" basal en el genoma de SV40, y en el
promotor de la metalotimeina humana II A (33).
La identificación de este nuevo elemento permitió entender la regulación por CAMP
de genes que no poseían la secuencia CRE.
El elemento AP-2 generalmente se encuentra en más de una copia dentro de la
reglfm5' flanqueante de muchos genes, y media también la respuesta a ésteres de
forbol (32).mig;me
En 1987se aislóuna proteína de 43.000PM que se fosforilaba y era responsable de

la regulación por CAMPdel gen de la somatostatina. Esta proteína era el CREB
(34).

El CREB existe en equilibrio entre dimeros activos transcripcimalmente y
monómeros relativamente inactivos. Los dímeros son fosfcrflados por la proteína
quinasa C (PKC) y por la proteína quinasa A (PKA). La PKC fosforila al CREB
estimulando la formación de los dímeros y la PKA fosforila al factm' proteico
estimulando su actividad transcripcicmal, pero sin influenciar scbre la dimerizaciCn
(35). La sitios de fosfcrilaciCmde las dos quinasas se encuentran muy cercanos en
la estructma proteica par lo que existirían interacciones positivas y negativas de
ellos regulando la actividad del CREB (36).
La PKAfmfarfla una serina uhimda en la posiciCm133, esta fosfm'iladón produciría
un cambio alosterico conformacicmal del CREB tal que algún sitio distal a esta
serina 133interacmaría con el aparato transcripcional (37).
Para que el CREBactúe activando la transcripdón se requiere la fosftrfladfm por
PKA, la fcrmacit‘mde los hanodímeros y la ¡midn al CRE. En consealencia son
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necesarias tanto la region fisica como la de los residuos de leucina de la
proteína (38).

Más adelante se encontró que el gen que codifica para el CREB puede dar por
procesamiento alternativo de su transcripto primario una proteina idéntica al CREB
pero con una deleción de 14 aminoácidos entre los aminoácidos 88 y 101, llamada

delta CREE. A la región de 14 aminoácidos se la llamó región alfa. El delta CREB
es menos activoy más abundante que el CREEy es capaz de formar heterodímeros
con el CREE.Así el delta CREBregularía negativamente la respuesta del CREBpor
CAMP.La región alfa contiene una estructura crítica para la actividad del CREE.
Por lo tanto la transactivación del CREE depende tanto de la fosforilación por PKA

comode la presencia de la región alfa (39).
Recientemente se purifió de extractos nucleares de células HeLa una proteína de
120 kd capaz de unirse a la misma se cuencia CRE que el CREB, y que es
solamente fosforflado por PKC (40).

LLLhiEllamALïL

El factor de transcripción AP-2se encuentra en mamíferos y se une a secuencias

reguladoras que responden a CAMPy a esteros de forbol (41). Se lo reconoció por
primera vez estudiando la regulacion del gen de la metalotioneina humana II A, y
luego se lo encontró en el "enhancer" de SV40, y en los genes de la hormona de
crecimiento humana. y de histocompatibflidad.
AP-2contiene una region carboxiloterminal formada por dos alfa hélices separadas
por un segmento de aminoácidos, que es la responsable de la dimerizacon y de la
unión al DNA de la proteina. Contiene también una region amino terminal que
funciona en la unión de la proteína al DNA. La región que contiene a las dos alfa
hélices no puede unirse al DNAsin la región básica. pero si formar dímeros ('42).
AP-2es capaz de formar dímeros con Jun y unirse así al sitio AP-l.

1.1.1.1. r resión dela transcri ión en los or anlsmoe eucariotas.

La activacion transcripcimal puede ser modulada de diferentesmaneras(Figura7):
1- inhibiendo la unión al DNAde los factores reguladores.
2 bloqueando la activación (le los factores.
3- a través de los elementos "silenciadores".
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figura. 7: Se observanlos tres tipos de represión de la transcripción.
a) la tune-activación es inhibida por un represor que compite por los sitios de union
al DNA del factor TAF (factor trans-activador), o del complejo TIC (complejo de
iniciaciónde la transcripción). b) un represa interacciona con el factor TAF. con un
factor intermediario, o con el complejo TIC. c) un factor trans-represor (TRE se
une al DNAinactime al complejoTIC.

TAF—

1- En este caso algún factor negativo compite con el factor üansactivadm' inhibiendo
su unión al DNA.

Un ejemplo de esto es la inhibición del efecto activador del heterodímero formado
por Jun - F05 por la expresión simultánea de otro protcmcogen de tipo Jun. El
heterodímero activo es Jun - Fos, mientras que el dímero Jun - Jun es inactivo; si
coexistenoJun y JunB, se forman más heterodimeros de tipo Jun -Jun, que de tipo
Jun - F05, desplazándose el equilibrio hacia la formación de heterodimeros
inactivos.



2- La unión al DNAde un factor transactivador transmite una señal que hace que el
complejo de iniciación de la transcripción sea blanco de un represor capaz de
inacüvar al transactivadcn' de diferentes maneras, por ejemplo, uniéndose al
dominioactivador del factcu'transcripcional o secuestrando a alguna proteína que el
factor necesite para funcionar.

3- Los elementos "silenciadores" son secuencias que se encuentran en el DNAy que

regulan negativamente la expresión del gen. Tienen las propiedades de los
"enhancers", pero median un evento de represión (43).

Recientemente se ha encontrado un factor que se une al elemento CREpero que no
regula positivamente la transcripcion génica, si no que lo hace negativamente. Este
factor fue llamado CREM.Cuandoel CREMse expresa en las líneas celulares m3
y F9 bloquea al factor de transcripción CREBque se une a una secuencia CRE de

un gen de timidina-quinasa CAT.El CREMsuprimiría la actividad del CREE o bien
firmando dímeros inactivos transcripcionalmente ccn el CREB o bien ocupando
seomdasCREqmnopamflnímhmifndelCREBInmmfimrhtranmdfxim (44).

.2 CANI D IO ' O PR IWWW
En los organismos multicelulares, las células se comunican unas con otras para
regular su desarrollo y m'ganimción en los tejidos, para controlar su crecimiento y
para coordinar sus funciones.
Las célulasanimales pueden comunicarse de tres maneras diferentes:

1- secretando moléculas químicas capaces de actuar cano señales desde
distancias cercanas o lejanas de tal manera que las células responden a estas
señales extracelulares a través de receptores que se unen a la mdécula señal
específica iniciando la respuesta.

2- secretando moléculas que se unen a la membrana plasmática
influenciando en dicha célula por contacto directo. En este caso no son necesarias
proteínas intermediarias comoreceptcres.

3- formando uniones que directamente unan los citoplasmas de diferentes
célulaspermitiendo el intercambio de pequeñas moléculas.

16



Los receptores celulares no regulan directamente 1a expresión génica. Ellos
transmiten la señal externa a través de la membrana plasmática produciendo
nuevas señales intracelulares que actúan sobre el citcplasma o el núcleo.
Entre los receptores se encuentran los que actúan a través de las proteínas G, las
cuales a suvez activan o inacüvan tanto enzimas unidas a membrana comocanales
iónicos.

Las proteínas G activan una cadena de eventos que alteran la concentración
intracelulares de algunas moléculas que funcionan comoseñales intracelular, y que
son conocidas como segundos mensajeros. Los segundos mensajeros más
importantes son el cAMPy el Ca“. Estos mediadores a su vez actúan activando
quinasas de proteínas específicas. Ver Figura 8.

lémlóeuh señal—> l

mensajero o . .é-intrmluw -> o o

Vía del cAMP Vía del Ca ++

Figura 8: Se observan las dos principales vías por las cuales la proteína G se une a
receptores de la superficie celular generando mensajes intracelulares.
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Muchashormcmaso mediadores quimicos actúan de tal manera que sus receptores
a través de 1a proteína Gs activan a 1a adenilato delasa, que es la enzima
responsable de la transformación del ATP en cAMP.

Este CAMPgenerado en las células activa a la proteina. quinasa dependiente de
CAMP.conocida como PKA.

La subunidad catalíüca de 1a PKA activada catalim ahora 1a transferencia de un

grupo fosfato terminal del ATP a residuos específicos de serina o treonina de las
proteínas blanco, provocandocambios de actividad en las mismas.

En el interior de muchas células la concentración de CaH es extremadamente baja,
10'7 M. mientras que en el fluido extracelular es mucho mayor, 10'3 M. Existe
entonces un gradiente que tiende a llevar Ca++dentro del dttplasma a través de la
membrana plasmática.
Una señal extracelular llega a un receptor que actúa a través de la proteína Gp la
cual a su vez transmite la señal a una fosfolipasa C que genera diadlglicerol e
inositol trifosfato a partir del fosfaüdil inositol 4,5 bifosfato (PI 4,5 hifosfato). Ver

Figura 9.

dlocllglcerol

Pm fosfohaosoC

(P14,5,bifosfoïo) \ InsP3
(inositol tn'fosfcno)

Figura 9.

El diadlglicerol activa directamente a la proteína quinasa C. la cual es dependiente
de CaH- Ver Figura 10.



Por otra parte el inositnl trifosfato intracelular se une a una proteína que actúa
abriendo los canales de Ca++ de las membranas del reticulo endoplasmático
incrementando el Ca++dtcplasmático. Este Ca“, actúa comomediador de la señal
externa activando enzimas dependientes de CaH como1aproteína quinaea C.

DIACILGLICEROL /’
Proteína
Quina“ C
activada

/.
ProteinaQuinaoaC _'>
inactiva

_/ [Zn-H

Flgura 10.

La PKC activada transfiere un grupo fosfato terminal del ATP a residuos serina y
treanina específicos de las proteínas blanco. Ver Figura 11.

PROTEINA
QUINASA C

ACTIVADA ®
ProteinaProteína

blanco blanco
¡“cun activada-/'

Figtn'a 11.

EL efecto del inositnl trifosfato puede ser reproducido por el ianósfqro de CaH
(A2313?)que permite la entrada de CaH al dtcplasma, y el efecto del diadlglicerol
pm’los ésteres de farbol.



1.3.LA FIBRONECTINA.

Dentro de la compleja arquitectura de los organismos multicelulares. la mayoría de
las células normales guardan un lugar determinado y exclusivopara ellas mismas.
Las células se adhieren a las membranas basales y así el intersticlo Vaadquiriendo
tanto proteínas comootras sustancias que las células le proveen.
¿Cómo hacen las células para mantener un grado de organización tan alto tanto
cuando migran comocuando se mantienen fijas? La respuesta a esta pregunta se
encuentra en parte en la gran variedad de glicoproteínas que unen a la células a la
matriz extracelular.

Una de las proteínas más importantes de este gnmo es la Rbrcmectina (FN. del
latín, fibra = fibra, y nectere = conectar). Como su nombre lo indica, las
fibronectinas actúan comocables, comoconectores. Varias moléculas de fibronectina

pueden reunirse formando fibrillas, comotanlbién unirse a las células uniendo unas
con otras. La FN está también relacionada con la organización interna de las
células.

1.3.1. U D FI RON CTINA.

Las diversas funciones de la FN dependen de su capacidad de unirse a un gran
número de diferentes estructuras biologicas como a superficies celulares, al
colágeno,la heparina y a la fibrina. Para poder comprender estas afinidades es
necesario analizar primero la estmcüira primaria de la proteína. Ver Figura 12.
La FN es un dimero compuesto por dos cadenas pdmeptídims de PM
aproximadamente 250.000 cada una. Ambas subunidades se encuentran unidas
cerca del extremo carboxiloterminal por puentes disulfuro (45).
La ENse encuentra en el plasma a una concentración aproximada de 300 ug/ml y
en la matriz extracelular de diversos tipos celulares.
Las subtmidades de la ENplasmática tienen un peso molecular menor que las de la
celular, se habla entonces de IN plasmática y E‘I celular. Se sabe hoy que esta
heterogeneidad es el resultado de variaciones en la secuencia de los amincficidos de
los diferentes polipéptidos debido a modificacionespostranscripdonales.
Se determinó que existe sólamente un gen para la E‘I por genoma haplolde, el cual
mapea en el cromosoma2, más exactamente en el sitio Sq 333 - qter (46).
El análisis de clones de cDNA y de clones genómicos. permitió dilucidar la
secuencia de las FNs humana, bovina, de rata y de pollo (47-57).



La mayor parte de la secuencia de la PN, está. organizada en tres tlpos de módulos,
que se van repitiendo a lo largo de la proteína y que ee llaman hamalogíaeinternas,
de tipo I, II, y III, de aproximadamente 45, 60, y 90 aminoácidos respectivamente.
Tanto las hamalogïaede tipo I, como las de tipoII se encuentran estabihzadas por

dos puentes dis-ulfuro intracatenarios cada una. Los tres tlpos de hamologías
constituyen el 90%de la proteína total. Existen 12 hamalagíae de tipo I, 2 de tlpo H,
y 17 de tipo HI, y pocas regiones que no se corresponden con ninguna de estas
hamologías.

ED” EDI

N a o JOHDIJOan JOHDIa cw W y... W w w W
Fibrina

Heparina Colággno
Bactería.

DNA DNA . . .

Heparina Hepaflna Celulas Heparma fibnnaM M M MM
SH

N—{III[IIIII}—-{IIIII ÏI IIIIHI-l-I' mlmlmlmlmlmlmlmlmlmlmlmlmlmlmw s'c5 ¿b ¿ <5 ¿ " H

Tipo I: g Tipo JI: ¿8'- Tlpo III:

BgmulflEdruimndelmdanmdethadamadekaümüpmdehandcgmae
müaL" J ‘- ' (LILyIDopcrafinldemañnbdmeedaaamnenh
Hneainfeda‘).Enlam1hntemáshrpdthNadstmflhandrfiasdzuposzdeüpoIIy17de
fipoHLLmfiagnentmqmpmdmátmasepaprdzflísbenflmátknsemmmdtndm
passümañmyqnddadesdetmimMaEDIyEDHemlmdanmm"m"defipo
HIqmestánpreamtesmalgmaaH‘IscebflmSFLg-tpmaflfldfilmlflres; *,slflode

mmmhshmpmfdhtm



La FN es sintetizada comoun prepropolipéptido. La secuencia prepro tiene 31 aa
en humanos y 33 aa en rata. No se determinó exactamente el sitio de hidrólisis de
1a secuencia pre. La secuencia pro termina con dos residuos básicos y es liberada
por una enzima proteolítlca (5559,59).

1.3.2. D G N.

Si bien existen varias isoformas de 1a FN todas ellas estan codificadas por el único

gen y son originadas a través del "splicing alternativo" del transcripta primario del
mismo (47,60).

El gen de 1aFN de rata tiene aproximadamente 70 kb y 47 exones (61).
Nose conocela estructura completa del gen humano.
ComoVimosanteriormente, la IN está formada pcr 1a repetición de tres tipos de
handogïas, 10 que sugiere que el gen proviene de la endoduplicación de varios
minidominios cn'ig‘inales.o módulos tal que (nda uno se corresponde con un ttpo de
homología (62).

Según estudios hechos con el gen de rata, ocho de las doce homologías de tipo I,
están codificadas por un único exón cada una igual que las dos homologíasde tipo H.
La última homología de tipo I es una excepción y está codificada por dos exones
(59,63).

La mayoría de las homologíasde tlpo III están codificadas por dos exones, salvo las
hamalogías HI8 , [[113 (EDII y EDI) y [[110 que tanto en humanos como en rata
están codificadas por un único exón cada una.
Losexones EDI, y EDH, pueden sufrir un procesamiento alternativo a través de un
mecanismo conocidocomo "exon skipping", y así originar las diferentes variantes.
Figura 13.
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Figura 13: Diferentes tipos de procesamiento alternativo del transcripto primario
del gen de la FN.A) (humanoy rata) Las dos homologíasde tlpo III, EDI, y EDII se
encuentran codificadas en un único exón que puede ser cunitldopor un mecanismo
de "exón shipping" durante el procesamiento. B) (rata). La última hmnología de
tipo III (11117)está codificada por dos exones (H17,1 y H17,2). 11117,1se conecta
directamente con 1a secuencia codificante de HICS que contiene sitios de
procesamiento alternativos. La subdivisión del exón durante el procesamiento
puede dar tres mRNAs diferentes. C) (humanos) El gen contiene un sitio de
procesamiento extra respecto del de rata, y es capaz de crig'inar cinco mRNAs
diferentes.

¿Qué ocurre con 1a tercera región de procesamiento alternativo conocida cano
IlICS‘?

En rata el segmento que codifica para este fragmento esta dentro de 1a primera
mitad del primer exón que codifica para 1aunidad 11117.El extremo 5' de este exón
tiene tres puntos diferentes capaces de ser reconocidospcr el intrón precedente
para dar las diferentes lcngi‘mdesdel IIICS de 95 ,120, o ningún aa (61,64).
En la FNhumana 1asituación es diferente: dentro del exón que codifica para IHCS,
un cambioen una base, genera un sitio capaz de ser reconocidocomo extremo 5' de
un inü'ún. De esta manera. las variables de IHCS en humano son mas que en rata.
Se pueden generar segmentos HICS de 0, 64, 89, 95, o 120 amincúcidos (47,5256).



1.3.3.DOMINIOS FUNCIONA_LE_S_.

Las principales macromoléculas con las que interacciona la IW son:

Colágenoy Gelatina.
Fibrina y Fibrinógeno.
Heparina.
Receptor de la membrana plasmática.
FactorXIII (transglutaminasa plasmática).
Bacterias.
Actina.
DNA.

Poliaminas.

Gangliósidos.
Acido hialourónico.

1.3.3.a.Dominio de unión a células.

Dentro de una de las homologíasde tipo III ([1110),presente en todas las variantes
de FN, se encuentra el tetrapéptldo RGDS,(Arg - Gly - Asp - Ser), el cual media la
adhesión de la FN a la superficie celular (65).
La secuencia RGD es común a mmrhas proteínas relacionadas con 1a adhesión,
existe en la vitronectina, la trombwpodina, el colágeno, y es reconocida por un
grupo de receptores conocidoscomointegrinas.
Aproximadamente a 300aa de distancia de esta semenda RGDS,hacia el extremo
amino terminal, se localiza otro sitio de alta afinidad por las células. Sin embargo
este sitiorequiere la presencia del anterior para ser funcimalmente activo.
Otros dos sitios con fimción de unión a células mapean dentro del segmento HICS,
uno está ubicado en su extremo carborilo terminal y está formado por el
tetrapéptido REDV (Arg - Glu - Asp -Va.l),y el otro está ubicado en su extremo
amino terminal y se denomina CSI (66). Estos dos últimos sitios, están presentes o
ausentes de la proteína según el tipo de procesamiento alternativo del segmento
IHCS.

La presencia de múltiples sitios de unión a células a lo largo de la E‘I, está
relacionada con el rol de esta proteína en la regulación del compcrtamiento celular
y especialmente durante el desarrollo embrionario (67). Figura 14.
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Figura 14: Diferentes sitios de unión a células identificados sobre la fibronectina.
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La EV puede mirse rápidamente a los colágenos de tipo I, H, III, IV, y V. Este
dominiose encuentra cercano al extremo amino terminal de la molécula. La región
de unión al colágenode la FNintacta, se une con gran afinidad a la gelatina, y esta
unión puede inhibir la unión de macrmndéculas a regiones adyacentes como por
ejemplo la actlna o el fibrinógeno (68).
La región de unión al colágeno es la menos inmunogenica de la proteina. Este
dominio es impm'tante en la organización espacial de la FN y del colágeno en la
matriz extracelular (w).

La PN es uno de los principales componentes de la matriz extracelular, las células
interacbian con esta matriz durante el desarrollo embrionario, la regulación del
crecimiento, la modulaciCn de la forma cehilar, la transformación oncogenica, la
migración cehflar y la metástasis. Transitlvamente 1a FN en mayor o menor grado,
está involucrada en todos estos procesos.
La IWde 1amah-iz extracelular estaría relacionada con el citoesqueleto a través de
una asociacion transmemhrana representada por un complejo supramolecular
regulador del comportamiento social de las células (70-71).
De esta manera en las células transformadas, donde el citoesqueleto se encuentra
desorganimdo, disminuye la habilidad de unir EV y las células tienen baja
capacidad de adhesiCmy de "spreading".



La embriogénesis es un proceso marfogenético que involucra interacciones de las
células entre sí y con su medio ambiente inmediato: la matriz extracelular. La E‘I
es una de las proteínas que constituyen esta matriz. Se observó una clara
correlación entre la presencia de ENy la migración celular en el embrión (67).
Una de las principales características de la transformación de células fibroblasticas
en cultivo,es la pérdida de la matriz extracelular. Estas células transformadas son
capaces de adquirir su fenotipo normal por el agregado de E‘I (72,73).
Las céIuJasepiteliales sintetizan FN que depositan en su matriz extracelular, esta
estructura es escendal en el mantenimiento de su fenotiponormal.
La pérdida de 1a matriz esta asociada cm la transformación maligna de estas
células, y aunque no es un requisito imprescindible para la transformación, cuando
ocurre la transformación celular esta pérdida es prominente (74).
Se ha intentado correladonar la pérdida de la FN de la matriz en células
transformadas "in vitro", con su tumcn'igenicidady capacidad metastásica "in vivo".
Sin embargo esto no fue posible. Se vio por ejemplo que en el estroma del tejido
conectivo de carcinomas avanzados existe FN, y que en cánceres de mama
tempranos no se encuentra presente (75-76).
Otra posibilidad es que durante el proceso de crecimiento tmnorsl, se produzca la
fragmentación proteolitica de la EN junto can la hidrólisis enzimática de los
componentes del tejido conectivo, evento que normalmente sucede durante el
crecimiento tumoral.

La reparación de un tejido dañado es una repuesta adaptativa de los organismos
que requiere la interacdfn de muchostipos celulares e involucrauna gran variedad
de moléculas. La FN es una de estas moleculas que afecta a varios de los tipos
celulares intervinientes en este proceso.
En la siguiente tabla se resumen los roles de la FN durante la cicatrización de
heridas:



EE-LULAS FUNCION

FIBROBLASTOS Factor de anclaje durante la migración
celular.
Quimiotaxis/haptotaxis.
Unióna la matriz durante la
contracción celular.
Sustrato para la unión de colágm).

EPITELIO Factor de anclaje durante la migración
celular.

ENDOTELIO Factor de anclaje durante la migración
celular.
QuinuotaJdS/naptotaids.

MACROFAGOS Factor de anclaje durante la migración
celular.
Quimiotaxis.
Opsonización.
Agregadón celular.
Estímulo para la producción de factor
de crec_irrniento.

EEUTROFILOS Opsonlzaclon bacteriana.
CELULASDE Haptotaxls.
SCHWAN/
NEURONAS

En ratas adultas, se encontró que el gen de la E‘I presenta altos niveles de
expresión luegode una herida, tanto en las células que se encuentran en 1abase de
la herida. como en el músculo subyacente y en 1a dermis lateral de 1a herida. Sin

embargo, en las diferentes áreas difiere el patrón de "spliclng" del mRNA de E‘I.
En la dermis adyacente y el músaflo, el patrón de "splidng" es idéntico al que
presenta la piel de la rata adulta, los segmentos EDI y EDII no se encuentran en el
mRNAde 1aEN.En contraste con esto, EDI y EDH sI están presentes en el mRNA
de 1a BN de las células que se encuentran en la base de 1a herida. Este último
patrón de "splicíng" es igual al que presenta la FN durante 1a embriogénesis
temprana. Par lo tanto, esto indicaría que este patrón de "splidng" es el más
apropiado para la migración celular y 1a proliferadm celular asociada con la x
reparación de los tejidos (77).
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La secuenciación de la región 5' flanqueante del gen de la PN humana permitió
definir las secuencias consenso para la unión de los factores de transcripción (58)
descriptos en la Figura (Figura 15).
En los resultados y en la discusión se analizará la función de dichos consensos.

1. . C D GRAN OQA.

Ya en el año 1672, se había descripto por primera vez 1a diferenciación de los
folículos ováricos en el cuerpo lúteo.

Los folículos ováricos son la unidad funcional básica del ovario. Están formados por
una capa externa formada por las células de la teca, que rodean a una capa interna
de células, llamadas de la granulosa. Estas últimas rodean a su vez al complejo
celular más interno que contiene al ovocito.El ovocitose encuentra protegido por
una capa de muccpolisacáridos conocida como 1a zona pelúcida. La primer capa de
células de la granulosa ubicada sobre la zona pelúcida se denomina corona radiata.
El espacio formado entre el complejo que contiene al ovocitoy las células de la

granulosa se llama antro, y está lleno de un fluido ccmocidocomo fluido folicular
cuya composiciónes semejante a 1a del plasma sanguíneo (78.79). Ver figura 16.
La maduración de un folículo ováríco y su transformación en cuerpo lúteo con

aumento de la síntesis de esteroides, esta regulada por la secreción de las
gonadotrafinas pituitarias, FSH, LH y PRL.
En respuesta a estas hormonas. varios compartimentos del folículo interactúan
integradamente para secreta: los esteroides sexuales: estrógenos y progesteronas,
y para producir un óvulofertilizable.
Pero no todos los folículos en un ovario dado responden durante el mismo ciclo, es
más. sólamente un número limitado de folículos ovulan durante la vida de una

mujer.
Luego de la ovulación, las células de la granulosa sufren cambios profundos en
cuanto a su respuesta hormonal y a su capacidad de producir esteroides, se
luteinizan, constituyendo el principal componente del cuerpo lúteo, pasando a ser la
principal fuente de progesterona del ovario(78,79).



Figura 16: Componentes básicos de un folículo preov'ulatorio. Oo, ovoclto; ZP. zona
pelúclda; CO. células del cúmulo del oósforo; GC, células de la granulosa; BM,
membrana basal: TI. células tecales internas; TE, células tecales externas;
BC,capfla.ressanguíneos; CRcorona radiata; Nu, núcleo.

Durante el proceso de maduración del folículo ovárico las células de la granulosa
experimentan un marcado cambio en su estado de diferenciación, de células
especializadas en la síntesis y secreción de proteínas cmstlmtlvas del fluido
folicular a un tipo cehflar con una alta capacidad esteroldogenica y una redmzlda
secreción de proteínas. Este proceso se desarrolla. bajo la influencia de múltiples
señales hormonales de tipo endócrino paracrino, neuromodulador y autóorlno.
A1inicio del proceso de diferenciación, las células de la granulosa están dotadas
sólamente de receptores para la hormona BH. Posteriormente esta hormona
ejerce un efecto inductor sobre la producción de sus prqaios receptores así como
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Figura 17: Diferenciade de las células de la granulosa durante 1amaduración del
folimflo ovárico.
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Las células de la granulosa son la fuente celular de estrógenos y de progestágenos.
Tanto las granulosae como tales o cuando ya están luteinizadas, son capaces de
producirprogesterona independientemente de otros tipos celulares. Nomede esto
para 1a producción de estrógenos en donde se requiere la interacción de las
granulosas con sus vecinas las células tecales (78,79). Ver figura 18.

1.4.3.13EECTO DL LOS DIVERfiS FACTORES PEPTIDICOS SOBRE LAS
I Q 1 I Ñ

W508)

f

¡EFECÏO EN PRESENCIA DE FSH

RECEPl ORES DE MEMBRMILÜS)

aumento de la del

num. de la del

atun.“ la del rec.

aumento de la del

+ aumento de la del

+ aumento de la del

l'EFECTIIIEl PRESENCM DE FSH

SECRECIOI DE PRODUCTOS IO ESTEROIDESÜB)



ESÏIHQLQCION DE FUNCIONES GENEBALES DE LA CELULÁÜ'S)

de gluc. g

redondeo g

do la forma

"donde! delos

WWASÜALMÁTS)
de la adenilato

ciclasa g formación de

de

de ‘cM'IP

aumento de la
mioroviscosidad de la

del recambio

dolo

delo

'¡EFEC'I'O EN PRESENCIA DE FSH

1.4.4. INOP D RO D HORMON ROID 0B
C A D AGRAN OA.

1.4.4.&LQ estrgg'6109.1781

'Proliferadún de las células de la granulosa.
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‘Aumento del acople de las células de la granulosa, a través de la formación
de "gap juncüone".

'Formación del antro.#.

‘Aumentode la síntesis del receptor celular para estrógenos.
’Anmentode la síntesis de receptores para LH y FSH.#.
'Aumento de CAMP.#.

’Aumento de la síntesis de la proteína CBP.#.
‘Producclúnde aromatasas.#.

'Producciún de progesterona.#.

# = efecto en presencia. de FSH.

. .b. ' 8

“Estimulación de la aü'esia folicular.

‘Aumento de la esteraldogénesis estimulada por ganadotrofinas.
‘Estímulo en la producción de progesterona.

l.i.4.c.LgMamani“ 78)

’Regulaclón del crecimiento del folículo
’Autorreguladón de la síntesis de progesterona.
’Inhjbidón de la aromatasa.

1.4.&.d. ucocarticoidea. 78

'Inhibiclfm de la liberación de gmadotrafinas a nivel hipotalámico.
‘Inhibidfm de la aromatnsa.#.

# = efecto en presencia de FSH.WWWM
Durante la diferenciación de las células de la granulosa varía la síntesis y la
expresión de algunas proteínas del citoeequeleto. Así, la síntesis de vinculina,



actina y tropomiosina, se encuentra dramáticamente reducida, mientras que la
síntesis de proteínas microtubulares como la u1,y la |3tnbulina, y la vimentina
permanece invariable (80-83). La disminución de la síntesis de las proteínas del
citoesqueleto es consecuencia de la reduccion de los niveles de los mRNAs de las

proteínas respectivas. Estos cambios permiten generar el fenotipo celular óptimo
para la esteroidogénesis.
Pocose sabe acerca de los mecanismos por los cuales las señales generadas en la
membrana plasmática por los diferentes factores hormonales o no hormonales son
transducidos al citoesqueletopara regular la esteroidogénesis.
Se demostró que la vinculina se fosfca'ilaen respuesta a estimulaciones por Ca“ y
por TPA, lo cual sugiere que 1a PKC esta involucrada en la modulación de al menos
un componenete del citoesqueleto de actina, el cual a su vez esta involucradoen la

determinación de los contactos celulares y la organización de los microfilamentos
(81).
El sistema de microfflamentos interviene en la transducciún de señales del medio
ambiente al interior de las células. Más aún, existen conecciones directas entre
componentes de la matriz extracelular comola fihronectina y el heparan sulfato y
el sistema de microfilamentosa través de receptores específicos de las membranas
celulares (85,86).
WW
Las células de la granulosa pueden ser cultivadas por períodos prolongados,
observándoseque mantienen su capacidad de secretar progesterona y estradiol y
de sufrir luteinización como normalmente ocurre "in vivo".Además, tratamientos
hormcmalessobre estos cultivosproducen un aumento de la biosíntesis de esteroides
y de los receptores hcn'monales (87-89).
El sistema de cultivomás estudiado es el de cultivosprimarios de granulosa de rata
originadosa partir de ratas hipofisectomizadas inmaduras tratadas con estrógenos
(78).

En este modelo experimental ocurre que:
1) El tratamiento con estrógenos "in vivo“produce la formacifm de múltiples

folículosprenatales lo cual permite tener un gran número de células relativamente
homogéneas, en el mismo estado de desarrollo.

2) Las células no están expuestas a gonadotrcfinas endógenas y mantienen
un estado relativamente pocodiferenciado.
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3) Durante el aislamiento celular no se usan ni endmas proteolíticas ni

colagenasas, eliminándose así posibles cambios en la respuesta hormonal.
4) Si se usa medio de cultivo sin suero, es posible analizar los efectos de las

hormonas o de los factores del suero sobre estas células al adicionarlos
selectivamente.

5) Los cultivos primarios de las granulosas, a diferencia de otras líneas
celulares de ovario,mantienen la respuesta hormonal y las funciones fisiológicasde
las células "in vivo".

Características de este cultivocelular:

1) No se tienen en cuenta cambios en la vasculatura folicular o en la

microcirculaclón que son importantes para la liberación de las hormonas a los
folículos "in vivo".

2) No se tienen en cuenta las interacciones entre las células tecales y de la
granulosa ni las interacciones entre las granulosas y el ovucito.Normalmente las
células tecales proveen de precursores de la esteroidogénesis a las granulosas, así
comotambién, secretan factores que promueven el crecimiento y la diferenciación

de las granulosas.
3) Nose tienen en cuenta. las subpoblaciones de granulosas que existen en un

folículoy la diferencia que entre ellas existe en cuanto a funcionalidad y estructura.

1.5. AFIBRON CTINA A ROD CC ON.

Las células secretan proteínas y glicoconjugados como colágenos, elastina,
proteoglicanos, fibronectina, laminina, etc, para llenar los espacios intercelulares
de la matriz extracelular que poseen. Muchosde estos componentes interactúan con
las célulasparticipando así en el control del cmnportamiento celular. El anclaje, la
migración, y la diferenciach‘m celular parecen originarse en respuesta a estas
interacciones.

Los avocitosde los mamíferos se encuentran detenidos en el estado de diplotene de
la primera divisiónmeiótica antes que la gonadotrofina LH inicie la reanudación de
la meiosis.

Durante el proceso de crecimiento folicular ocurren una secuencia compleja de
cambios que incluyen, la diferenciación de las células de la granulosa y la
interacción de los componentes de la matriz extracehilar cm las células de la
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granulosa. Todo esto afecta la diferenciación y la maduradón citoplasmática y
nuclear del ovocito.

Durante la maduración y el crecimiento del folículo ovárico la hormona FSH

estimula la proliferade de las células de la granulosa y la formacióndel antro. La
FSH provocaun aumento de las comunicaciones intracelular-es entre células vecinas

mediante uniones conecta-ae ("gap junctione"). Se demostró que existen "gap
junctions" entre las células del cúmulo del ovuito y el mismo ovacito así como
también que la hormona LH provoca la ruptura de estas comunicaciones. Se

propone entonces que 1a eliminación de las "gap junctions" enü'e el cúmulo y el
ovocitoes un paso crurial que conduce a la reanudación de la meiosia (90).
Durante la primera etapa del desarrollo, 1ahormona predominante es 1a FSH, y en
este período se observa un aumento de 1a productión de glicosaminoglicanos y una
disminuciónde la síntesis de fihronect'ina. Luego, en la etapa en donde la hormona
predominante es 1aLH ee observa lo cmtrario, una diaminutión de la producción de
glicosaminoglicanos,y un aumento de la production de fihronectina (91,92).
Por otro lado se demostró que la GnRH (hormona liberadora de gonadotrofina), que
indme 1a terminación de la meioais en el ovooito promueve la secreción de

fibronectina en células de 1a granulosa de rata. Estos resultados permitieran
deducir entonces que la fibrcnectina participa de alguna manera en la reanudación
de la meiosis (93,94).

Para estudiar el rol de 1afihronectina en la maduradón del ovacitose usó el péptido
sintético GRGDS,usando comocontrol su análogo inactivo GRGESP. Unicamente el
primero de estos dos es capaz de inhibir la maduracifm espontánea del ovooitoen
forma reversible (95).

Resumiendo,la fibronecüna provee el medio ambiente extracelular a las células del
cúmulodurante el proceso de maduración del ovacito,y lo afectaría indirectamente
ya que mediaría 1aterminación de las cmnunicacimee entre el cúmuloy el muito lo
cual es crudal en la maduración del mismo.

16. 0 0 N
W
Ya en 1980 ee identificó a la flbronectina comouna de las proteínas eecretadas al
medio pcr un cultivoprimario de células de la granuloaa bovinaa (96).
En 1984 se demostró que las celulas de la granuloaa einteüzaban y secretaban
fibronectina y que la hormona GnRH estimulaba la producción de esta proteína



simultáneamente con la inhibidm de la. esteroldogénesis que esta hormona
normalmente induce (93).

En 1985 se vio que las hormonas responsables de la dtodiferendadon de la
granulosa influendaban también sobre 1asecreción de los compcmentesde la matriz
extracelular, especialmente sobre la fibronectína. Luego de 24 o 48 horas de culüvo
de células de 1agranulosa de rata , se encontró a la FN como la.principal proteína
secretnda. Tratamientos con FSH sobre estas células llevaban a,la.dtodiferendaclon

del cultivoy a la inhibición de la síntesis de FN. Se consideró entonces a, la FN como

un posible marcador del estado de diferenciación de las granulosas (97).
Sin embargo pocose sabía.a cerca de los mecanismos que relacionaban 1a actlvidnd
hormonal y la síntesis de fibronec’dna.



MATERIALES
Y

METODOS



2.1.AISLAEENTO Y CULTIVOSCELQLLRES.

2.1.a.Prgparación 1 cultim de células de la granulosa de rata.

Se obtuvieronovariosde ratas hembras de 24 o 25 días (Sprague - Dawley), luego de
tratamiento con DES (implantes de s.c.silastic que contienen 5 mg de
denmetasonafl por un período de 48 horas. Las celulas de la granulosa fueron
preparadas siguiendo el método de Campbell, con algunas mcfiificadones (98).
Los ovariosfueron disgregados suavemente con una aguja de calibre 30 e incubados
en medio DMEM(4,5 g glucosa/litro)/Fl2 (1:1) + EGTA (6 mM) + HEPES (IOmM)
por 15 minutos a 379. Luego fueron lavados dos veces e incubados en DMEM:F12 +
HEPES (10 mM) + sacarosa (0,5 M) por 5 minutos a 37°. Luego de esta incubación
se diuluyó el medio con dos volúmenes de DMEM:F12 + HEPES (10 mM), y se dejó

que los ovarios sedimentaran solos. Las células de la granulosa fueron obtenidas
luego de presionar los ovarios dentro de dos piezas de nylon mesh (Nytex 50) y se
resuspendieron en DMEM:F12(1:1) + HEPES (10 mM). Se determinó el número
total de células obtenido, así como también su viabilidad, luego de 5 minutos de
incubación con azul de tripan. Las células vivas no son permeables al colorante,
mientras que las muertas si lo son. Se obtuvieronentre 3 y 4 millones de celulas por
ovario.

Las células fueron sembradas sobre placas de plástico con medio DMEM:F12(1:1)
suplementado con 10%v/v de NCS, más los antibióticos penicilina (10 unidades por
litro). estreptomicina (100 mg por litro), el antimicótlco anfotericina (25 mg por
litro) y 2,2 g por litro de bicarbonato de sodio y se mantuvieron en una estufa
humidiflcada (37°C, 5%C03). Luego de dos horas de cultivo se cambió el medio por
el mismo medio fresco.

Se obtuvierm ovarios de vaca de un matadero 10ml. De ellos se aspiraron folículos

de entre 3 a 5 mm de diametro con una aguja de calibre 19. Las cehflas fueron
recuperadas por cenü'ifugadón a 200 g dm'ante 10 minutos luego de lo cual fueron
lavadas dos veces con medio DMEM:F12(1:1) + HEPES (10 mM). El "pellet" celular

fue resuspendido en el medio de cultivo DMEM (4,5 g glucosa / litro):F12 (1:1),
conteniendo 2.2 g de bicarbcmato de sodio pcr litro y suplementado con 10%v/v de
NCSmás los mismos antibióticos y antimicóücos que fueron usados para las células



de la granulosa de rata. Los cultivosfueron mantenidos en una esürfa a 37°C en una
atmósfera dc 5%C02 (99).

' ' .2.

Esta línea celular de fibroblastos de ratón fue cultivada en medio DMEM (4,5g
glucosa/litro), conteniendo 3,7 g de bicarbonato de sodio por litro y suplemenme
con 10%v/v de FCS más los antibióticos y antimicótlcos en iguales concentraciones
que en los casos anteriores.

2.2. OD N C GC-l.

El cariotlpo de está línea fue realizado por métodos estándares. Los cromosomas
fueran teñidos con el reactivo de Giemsa para su caracterización, y también fueron
sometidos a bandeo G con tipsina (100). Se analizaron un total de 37 celulas de 5
pasajes diferentes.

2.3. ICION D PRODU C ON OID ".

Los niveles de estadiol en el medio de cultivo fueron medidos por
radioinmunoensayo usando un anticuerpo específico (101).

Para los ensayos de ahesi(m de las células a diferentes sustratos, se colocarongotas
de diferentes proteínas adhesivas sobre placas de cultivo a una concentración de
20 Se dejarondurante 2 horas a temperatura ambiente, luegode lo cual
fueron retlradas y las placas lavadas tres veces con PBS. Posteriormente, las placas
fueron dejadas durante 1 hara crmBSA1%en PBS p/v a temperamra ambiente.
Por otrolado las células fueran cosechadas, centrifugadas y resmpendidas en medio
sin suero. Esto se repitió tres veces. Finalmente las células fueron sembradas a una
densidad de 1,5 106células por caja de 6 cm de diametro e incubadas a 37°C hasta
detectar la adhesión celular.

Las celulas fueron fijadas en 4%v/v de formaldehído durante 1 hora y observadas al
microscopio.



Se cubrieron las placas de cultico con 2 ml de NCS por caja de 10 cm de diámetro,
durante 1 hora a 37°C. A1cabo de este tiempo el suero fue removido y las células
fueron plaqueadas con medio DMEM:F12suplementado con 1% v/v de NCS y los
antibióticos respectivos, a una densidad aproximada de 7 x 104 cel/enig- A las 4
horas de plaqueadas, el medio fue cambiado por el mismo medio fresco. En este
momento fueron agregadas las drogas requeridas para los diversos tratamientos. El
BtgcAMPa una concentracifim final de 0.5 mM, la forakolina a una concentración

final de 10 mM y la FSH a 200 ng/ml. En todos loa tratamientos fue usado el
análogo del CAMP,conocidocomoBthAMP debido a que es más permeable y menos
suceptible a hidrólisis que el prqflo CAMP.

Se siguió la misma metodología que para las células de la granulosa, con la
excepciónde que en todo momento tanto durante la pegada celular como durante
los tratamientos ee usó el medio DMEMsuplementado con 10%v/v de FCS.

2.5.c.Trata.m1a1toecon TPA de las caidas de l_a.granuloaa bma 1 de la lg ea
celular NIH - 3'13.

Las células fueron sembradas a una densidad aproximada de 5 x 104 cel/ama en
medio DMEMzF12(1:1), suplementado con 10% v/v de NCS para las células de la

granuloaa y con medio DMEM suplementado con 10% v/v de FCS para la linea
celular NIH-31‘3. Luego de cuatro horas se cambió el medio por el medio
correapmdiente fresco. En este momento se agregó el TPA y la droga se dejó
durante el tiempo requerido para el ensayo.WW
Se cultivaron laa células sobre cajas de plástico hasta que alcanzaron la densidad
deseada o durante el tiempo requerido por el ensayo. Las celulas fueron lavadae 2 o



3 veces con PES. Fueron fijadas con formaldehído 4%en PBS durante 1 hora, y luego
lavadas 2 o 3 veces con PBS.

Para observarestructuturas iniracelulares se trataron las celulas durante 4 minutos

con una solución de tritón 0,4%v/v en PBS, y luego se lavaron 2 o 3 veces con PBS.
Se seleccionaron pequeñas regiones sobre las placas de cultivo y se marcaron sus
bordes con un lápiz de pasta para ser usadas en las inmunofluorescencias. Las
celulas ya fijadas de estas zonas fueron cubiertas durante 1 hora con 100 ml de la
dilución adecuada del 1‘l anticuerpo y luego lavadas 2 o 3 veces con PBS. Las

regiones seleccionadas fueron cubiertas con el 29 anticuerpo Se usóuna anti IgG de
conejo hecho en cabra, acoplado a rodamina, diluido 1/50 en PBS y se incubó
durante 1 hora. Luego se lavaan las celulas 2 o 3 veces con PBS. Las zonas con 1a
inmunofluorescencia fueron montadas en movioly observadas en un microscopio de
epifluorescencia.

2.7.MARCACION RADIOACTIVA D C D A GRAN O A Y DLALWMLAHBRQKMML
Las células fueron crecidas hasta el momento de la marcación en cajas de 24
pocfllos de 1 cm de diametro cada uno. Previamente a la marcación, las celulas
fueron ayunadas de metionina durante 1 hora con medio DMEM carente de
metionina suplementado con 0,5 %v/v del suero correspondiente al tipo celular. Se
marcaron las células durante 4 horas o durante toda la noche con medio DMEM

carente de metionina suplemenme con 358 metionina (20 uCi/pocfllo). más
0,5%v/v del suero correspondiente al tipo celular si la marcación se realizaba
sólamente durante 4 horas y con 10 % v/v del suero correspondiente cuando la
marcaciónse realizaba durante toda la noche. Transcurrido este período de tiempo,
se colectarcmlos medios de cultivo en tubos "eppendorf". e inmediatamente (nda
una de las marcaciones fue dividida en dos fracciones, a una de ellas se le agregó
"buffer"de siembra y se la hirvió durante 5 minutos, a la otra fracdm se la sometió
a inmunoprecipitacion. Los ext-actos celulares correspondientes a las células
marcadas fueron obtenidos luego de incubar durante 10 minutos en hielo a las
céhilas con una solucifmde Triton X 100 2 %v/v en PBS, y de raspar la capa celular

cm una espátula de goma. Cada uno de los extractos celulares fue dividido en dos
fracciones, a una de ellas se le agregó "buffer "de siembra y se la hirvió durante
5 minutos, y a la otra fracción se la sometió a inmunoprecipitacion. Para las
Ínmuuuyl. 4;" 4*“, se incubóel medio o el extracto con un antisuero de conejo



contra Fibronectina a ima dilución de 1/100, o con anticuerpo anti EDI hecho en
cabra a una dilución de 1/150 durante una hora. Posteriormente se incubarm las

muestras conproteína A sepharosa durante 1/2 hora. Luego de varios lavados, a los
“pellets” de proteína A sepharosa se les agregó "buffer "de siembra y se los hirvió
durante 5 minutos. Todas las muestras, tanto las que contenían proteínas totales

como las inm1mq3recipitadas fueron sometidas a una electroforesis de geles de
poliacrilamida 6%conteniendo dodecilsulfato de sodio. Finalmente los geles fueron
expuestos y revelados de acuerdo a las metodologías normales.

2.8.EXI‘RACCION DE RNA. DOT BLOT. NORTHERN BLOT.

¿gamma
Para la extracción de RNAfue utilizado el método de Favaloro y colaboradores con

algunas modificaciones (102).
Las monocapas celulares fueron lavadas con PBS y levantadas con una espátula de

goma. Se centrifugaran las células durante 5 minutos a 5000 rpm a 4°C. Se eliminó
el sobrenadante, y el "pelle " celula: fue resuspendido en 250 ul de "buffer" BLI,
por caja de células de 10 cm confluente agitando enérgicamente (vortex) durante
5 minutos. Se volcó cuidadosamente esta suspensión sobre un colchón de igual
volumen del "buffer" BLH. Los tubos fueron centrifugados 20 minutos a 9000 rpm a
4°C. Se recuperó la fase üírbida superior.y a esta fase se le agregó un volumen de
"buffer" para la proteinasa K más la proteinasa K a 200 mg/ml. y se la incubó
durante 30 minutos a 37°C. Se agregó un volumen de fenol/cloroformo, se agitó en
vortexy se centrifugó2 minutos a 6000 rpm a 4°C. Se recuperó la fase acuosa y se
le agregó acetato de sodio a una concentración final de 0,3 M y se la precipitó con
2,5 volúmenesde etanol. El "pellet" fue resuspendido y reprecipitado de la misma
manera con etanol y acetato de sodio.
Se controlóla calidad de los diferentes RNAsa través de la corrida de una alícuota

de aida muestra en una electroforesis en un gel de agarosa 1%p/v en "buffer" TBE
con Bromuro de Etidio, a 200 volts.

Los RNAsfuercm cuantificados, por comparación de las tincicmes de las diferentes

preparaciones con bromuro de etldio en el gel de agarosa, y pca' medición de la
absorvancia de luz ultravioleta a 260 nm.



BLI = "Buffer" de lisis I.
0,14 M NaCl

1,5 mM MgClg

10 mM Tris HCl pH 8,6
0,5 %v/v NP40
10 mM ribanucleósidos de vanadilo

B II = "B fer" de lisis II.

0,14 M NaCl

1,5 mM MgClg

10 mM Tris HCl pH 8,6
1%v/v NP40

24 %sacarosa p/v

0,2 M Tris HCl pH 7,5
25 mM EUTA

0,3 M NaCl

2%p/v SDS.

"Mier" 10X TBE.
Tris Base 0,5 M
ácido bórico 0,5 M
EUTA NagZHgO10 mM

MCL
Aproximadamente 10 mg de RNAtotal fueran llevados a un volumen final de 50 ml
can el agregado de 30 ul de 20X SSCy de 20 pl de 37%(p/p) de formaldehído y la
cantidad necesaria de agua. Se deanamralizó el RNAdurante 15 minutos a 60°C. Se
sembraron 100ul de muestra en un aparato de DotBlotcantenicndo una.membrana
de nitrocelulosa. Se aplicó vacío durante 30 segundos. El RNA fue fijado a 1a
membrana par harneado a 80°C durante 2 haras. Se prehibrldó en 50% v/v
farmamida, 5 X SSC, 5 X eduddn de Denhardt's, 0,1%p/v SDS, y 100 ug/ml de
DNAde esperma de salmon, a 42°C durante 1 hara. Para 1a hibridación se usó la



misma solución que para la prehibridación conteniendo como sonda al plásmido
pFHl54 marcado par "nick translation".

El plasmido pFH154 contiene un fragmento del cDNA del gen de 1a EN de 2300 pb
que abarca 500 pb río arriba del sitio EDI, y 1800 pb río abajo del mismo pero que
no contiene a este exón. Se hibrido durante toda la noche a 42°C. Se lavó dos veces

1a membrana a temperatura ambiente con una solución 0,1%p/v SDS, 2 X SSC y
una vez a 65°C a 0.1% p/v SDS, 2 X SSC. Se expuso la membrana y 1a placa
autorradiográfica fue revelada siguiendo, en ambos casos, los métodos
canvenvionales.

20X fix,
NaCl 3 M

Nas citrato 2H20 0,3 M
llevarapH 7Wifi.
10 g polivinilpirrcflidona

10 g albúmina sérica bovina
10 g Ficoll 400
H20 hasta 500ml.

. .c. lot.

Aprcmimadamente 50 ug de RNA total se corrieron en cada pocfllo de una
electroforesis en un gel de agarosa 1,5%p/v con formaldehído a 200 volts. El gel fue
tratado sucesivamente con agua durante 30 minutos, con NaOH 50 mM durante
30 minutos, ccm100 mM Tris-HCl pH 7,5 durante 30 minutos y con "buffer" fosfato
pH 6,5 25 mM durante 20 minutos. Para la transferencia se usó una membrana de
nylon marca Gene Screen previamente tratada durante 20' en el mismo "buffer"
fosfato que el gel. La transferencia se llevó a cabo por 48 horas, durante este
tiempo se cambiaban periódicamente los papeles abscn'bentes. El RNAfue fijado a
la membrana durante 2 horas a 80°C. La prehibridación se hizo en 50% v/v
farmamida, 1 X SDS, 5 X SSC, 2X de solrmiónde Denhardt's, y 100 ug/ml de DNA
de esperma de salmón, a 42°Cdurante por lo menosl hora.
Para 1a hibridación se usó 1a misma solucim, conteniendo como sonda a un clon de

cDNAde Gliceraldehído 3 fosfato deshidrogenasa o a un fragmento del gen de FN



marcados en ambos casos por "nick translation" o una sonda específica para el

reconocimientode la PN de tipo celular conteniendo específicamente la región EDI.
La sonda de PN total que se usó es un fragmento de 5768 pares de bases que
contiene una región del cDNA del mRNA de la fihronectina humana obtenido del
plásmido pFHlOO (103). La membrana fue lavada dos veces a temperatura
ambiente durante 10 minutos en 2X SSC / 0,1% p/v SDS; 1 vez a 65°C durante
20 minutos en 2 X SSC/0,1% p/v SDS, una vez durante 20 minutos a 65°C en
1X SSC/0.1%p/v SDS; una vez durante 20 minutos a 65°C en 0,5 X SSC/0.1% p/v
SDS y una vez durante 20 minutos a 65°C en 0,5 X SSC/ 0.1%p/v SDS.

En lo que respecta a otros detalles técnicos se seguió el manual de Maniatis y
colaboradores (104).

2.9.ÍIMSEECQIONES XMQYO DE CAT.

2.2.g,f1:ansfeccigges,

Se sembraron cajas de 6 cm de diámetro con células, a una densidad tal que al otro
día se encontrasen subconfluentes

La mezcla conteniendo el DNAplasmidico para transfectar fue preparada de la
siguiente manera:
Se puso en el fondo de un tubo tipo Falcon de 15 ml la cantidad de agua suficiente
para completar 500 ul en la mezcla total. Se agregaron suavemente 15 ug del DNA
plasmídico. No se mezcló. Se agregaron 25 ul de CaClg 2,5 M. No se mezcló. Se

agregaron 250 ul del "buffer" 2 X HEPES con una pipeta de plástico de 1 m1
sumergida hasta el fondo del mbo y con esta misma pipeta se mezcló toda la
solución dejando burbujear varias veces el contenido del tubo. Esta mezcla fue
incubada 30 minutos a temperatura ambiente para permitir que se formen los
precipitados de fosfato de calcio.
Se retiró el medio de cultivode las cajas con las células a transfectar. Los 500 ul de
la solución de DNA plasmídico con fosfato de calcio fueron volcados suavemente
sobre las cajas de cultivo, e incubados durante 30 minutos a 37°C en la esülfa
gaseada con C02, moviendo las placas periódicamente. Se agregaron 2,5 ml de
medio de cultivo. Se dejaron las células durante 5 horas con la mezcla conteniendo
el precipitado de fosfato de calcio y los 2,5 ml de medio. Se retiró el medio de las
cajas. Se agregó 1 m1de glicerol 15%v/v en "buffer" HEPES, precalentado a 37°C y
se incubó por 1 minuto Luego las células fueron lavadas dos veces con PBS. Se
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agregó cl medio dc cultivo y se incubaran las células transfcctadas durante cl
tiempo deseado.
Impláamklosmadcaenhshansfeodcncssmp-S‘É/üfl‘I-GXT yp-SlO/WFN-CAT.
Elpláanudop-WHSIN-CATGB4 J" * 1 ' ' fiagncntodcapmmdcbmqm
anfimehsmmda-WüddgzndchFNhnnamcntcksdficsAmïy HindIHdelplásmido
pSVgOÁTPameIlohmglCndelplásmidoocmpmndidaentre estasdcssiflmfizdimhnday lcs
stüasAocIyHdeHfinzrmtransfcnnadmmstucsruncsomellmde la enzimaKlznow..E1
fi'agmentode.EN-21<V+45fue. obtenido cortando con la. enzima BstnI el clon
leFPStI-PmlIOfi ImatrzmcsBsmItnmhénsz hídzrcnrcmasaznelmode la.Elmow.E1clm
leFPStI-Pmfl 0.6esun andm delpláanidongfBÏ (58).
El plásmido ¡»5101-69I‘NCATfm citando intrcdmlzndo un fragmento de 579 pares de bises
cnü‘elasnMcsstfics delwctcrpSVQCATque en elmsoantalu‘. Efi'agmmtode 579pb
cmüenchregim «SIG/fidelgcn de 1aPNYfiletambén eluídodelplásnidoleFPstI-Pvull 0.6
cu'tánddoomhsenmnasPstIyEooRI. Mmmm para müodmtreste fragmentodentro
pSVgCATlasextremasddfiagrnmtofizrmhedlmrancnomdmodehmmmmgmlg).
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Figura 19: A. Representación del plásmido p-223/+45 I‘NvCAT.B. Representación
del plásmiso p-510/+69 I‘ll-CAT.

En todas las construcciones se observa la presencia del gen de la cloranfenicol acetil
transferasa precedido pcr diferentes promotores o regiones promotoras. Dado que
las células de mamíferos no poseen la enzima CAT, solo se observará actividad de
CATen los extractos celulares de las células ü'ansfectadas.

Las células fueron cosechadas raspando la monocapa con una espátula de gama en
el prcplo medio de cultivopara evita: perder células ‘transfectadas que pudieran
haberse despegado. Las células fueran centrifugadas 5 minutos a 5000 rpm. El
"pelle " celular fue resuspendido en 100111de una sdmlfn ÉOmM Trh HCl pH 8/ 5mM

EDTA. La solución ccmlas células fue transmsada a tubos "eppendorf'. Luego se
repitieron tres ciclos en dmde los tubos "eppendarí‘l se dejaban, 1 minuto en



nitrógeno líquido, y 5 minutos en un baño a 37°C. Luego se cenh'ifilgó 15 minutos a
10.000 rpm a temperatura ambiente. Se recuperaron los sobrenadantes. Las
muestras fueron calentadas 10 minutos a 60°C. Los extractos fueron utilizados
inmediatamente o bien conservados a -70"C.

2.9.c.Cuantlficación de las proteínas presentes en los attractos celulares.

Las proteínas de los extractos celulares fiieron cuantificadas por el método de
Bradford sobre una alícuota de cada muestra usando albúmina sérica bovina como

estandar (105).WWW
Se tomaron cantidades de extractos celulares conteniendo la misma cantidad de

proteínas totales. A cadamboseleagregarcnmflde'imMAmtflCmnzimaA. 10 ul de 1"C
cloranfenicol (0,25 uCi/lOpl), y "buffer" Tris-HCl pH 8 250 mM / EUTA 5mM hasta

completar los 15h11.Seinobópa'llñmimmsaWC. Seag'egrcnlíuldeAcefilCoA mmM a
cada muestra y se continuó la incubacifn a 37°C por otros 45 minutos. Esto último se
repitió dos veces mas. Se extrajeron las formas acetfladas y no acetlladas del
cloranfenicolaMndde a mdauno de 1mtubm51h11de acetato de etllo, agitando en
vortexdurante 30minutos,centrifirgandolas muestras durante2minuttsa Mx g y
recuperando la fase superior. El acetato de etilo fue eliminado por evaporación en
un aparato "speed vac". Las muestras fueron resuspendidas cada una en 20 ul de
acetato de etllo, y sembradas en una placa de cromatografía en capa delgada,
corriéndose una cromatografía ascendente en cloroformo/ metanol, 95:5 v/v, hasta
que el frente llegó al borde superior de la placa. Una vez seca, se realizó la
autcrradiografia.
Para onnfiflmrmáspredsammtehadmdaddehmdmadmnfenkxiaceülüansfmsadelm
diferentesmas mlulares,se sopa-pum las autoradiografíasya reveladas con las
placas de TLC, y se marcaron sobre éstas las zonas que de acuerdo a la
autoradiografía se correspondían con las diferentes formas del HC cloranfenicol
acetflado. Estas zonas fueron recortadas y analimdas en un contador de centelleo.
Se determinó entonces para cada extraxto celular, la cantidad de M'Ccloranfenicol
acetilado en función del l"C cloranfenicol total.



2.10.P PARACIOND XTRACTO NUC . 0D DN AI.

2.10.a.Aislamiento de nácleos de hígados de rata.

El métodoque se usó esta basado escencialmente en el método descripto por Gorski
y colaboradores (106).

Se saorificóuna rata macho Sprague-Dawley, de 180-200gramos e inmediatamente
se perfundió el hígado con PBS frío. Todas las operaciones siguientes fueron
realizadas a 4°C. El hígado fue disecado y despravisto de todos los restos de tejido
conectivo y adiposo _vlavado con PBS. Se cortó el hígado con tijera o bisturí en
pedacitos de aproximadamente 0,5 X 0,5 om. Se transfirió el tejido a un
homogeneizador Teflon/vidrio de 30 ml y se le agregaron 20 ml de solución SHB. Se
homogeneizócon10 o 20pasadas del pistón utilime el motor a 3/4 de la velocidad
máxima. El homogenatofue filtrado a través de 4 capas de gasa sobre una probeta
de 100 m1,trabajando siempre en hielo. El homogeneizador fue lavadocmSHB(2 63
pasadas del pistón), y esta soluciónde lavado fue filtrada de la misma manera que
en el paso anterior. Se lavaron las gasas con SHB hasta que se completó un volumen
de 85 ml. El contenido de la probeta fue mezclado por inversión y se lo depositó
sobre 10 m1 de una solución colchón en tubos flexibles para rotor Beclcman SW-28.

Todo el hígadofue colocadoen tres tubos de este tipo. minutos a 25.000 rpm a 4°C.
Luegode la centrifiigación, se eliminó con una pipeta Pasteur la mpa de grasa que
normalmente aparece en los tubos. El resto del sobrenadante fue aspirado con otra
pipeta Pasteur limpia hasta alcanmr el colchón, y finalmente por inversión del
tubo. Se dejó secar el "pellet" colocando el tubo invertido sobre una servilleta. Las
paredes del tubose secaron conun papel cuidando de no tocar el "pellet".
A cada "pellet" se le agregó 1 m1 de SHBzH20 (9 vol : 1 vol) y se lo resuspendió con
pipeta automática usando una punta plástica de 1 ml cortado en su extremo.
Se transfirió todo lo obtenido hasta el momento a un homogeneizador de 15 ml de
Teflón / vidrio. Los tubos fueron lavados 2 o 3 veces con 1 n11de SHBzH20 y los

lavados se colocaron en el homogeneizador. Se jtmtaron los "pellets" de todos los
tibosy se homogeneizó todo con 2 o 3 "strokes" a 3/4 de la velocidad máxima. Los
núcleos fueron transferidos entonces a una probeta de 100 ml, el homogeneizaer
fue lavado y los lavados transferidos a 1a misma probeta. Se agregó la mezcla
SI'IB:H20hasta completar 54 ml. Se homogeneizaron los núcleos y se los sembró en
dos tubos de rotor Beclnnan SW-28conteniendo 10 ml de solución de colchón cada
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uno. Se colocaron 27 ml en cada tubo. Los tubos fueron centrifugados 45 minutos a
25.000rpm a 4°C. EL sobrenadante fue descartado por inversión. Se dejaran secar
los tubos sobre una servilleta. _vtambién se secaron cuidadosamente las paredes de
los tubos. Los núcleos pasaban a tener coloración blanca. Los colores rosa o amarillo
de los núcleos son indicadores de una mala perfusión. En este punto los núcleos
fueron congelados en nitrógeno líquidoy guardados a - 70°C.

A un "pellet" celular se le agregaron 40 ml de PBS conteniendo el "cocktail" de
inhibidores de proteasas. Se centrifiigó 10 minutos a 25.000 rpm. A un "pellet"
celular de 1,5 a 2 m1 se le agregaron 7 ml de buffer HNB y las células fueron
resuspendidas con una suave agitación de los tubos. Al tubo anterior se le agregaron
5 ml de HNB + 1%NP40 v/v y se mezcló todo por inversión. Inmediatamente se le

agregaron 2 ml de HNB con el fin de diluir el NP40 hasta aproximadamente una
concentración final de 0,2%de NP40 v/v. Se mezcló todo por inversión. Se centrifugó
a 3.000rpm durante 10 minutos. Se eliminó el sobrenadante. Los núcleos se usaron
inmediatamente para la preparación de los extractos nucleares.

Los extractos de las proteínas totales fueron preparados siguiendo el método de
Dignam y colaboradores (107). Los núcleos fueron resmpendidcsen wulde NEB0.14
M NaCl usando una punta de pipeta de 1 m1 cortado en un extremo. Se midió el
volumen del "pellet" nuclear y se transfirió cada "pellet" a un tubo de rotor
Beckman SW-56(vol del "pellet" = vol total - vol NEB 0,14 M). Se calculó el volumen

de NEB0.42 M NaCl necesario para llegar a una concentración final de 0.37 NaCl.
Este volumen se obtuvoagregando 1/2 volumen de NEB 0,14 M y 1/2 volumen de
NEB 0,7 M.

VolNEBO,42M= ol" et"x03 + ol 014x023
0,05

El tubo del rotor Beckman SW-56fue cubierto con un "parafilm" y se lo homogeneizó
por inversión. Luego, se le agregó 1/2 volumen de NEB 0.43 M y se lo hmnogeneizó
nuevamente por inversión. Se dejó al naboagitando suavemente durante 30 minutos



en el cuarto frío. Se centrifugó el hiboa 25.000rpm durante 30 minutos a 4°C en un
rotor SW-56. EL sobrenadante con las proteínas nucleares fue cuidadosamente
colectado teniendo cuidado de no tocar el "pelle " de cromatina. Se midió el
volumen del "pellet" del sobrenadante y se lo transfirió a otro tubo SW-56.

Se precipitaron las proteínas por el agregado de sulfato de amonio, manteniendo
siempre la sum deltuboen el anrtofi'ío,aprcnimadamentedurante60 minutos.
Luego de agregar todo el sulfato de amonio, se dejo durante 30 minutos mas
agitando. Las proteínas pueden quedar en este paso durante toda la noche. Se
centrifugaron las proteínas centrifugadas durante 20 minutos en un rotor SW-56a
25.000 rpm a 4°C. El sobrenadante fue eliminado por inversión de los tubos y los
"pellets" secados sobre una servilleta. También se secaron las paredes de los tubos
cuidadosamente. Se agregaron a cada tubo aproximadamente 75 ul de "buffer" de
diálisis conteniendo los inhibidores de las proteasas. Se resuspendió el "pellet" con
un "tip" de 200ul .Es necesario trabajar suavemente sin generar burbujas.WM
El precipitado de sulfato de amonio resuspendido fue transferido a un tubo
"eppendorf" sin tapa. El tubo del rotor Beckman SW-56 fue lavado con 40 ul de

"buffer" de diálisis y estos 40 ul fueron agregados al tubo anterior. Se homogeneisz
todo con un "tip" de 200 ul. El "eppendorf" fue cubierto con una membrana de
diálisis la cual fue sujetada con una banda de goma. Los tubos fueron colocadosboca
abajo dentro de uibos Ccrexdelñmly se oentrifigrcn a Enrpm din'ante1 minuto o 2
minutos. Los tubos “eppendorf'l fueron retirados invertidos de 1a centrífuga y se
dializaron contra 200-300 ml de lrbuffer" de diálisis, colocando los tubos invertidos

en un flotador. Se dejaron así por 4 horas cambiando periódicamente el "buffer". Al
concluir la diálisis se recogió el contenido liquido de los tubos en su fondo con un
golpe de centrífuga y se retiró 1amembrana de diálisis. Luegose tapó los tubos y se
cenirifugó durante 8 minutos a 12000 x g. EL sobrenadante ctm las proteínas
solubles fue alic-uotadoen fracciones de 20-25ul y fue congelado en nitrógeno líquido
oa -70°C.La concentracion de proteínas del extracto fue medida por el método de
Bradford.



2.10.e nsa o de ro 'ón a ° ' DNasa I.

Los extractos nucleares fueron preincuhados durante 10 minutos o 15 minutos en

hielo junto con un "carrier" de DNA (poli dI - dC sintético, 150 a 500 ng), para
evitar la unión de proteínas no específicas a la sonda radicactiva usada.

Mg/Espermidina (20 mM) 2‘11
poli dl - dC (250 ng/ul) 2111

agua lul
"buffer" de diálisis (DB) Sul

proteínas nucleares (15 —30 ug)

Se agregó la sonda de DNAmarcada radioactivamente en un extremo y se incubó
todo durante 10 minutos en hielo.

sonda radioactlva 2 ul

(aprox. 1 ng)

Las reacciones fueron transferidas a un baño a 20°C durante 1 minuto. Se agregó
luego 1 ul de DNasa. La enzima fue diluída 1:50 de un “stock “de 2 Ing/m1 justo
antes de ser usada en un "buffer" HNB conteniendo 5 mM MgClgy 2,5 mM CaClg.

Se incubó durante 1 minuto en el baño a 20°C. La reacción se detuvo agregandole
30 ul de una solución "stop" de la DNasa I.

50 mM EDTA

0,1%SDS v/v

150 pg/ml tRNA
200ug/ml Proteinasa K

Esto se incubó durante 45 minutos a 42°C. A la mezcla de reacción se le agregó
"buffer" TE hasta completar 100 ul y se extrajo la fase acuosa con fenol. Se
precipitó el DNA con etanol y posteriormente se seearon los "pellets"". Las
muestras fueron resuspendidas con 3 ul de "leading buffer".

95%formamida deionizada
10 mM EDI A



0,25%p/v EFE-0,25%p/v Xilendanol

y fueran sometidas electroforesis en geles de polacrflnmidn 8% p/v
desnaturalizantes (urea 8 M).

2. 0 u 'oneousa s en 2.10.Mmmm
NaCl 8 g/l
KCl 0,2 g/l
NagHI>04 1.15g/1

KHQPOIL 0,2g/1

"Buffer" HB "buffer" de ham ene dónde 1er

Hepes pH 7.6 - 7.9 10 mM
KC] 15 mM

EDTA 2 mM

Saca-osa 2,4 M

Este "buffer" debe guardarse a -20°Cy antes de ser usado hay que suplementarlo
can:

DTT 0.5 mM

espermina 0,15 mM
espermidina 0,5 mM

Ycon el "Cocktail "de inhibidores de proteasas:

PMSF 0,5 mM
benzamidinn 2 mM

aprotlninn 5 ug/ml
pepstatlna 5 ug/ml
leupeptlna 5 ug/ml



sacarosa 2 M

glicerol 10%v/v

Esta solucióndebe guardarse a -20°Cy antes de ser usada suplementada con las
mismas drogas que SI-IB.

"Buffer" EEB 0.14M !"Buffer" de eludón de los núcleos).

Hepes pH 7.9 20 mM

gliceml 25%v/v
MgClg 1,5 mM
EDTA 0,25 mM
NaCl 0.14 M

antes de ser usada esta solucióndebe suplementarse con

DTT 0.5 mM

"Cocktail"de inhibidores de proteasas

7_ 7 ur I_l ' o'j_ _ MJU)". ur

Este "buffer" tiene la misma composiciónque el anterior con la salvedad que tiene
una concentracifm de NaCl 0,7 M.

.u ya u ' u

"Buffer" de diálisis.

Hepes pH 7.9 20 mM
KCl 60 mM

glicerol 20%v/v
EUI‘A 0,25 mM
EGTA 0.125 mM

Este "buffer"antes de ser usado debe canplementarse con:

DTT 1 mM

"katafl" de inhibidoresde proteasas.
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Sacaroaa 0.5 M

T113HCl pH 7,5 15 mM
KCl 60 mM

EMA pH 3 0,25 mM
EGTA pH 8 0.125 mM

Este "buffer "antes de ser usado debe ser suplemenme can

espermidjna 0.5 mM
espermina 0,15 mM
DTT 1 mM

"Cccktafl" de Inhibidcree de proteaaas.



RESULTADOS



3.1.INTRODUCCIOIL

Cuando se comenzó con este trabajo. había sido recientemente publicada la
secuencia de una region del promotor del gen de la EN humana de
aproximadamente 0,6 kb, inmediata al sitio de iniciación de la transcripción (58).

El análisis detallado de esta region, mostró la presencia de secuencias consenso
para la unión de factores de transcripción. Entre otros sitios en la posición -173 se

encuentra una secuencia necesaria para la inducción por CAMP,tanto para el gen
de la fosfoenolpiruvatocarboxiquinasa (108), comopara el gen de la somatostatina
(119), conocida como CRE, y en las posiciones -110 y -68 se encuentran dos
secuencias consenso capaces de responder tanto a CAMPcomo a ésteres de forbol,
llamadas AP-2 (32,42).

Quisimosentonces analiza: la función de estas secuencias en el promotor del gen de
la FN.

Sabíamos ademas que cultivos primarios de células de 1a granulosa de rata eran
capaces de secreta: grandes cantidades de FN(9396,97), cuya síntesis era inhibida
por tratamientos con FSH (107) y estimulada por GnRH (93). Sabíamos además que
la hormona FSH ac'oía vía PKA y la hormona GnRH vía PKC.

Por otro lado las células de la granulosa eran un sistema usado para estudiar la
regulacion de la expresion génica por ser un tipo celular con alta capacidad de
respuesta hormonal.
Consecuentemente comenzamos a estudiar la regulación de 1a expresión del gen de
la E‘I en las células de la granulosa. Quedamos saber si aquellas diferencias en 1a
biosíntesis de ENque producían los tratamientos con las hormonas FSH y GnRH se
observabana nivel del mRNA así comotambién averigua: qué mecanismos estaban
involucradosen estos tipos de regulaciones.

Cuandocomenzamos a desarrollar las hipótesis de trabajo surgió como dificultad la
obtenciónde grandes cantidades de células de la granulcsa que nos permitieran
hacer los diversos experimentos.

Hasta el momento irabajábamos con cultivosprimarios de células de la granulosa de
rata, no existían líneas celulares de granulosa capaces de responder
hormonalrnente de la misma manera que las células de un cultivo primario.



solamente existían líneas celulares de granulosa originadas por transformación
oncogénica con SV 40 y Ha-Ras (110).
Comenmmos a trabqiar con células de la granulosa bovinas. Los animales más
grandes tienen organos de mayor tamaño que los animales más pequeños, por lo
que el número de células de la granulosa que podían obtenerse de un ovario de vaca
era mucho mayor que el que podía obtenerse de un ovariode rata. Además cuanto

mayor es el tamaño de los órganos mayor es el número de veces que una célula de
ese tejido tiene que replicarse para completarlo, y esto se refleja en el número de
veces que un cultivoprimario originado de un tipo celular dado puede replicarse.

3.2.a.0btalción de la línea celular.

Para la obtención de los folículos ováricosbovinos y la preparación de las células de

la granulosa seguimos la metodología ya relatada en Materiales y Métodos.
Aproximadamente 106 células fueron sembradas en una placa de 10 cm de
diámetro. Luego de tres días de cultivo y habiendo alcanzado la confluencia, las
células fueron tripsinizadas y divididas en 2 cajas de 10 cm.
Durante tres meses las células fiieron mantenidas siempre de esta manera:
dejándolas hasta formar monocapas confluentes y luego pasándolas 1: 2. Se observó
una reducciónen el tiempo necesario para que las células alcanzasen una monocapa
confluente y se comenzó a pasarlas 1:6 o 1:10.
Ante la sospecha de que el cultivoprimario había dado origen a una línea celular,
fueron llevadosa cabouna serie de ensaya experimentales.
La supuesta línea celular fue Hamada BGC-l (linea celular de células de la

granulosa. bovina).
Las células BGC-l presentan una morfologmaltamente homogénea similar a la de
un cultivoprimario de células de la granulosa (Figura 20).



Figura 20: Tinción de Giemsa de células de la granulosa bovina. A.culüvoprimario.
B. línea celular (pasaje 60).

.2.b. aet ' dla'ea GC-l.

Can el cbjetivo de determinar el tiempo de duplicación de las células BGC-l
sembramos 105 células de la línea BGC-l en 10 cajas de 8.5 cm de diámetro
conteniendo medio DMEM:F12suplemenme con 1%v/v de NCS. A las 3, 20, 40, 60,
80 y 100 horas de la siembra, las células de dos cajas fueron trípsinizadas y
cantadas en una.cámara de Neubaucr.

Los datos obtenidos fueran graficados (figura 21) y se determinó que el tiempo de
duplicación celular de la línea BGC-l ee de 23,5 horas.
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Figura 21: Cinética del crecimiento de las células BGC-l. En los tiempos indicados,
las células fueron cosechadae por tripeinización y el número celular determinado
usando una cámara de Neubauer.

Conel fin de compraba: que las células BGC-l eran realmente una línea de células
bovinas y no el producto de una. contaminación con células de otra especie. se

llevaron a cabo estudios citológicoede las células.
En colabarációncon el DrAlfredo Vitullo se comparó el cariddpo de la línea celular

BGC-l con el cadotipo de células bovinosnormales de epitelio sublingual.

1.Ca.racterización cramoeómica realizada a través de un cariortipo estándar
(Giemsa).

2.Ba.ndeoG realizado según el método de Seabright (100).
3.Cm1p¡racl¿ndebandas G con estándar bovinode Reading (111).VengJras%y 23.
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Figura 22: Metafase de las células BGC-l en donde se observan los marcadores M,
SMI y SM2pertenecientes al grupo A.
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Figura 23: Características citológicas de la línea celular BGC-l.
Panel I= cariotipo de las células BGC-l. A. cromosomas marcadores. B. cromosomas
meta-submetacéntricos. C. cromosomas telocéntricos.

Panel II= bandeo G (digestión con tripsina) de las células BGC-l que permite la
identificación de los pares homólogos,exepto para el cromosoma M el cual
probablemente es un isocromosoma.
Panel III= identificación de tres elementos marcadores y cuatro elementos del
grupo C cornoelementos bovinospor comparación de los patrones de bandeos G con
cromosomas bovinosestándares de células del epitelio subling‘ual.

Número modal 2n=43 cromosomas.
Número fundamental NF=64(Nanúmero de brazos cromosómicos).

Frecuencia
MMS ¿9 40 41 4g L3 fl 43"
Ns¿células 1 3 4 6 47 7 5

411':células tetraploides.
Total de células analizado: 73.
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Característigg caridégicasde la poblagóncelm.
Se distingue un cariomorfo predominante de 2n=43 (NF=64) característico en el
64,4% de las células analizadas. En menor prqmrción, 9,6%, se observa un
cariomorfo de 2n=44 (NF=64)que resulta de la fisión del marcador M del cual más
adelante se hablará. Se ve también un 6,8%de células tetraploides.
La frecuencia de células 2n=42 (8,2%), si bien es semejante a la de 2n=44. no
representa un cariomorfo particular dado que el elemento faltante en los casos
estudiados es indistinto

Eórmula cromggómica.

2n=43(NF=6&) 22A+21M
2n=44(NF=64) 24A+20M

A: elementos monobranquiales (cromosomas telocentricos o subtelocéntricos).
M: elementos hiln'anquiales (cromosomas metncéniricos o suhmetacéntricos).W
No se observaron estos tipos de anormalidades que incluyen cromosomas de tipo

dicéntricos, fragmentos acéniricos, anillos.etc.

Mm
Se pueden distinguir tres grupos cromosómicos según caracteres morfológicos
(figura
Grupo A: está formado par elementos metacéntricos y submetacéntricos grandes,
son los crmnosmnas mayores del cañotipo. En 2n=43 existen 5 elementos de este
tipoy en 2n44 4 elementos.
Grupo B: está formado par elementos metacéntricos y suhmetacéntricos pequeños.
Se observan 8 pares tanto en 2n=43comoen 2n=l4.
Grupo C: está firmado pa' elementm telocéntricm y subtelocéntricos en serie
decreciente de tamaño. Se ven 11 pares en 2n=43y 12 pares en 2n=44.



Bands o Q.

Permite la identificacifm (le pares cromosómicos,no se observan elementos únicos.
excepto el marcador M. Esto implica el mantenimiento de una condición diploide
(Figura 23 ID.

Elementos maxmdores.

Grupo A:

M: es un elemento metacéntrico (centromero medial) presente como
elemento único en el cariomorfo 2n=43. No se observa en el caxiomorfo 2n=44. en

donde es reemplazado por (los elementos telocéntrieos equivalentes en longitud a
los brazos M.

SM-l: es un par submetacéntrico grande normalmente heteromfu'ficoa
consecuencia de una deleciún del cmu'to terminal del brazo largo en uno de los
elementos del pax.

SDI-2:es un par submetacéntrico grande.

Otros elementos marcadores.

a. Cmstriocifmsecundaria terminal en un elemento telocéntrieo del gnmo C.
b. Constriceiómsecundaria. en los brazos cortos de 1melemento del par B7.
e. Deleciúnterminal en un elemento del par C2.

Comparacióndel bandeoG conel estándar me:
Esta comparación permite la identificación de las siguientes similitudes entre
ambos cariotlpos (Figura 23 UI):

Granulosa bovino Bovinonormal.
M 2

SMI X

SM‘Bq 5
C1 1

C2 1

C3 7

C7 19



Derimción del cariotipo encontrado a partir del cariotipo de Bostaurusz B. indicus.

B.taurus¿indicus:. fórmula cromóscnnica: 58 A-i-XX (2n=60. NF=62).

Línea BGC-l: fórmula cromosómica: 22 A+21M (2n=43, NF=64).

El número de fusiones (f) requerido para obtener la transformación de 58 A a 22 A
es de 9.

f =M =9fusiones
4MM

58A + XX 2n=60 NF=629m“
22A+18M +XX 2n=42 NF=62

En la línea celular BGC-l se observan:

22 A + 18 M + XX + M 2ná3 NF=64

Los 22 elementos de tipo A constituyen el grupo C.
Los 18 elementos de tipo M están formados pm' los elementos del grupo B más el
par SM3.
El par XX se corresponde con el par SM2.
El marcador M diferencia al cariotipo derivado del cariotlpo observado en BGC-l.

Identidad cromosómica de la línea. celular BGC-l.

La factibilidad de derivación del carioüpo de la línea celular a partir del cariotlpo
bovino,mediante transformaciones estructurales simples (fusiones roberbsonianas)
y la identificación de elementos con patrones de bandeo G semejantes en ambos
cai-iotlpospermite acreditar el origen bovinode la línea cehilar.
Noobstante la línea BGC-l presenta ciertas peculiaridades llamativas como:
1. Altogrado de transformación estructural.
3. Caracter diploide estable.
3. Constancia de número modal.



III ¡Producciónde estradiol de la línea BGC-l.

Conel fin de determinar si la línea BGC-l era capaz de responder harmonalmente
de la misma manera que un cultivoprimario de células de la granulosa se.midió la
producción de estadiol en la línea BGC-l luego de tratamientos con FSH y
forskolina (Figura 24).

600d

400

200 

ESTRADIÜL(pg/ml)

CONTROL FSH FORSKCUNA

Figura 24: Efecto de los tratamientos de las células BGC-l can 200 ng/ml de FSH y
10 mM de farskolina sobre la síntesis de estradiol. Las células fueran tratadas can
los cmnpuestosindide durante 72 haras. La concentración de estadiol fue
determinada comose describe en Materiales y Métodos.

Observamos que los niveles de producción de estradiol aumentan en las células
tratadas con FSH o can farskolina en relación a la producción de estradiol de las
mismas células no sometidas a estos tratamientos.

Sin embargo en las células tratadas con farskolina (10 pM), este incremento es
muchomaycn'que en las céhflas tratadas con FSH (200 ng/ml). Probablemente esto
se deba a la pérdida de receptores para FSH sobre la membrana celular de las
células de la línea BGC-l. Comola farskolina es capaz de imitar la acción de FSH
pasando par alto a los receptores hormonales, el incremento en 1a producción de
estradiol con el uso de esta droga resulta mucho mayor que can FSH.
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IV) Características de adhesión a difamtes sustratos de la línea BGC-l.

Se ensayó la adhesión de las células BGCol a la laminina, el colágeno y la
fibronectina, en todos los casos a una concentración de 20 ug/ml p/v.
Se observaron las células sembradaé en las cajas en presencia o ausencia de los
diferentes sustratos y en cada caso ee analizó la adhesividad. Ver Figura 25.

Figura 25: A, Adherencia de las céhilas BGC-l a superficies cubiertas can colágeno
(20 mg/ml). Tinción con cristal violeta de las células BGC-l, fijadas a los 30 minutos
de la siembra. I. Control, células sembradas sobre plástico. II. Células sembradas
sobre plástico recubierto con colágeno. III. Se observa el límite entre las células
sembradas en ausencia y presencia de colágeno.
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Figura 25: B. Adherencia. de las células BGC-l a superficies cubiertas con colágeno y
laminina (20 ¡ng/ml). Tinción con cristal violeta de las células BGC-l, fijadas a. los
120minutos de la siembra. I. Control, células sembradas sobre plástico. II. Células
sembradas sobre plástico recubierto con colágeno.III. Se observa el límite entre las
células sembadas en ausencia y presencia de colágeno.IV. Células sembradas sobre
plástico recubiero con laminina.
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A los 30 minutos de la siembra las células ubicadas dentro del área cubierta con

colágenoaparecen fuertemente adheridas a la placa, mientras que en el resto de la
superficie recién comienzan a fijarse. en embos casos la morfología celular aún
aparece redondeada. A las 2 horas de la siembra las células ubicadas sobre la gota
del colágenoaparecen no solamente fuertemente adheridas si no que además se
observa que ya han hecho "spreading". En las regiones adyacentes al colágeno si
bien las células aparecen pegadas a la placa. su morfología aún permanece

redondeada. ‘
Cuando las células se siembran sobre laminina o fibronectina no aparecen
diferencias en la adhesión a la placa entre las zonascubiertas por los sustratos y las
zonas libre de ellos. No se muestran los resultados obtenidos sobre placas cubiertas
con fibronectlna.

Esto permite concluir que las células BGC-l se adhieren muy bien al colágeno y no
muestran características especiales frente a 1alaminina oa la fibronectlna.

Con el fin de determinar si las células BGC-l producían E‘I de tipo celular se
realizó un ensayo de Northern Blot usando mRNA total de las celulas BGC-l. La

membrana fue hihridada con una sonda específica de 1aregión EDI de 1a E‘I que es
característica de la PN de tipo celular y que se encuentra ausente en la FN de tipo
plasmática. Simultáneamente otra membrana conteniendo iguales cantidades de
RNAtotal de las mismas células fue hibridada cm una sonda de FN que reconoce

una región de 1aproteína que está presente tanto en la EN de tipo plasmática como
en la de tipo celular (Figura 26).
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Figura 26: Detección de mRNApara FNplasmática y celular en las células BGC-l por la
técnica de "Northern". A. La membrana fue hibridada con una sonda de cDNAde FN
total. Br La membrana file hibridada con una sonda específica para la region EDI. Se
usó comocontrol mRNA de la línea celular H9578T (carcinosarcoma mamario humano).

También se inmunoprecipitó la FN secretada al medio por las células BGC-1con un
antisuero de conejocontra PN, y conun acticuerpo de cabra confia la región EDI de
lal‘N. En ambos casos la inmunoprecipitación fue realizada luego de un pulso de
cuatro horas con 358metionina (Figura 27).

Figura 27: Detección de EN plasmática y EN celular en las células BGC-l por
inmunopredpitación y electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS. I.
Inmunopredpitadon conAcanti ENtotal. II. Inmunoprecipitacim conAcanti EDI.
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Tanto el ensayo de Northern como la inmunopreeipitación muestran que la línea
celular BGC-l secreta EVde tipo plasmática y de tipo celular.WWW
FIBRONECTINABOR ESIBES DE FORBOL.

3.3.a.Análisis dela síntesis de FN g la línea BGC-l bajo tratamimtos con 91'gasslim
Con el fin de analizar si los ésteres de forbol modificaban la síntesis de EN se

realizaran marcadcmes celulares can 355 meüanina de células BGC-l y de células

NH-I-3T3tratadas y no tratadas con TPA, siguiendo las tecnicas de marcación e
inmunoprecipitadón descriptas en Materiales y Métodos .
El objetivode este experimento fue el de confirmar o descartar en nuestra línea
celular el efecto activada de la síntesis de ENpar GnRH observadopar Durringtun
y Skinner en cultivos primarios de granulosa de rata (93). Se realizaron
tratamientos durante tiempos cortos (4 haras) o durante tiempos más largos (24 y
48 haras) con TPA. Ver Figura 28.
Nose observaron diferencias entre la síntesis de EN de las células BGC-l tratadas

can TPA y las células no tratadas ni durante tratamientos breves ni durante
tratamientós más largos. Se obtuvoel mismo resultado tanto con la BNsecretada al
medio de cultivocomocon la PN depositada en la matriz.
Tampoco existen diferencias en la síntesis de EN entre céhilas NIH-3T3 tratadas
con TPA y sin tratar. Esto se investigó solamente en las proteínas secretadas a1
medio de cultivo de las células NIH-3T3.
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FN-——-——>

Figura28:Efecto ¿a TPA(106M) sobre la Mmmm; de FN en las células BGC-l y
en la línea celular NIH-3T3 Se marcaron manocapas celulares con pulsos de 4 haras
de 355 metíanina. A. Electrafaresis en geles de poliacrflamida de las proteínas
totales secretadas al medio por las células BGC-l con y sin tratamientos de TPA a
los tiempos indicados. B. Electraforesis en geles de poliacrflamida del
Inmunoprecipitado de la EV secretaria al medio por las células NIH-3T3 con y sin
üatamíentos de TPAalos tiempos indicados.
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3.3.bAnáJisis de la ggresión dd gen de la FN en la línea BGC-l luego de
tratamith conTPA.

E1 resultado que habíamos obtenido marcando radioactivamente células bovinas
tratadas y no tratadas con TPA, difería de los indicados en la literatura en donde
tratamientos con la hormona GnRH aumentaba la síntesis de E‘I luego de 48 horas.
Recordemos que la hormona GnRH actúa vía PKC y la PKC es una enzima activable

por los ésteres de forbol.
Comoya se mencionó anteriormente en la región secuenciada del promotor del gen
de la FN existen dos sitios consenso para el factor de transcripción AP-2, factor
responsable de la regulación de la expresión génica por CAMPy por ésteres de
futbol (58). Se estudió el efecto del TPA sobre el mRNA de FN en las células BGC-l

y en 1a línea celular NIH 3'1‘3luego de tratamientos con TPA durante 48 horas
mediante ensayos de Northern Blot (Figma 29).

BGC-1 NIH-3T3

FN——»

GSPD——»

HgnglEfedDdelTPAammlmmvalzsdzlmRNAdefNenlascéhflasmC-IleH-SI‘S.
Insoéhflasfim'minmlndaspa'fihcrasenpresendaomnendadeTPA, hrgofimmomochadasy
mprqiaródRNAtdalEnmdamflemsanharmignlesmnüdadesdeRNAmNfimg). La
mmhamseldhidóümhénunmasmdadeglïmfiefidofl’desmdrcgmamfia’momdfin
deestandafimrhsmnfidadesdemtdalmadasencadamlle.
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No se observan diferencias entre los niveles de mRNA de FN producidos por las
células tratadas conTPAy por las células no sometidas a este tratamiento, tanto en
la linea celular BGC-l-comoen las células NIH-3T3. Can el objetivode cuantificar el
RNAtotal sembrado en cada calle, el Northern Blot fue hibridado con una sonda de

cDNA de gliceraldehído 3P deshidrogenasa. Como este gen no es regulable por
ésteres de foi-bol,los niveles de eu mensajero son un indicador de la cantidad de
RNA total sembrada en cada calle. Las cantidades de RNA total sembradas de

celulas no tratadas conTPAy de celulas tratadas son las mismas tanto para 1a línea
celular BGC-l como‘para NlH-3T3.

3.4. G ACIOND A XP IOND GND AFNPORcAMP.

3.4.a.R ón dela. resión dd en dela FN or H en un culti ' 'o

de caulas de 1agranulosa de rata.

Cuando se comenzó a estudiar la regulacion del gen de la FN por CAMPse tomó
como antecedente el trabajo ya comentado en donde Dorring'ton y Skinner
mostraban que tratamientos con FSH en un cultivo primario de células de la
granulosa de rata, provocaban una disminución en la sintesis de I‘N (93). Con el
propósito de confirmar este resultado, preparamos un cultivoprimario de células de
la granulosa de rata, y sembramos 30 cajas de cultivo de 3,5 cm de diámetro con
3,5:106células cada una. Luegode tres horas de sembradas las células el medio de
cultivofue removido, y cambiado por medio fresco. Quince cajas fueron tratadas con
200 ng /ml de FSH y 15 cajas fueron dejadas como control. A partir de este
momento, tiempo cero, se preparó RNAtotal de grupos de tres cajas a las 24, 48, 72
y 96 horas y se cuantificó el mRNA de E‘I mediante la técnica de improntas

puntiformes de Dot Blot (Figura 30). Observamos que a partir de las 24 horas de
cultivo,las células tratadas con FSH muestran menor cantidad de mRNA de FN que
las celulasno tratadas. A las 48 horas esta diferencia se incrementa notablemente,
a las 72 horas ya disminuye y a las 140 horas desaparece.
Con este experimento se confirmó la inhibición de la síntesis de FN por FSH
reportada en la literatura y se determinó que esta inhibición es consecuencia de
una disminución de los niveles de mRNA de IN.
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Figura 80: A. Dot Blot. Efecto de FSH (200 ng/ml) sobre los niveles del mRNA de EN
en un cultivoprimario de células de la granulosa de rata. Las células fueron
incubadas por 0, 24, 48, 72..y 140 horas en presencia o ausencia de 1adroga
indicada Se preparó el RNAtotal de las células a cada uno de los tiempos indicados.
Se sembraron iguales cantidades de RNAtotal en cada punto. La membrana fue

hibridizada con una sonda de ENtotal. Autorradiografia de los resultados obtenidos.

76



CONTROL
El ¡su

comingdeRNAtotal

Figura 30: B Dot Blot. Efecto de FSH (200 ng/ml) sobre los niveles del mRNA de PN
en un cultivo primario de células de la granulosa de rata. Las células fueran
incubadas por 0, 34, 48, 73, y 140 horas en presencia o ausencia de la droga
indicada Se preparó el RNAtotal de las células a cada uno de los tiempos indicados.
Se sembraron iguales cantidades de RNAtotal en cada punto. La membrana fue

hibridizada con una sonda de E‘I total. B. Las imprentas detectadas por
hibridizaciónse identificaron por la autorradiografía, se cartaan de la membrana
de nitrocelulosa y se cantaron en 3 ml de líquido de centelleo en un contador de
centelleo Beckman. Los resultados obtenidos se observan en el gráfico.

Con el fin de comprobar si la disminución en la expresión del gen de la E‘I
producida por FSH en el cultivoprimario de células de la granulosa de rata can-ría
también en nuestra línea celular BGC-l, estas células fueran tratadas con FSH
(200 ng/ml), BtgcAMP (0,5 mM) o forskolina (10 um) de acuerdo a los protocolos
descriptos en Materiales y Métodos. Las células fueron incubadas por diferentes
tiempos can las substancias mencionadas y marcadas can 358 meüonina. Todas las
inculnciones se realizaron en medio suplemenme con 1% v/v de NCS. Las
proteínas secretadas al medio fueron sometidas a electroforesis en geles de
pdiaa‘ilamida can SDS. Para medir las cpm de las bandas de PNy de otras bandas,
la autoradiografía revelada, fue colocada sobre el gel de poliacrflamida luego de
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haber sido secadoy expuesto, se cortaron las regiones de las bandas deseadas y se
contaron las cpm de estas regiones colocandolas en 2 m1 de líquido de centelleo en
un contador de Centelleo Beckman. Los resultados se encuentran en la figura 31.

A,

Forsk dbcAMP

FN

Figura ‘31:A. Efecto del FSH (200 ng/ml), la forskolina (10 mM) y el BbgcAMP
(0,5 mM) sobre 1a velocidad de biosíntesis de PN en ceelulas BGC-l. Se marcaron
monocapas celulares en los tiempos indicados con un pulso de 4 horas de 355
metionina. Electrcíoresis en geles de pohacrflamida de las proteínas totales
secretadas al medio a las 48 horas de tratamiento con las drogas indicadas. Se
sembraron iguales cantidades de proteína radioactiva en cada pocflloy solamente
se muestra 1aFN radioactiva.
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Figura 31: B Efecto del FSH (200 ng/ml), la forskolina (10 mM) y el BtgcAMP
(0,5 mM) sobre la velocidad de biosíntesis de E‘I en ceelulns BGC-l. Se marcaron
monocapas celulares en los tiempos indicados con un pulso de 4 horas de 358
metlonina. La EN fue inmunoprecipitada y sometida a electroforesis en geles con
SDS comose describe en Materiales y métodods. Las bandas fueron ubicadas por
la autcn'adiografia , ccrtadas del gel secoy contadas en 2 m1 de líquido de centelleo
en un contador de centelleo Beclunan. El "inset" muestra las relaciones entre la
radioactividad encontrada en 1abanda de PN y la radicnctlvidad de una banda no
relacionada cuya intensidad no varía significativamente con los diferentes
tratamientos.



En las células control la velocidad de síntesis de EN aumenta con el tiempo hasta
alcanzar sus niveles máximos a las 72 horas. En las células tratadas con FSH,
forskolina y BtchMP observamosuna disminución en 1a síntesis de ENrespecto de
las células control para cada uno de los tiempos. La máxima diferencia se observa a
las 48 horas del tratamiento. Además 1ahormona FSH muestra un efecto inhihitorio

menor que las drogas forskolina y BtgcAMP. Esto puede cor-relacionarse con 1a
menor producción de esti-adiol de la línea celular BGC-l tratada con FSH en
comparación a la estimulación de 1a síntesis de estradiol producida por los
tratamientos con forskolina en estas mismas células. Evidentemente el bajo efecto
de 1ahormona FSH sobre la síntesis de EN mostraría una vez más 1a pérdida de
receptores para FSH en 1alínea BGC-l.
A las 48 horas de tratamiento medimos también la radioactividad de una banda no

regulada por cAMPni por forskolina opor FSH durante las 72 horas del ensayo. En
cada caso determinamos 1arelación:

cpm PN r. 100

cpm banda no regulada
Observamos que esta relación es máxima para las células control y que disminuye
progresivamente en células tratadas con FSH, forskolina y cAMP.

3.4.0.1nnmnofluorescenciasde canina BGCl tratadas 1 no ¡LatadasconBtacfi.

Con el fin de observar si el efecto inhihitm'io del cAMP sobre la síntesis de EN se

veía reflejado en una disminución en la deposición de fibrfllas de EN en 1a matriz
extracehfla: se crecieron células tratadas y no tratadas con CAMPy luego de 48
horas de tratamiento fueron fijadas y sometidas a inmunofluorescenda con
antisuero de conejo anti PNbovina (Figura 32). Se observa una marcada disminución
en la matriz fibrilar de IN en las células tratadas con cAMP respecto de las no
tratadas.
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Figura 32: Detección de la presencia de FN total (matriz extracelular +
citoplasmática) por inmunofluórescenda indirecta en las células BGC-l tratadas y
no tratadas con BthAMP durante 24y 48 horas.

3.4.d.Dismlnución delos nizdes de mRNAde FN en células tratadas con BtgALfi.

La inhibición observada en los niveles de FN podría deberse a diferentes causas: a

la disminución de los niveles de mRNAde FN, al aumento de la degradación de FN
o a la inhibición de la traducción del mRNAde FN. Quisimos entonces analizar estas
posibilidades, para ello crecimos células BGC-l tratadas con BtgcAMP(0,5 mM), con
forskolina (1,5 105M) y células control, durante 24 y 48 horas. Preparamos el RNA

total de todas estas células y corrimos un gel de agarosa 1,5% p/v para hacer un
Northern Blot que fue hibridado con una sonda de FN y una sonda de cDNA de
gliceraldehido 3P deshidrogenasa. Para más detalles experimentales remitirse a
Materiales y Métodos (Figura 33).
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Figura 33: Efecto del BthAMP y la forskolina sobre los niveles del mRNA de EN en
las células BGC-l. Las células fueron incubadas por 24 o 48 horas en presencia o
ausencia de las drogas indicadas, cosechadas y luegofue preparado el RNAtotal de
ellas. En cada calle fueron sembradas iguales cantidades de RNAtotal (15 mg). La
membrana fue hibridizada con la sonda de FN y con la sonda de gliceraldehído
3P deshidrogenasa (G3PD)para estandarizar las cantidades de RNAtotal usadas
en cada caso.

Luego de horas de tratamientos con BtgcAMPse observa una disminución del
50%de los niveles de mRNA de EN de las células tratadas respecto de las control
mientras no se observan alteraciones en las cantidades del mRNAcorrespondiente

a la gliceraldeído 3P deshidrogenasa.
Luego de 48 horas de tratamiento con BbgCAMPo forskolina, el mRNA de FN es

prácticamente indetectable mientras que los niveles del mRNAdel gen control no
se modifican apreciablemente por el tratamiento con BtgcAMPy disminuyen un
poco en el caso de la forskolina.
En varias líneas celulares comoHT 1080,JEG 3, WI 38 y NIE-3T3, los tratamientos

con forskohna aumentan la expresión del gen de la EN (112,118). En consecuencia,
con el fin de comprobar la especificidad celular del efecto inhibitorio se realizó el

siguiente experimento control: células NIH 31‘3fueron sometidas a los tratamientos



con BthAMP durante 48 horas de acuerdo a los protocolos conocidos.Se preparó el
RNAtotal y se realizó el mismo ensayo de Northern Blot que con las células de 1a

granulosa (figura 34).

dibut
cAMP

FN——> a '

G3PD-——>. .

figura 34: Efecto del BthAMP sobre los niveles del mRNA de FN en las células
NIH-STS. Las células fueron incubadas por 48 horas en presencia o ausencia de 1a
dorga indicada, cosechadas y luego preparado el RNAtotal de ellas. En cada calle
fueron sembradas cantidades iguales de RNAtotal. La membrana fue hibridada con
1asonda de FN y con 1a senda de gliceraldehído 8P deshidrogenasa (G3PD) con el
fin de estandarizar las cantidades de RNAtotal sembradas en cada caso.

Observamos que evidentemente el tratamiento de células NIH 3T?»con BtgcAMP

provoca un aumento de los niveles del mRNA de EV como fue descripto
previamente.
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Debido a que el efecto inhibitorio se observa a tiempos largos de tratamiento con
BtgcAMP(24-48haras), quisimos determinar si el mismo dependía de 1a.síntesis de

proteínas. Con este objetivose analizó el efecto de la dclohenimida, (inhibidor de la
síntesis proteica), sobre la reducción de los niveles del mRNA de FN causada por el
BtgcAMP. '

Previamente a 1a realización de este experimento, ee determinó cuál es 1amínima
concentración de cicloheximida capaz de causar 1a máxima inhibición de la síntesis
proteica y que además permitiera una buena viabilidad celular.

Se trataran células BGC-l con 0, 2,5, 5, 10, y 15 pg/ml de cicloheximida, durante 24
horas. A1cabo de este período, el medio fue cambiado por 01:0carente de metianina
fría, suplemenme con 355 metianina, y se prosiguió a la incubación durante 4
horas. Al cabo de este tiempo se midió la incorporación de. 358 a proteínas por

precipitación con ü'iclm'mcétlcoy filtración a través de nitrocelulosa (Egira 35).
Se consideró como el 100%de síntesis proteica, al porcentaje de incorporación en
células no tratadas con ciclohezdmida.Por lo tanto el porcentaje de inhibición es:

100 - %deinoogporneiónde% metioningoon i xldeciclohaimida

%detncorporaclón deaESmefionina sin cidohaimida
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Figura.35: Detección de la mínima concentración de cicloheximida necesaria para
producir una. máxima. inhibición de la síntesis proteica en las células BGC-l. Las
células fueron tratadas durante 24 horas con lao concentraciones de cicloheximida
indicadas. Se detectó para cada concentración de cicloheximida el porcentaje de
síntesis proteica. a. partir de la precipitación con ü'iclorcncético de las proteínas
marcadas durante un pulso de 4 horas con 358metionina.

Se decidió usar entonces la concentración de delohexirnida de 5 ¡ig/ml que produce
una inhibición de la síntesis proteica del 98%y que no afecta la viabilidad de las
células BGC-l.

Con estos datos procedimoa a realizar el ensayo deseado.

Crecimos las células BGC-l en las cajas siguiendo siempre el mismo protocolo
descripto en Materiales y Métodos. Luego de las 4 horas de la siembra de las
células, el medio fue removido y se trataron 4 cajas con Bug-AMP, 4 cajas con
cicloheximida, 4 cajas con BtgcAMP + cicloheximida, y 4 cajas ee dejaron como
control. A1cabo de 48 horas se preparó el RNAtotal de todas las células, y con este
RNA cor-rimas un Northern Blot que oe hibrido con las sondas de FN y de

gliceraldehído 3P deshidrogenaaa (Figura 36).
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Figura 36: Efecto de la cicloheximida (5 ¡ig/ml) sobre la inhibición de los niveles de
mRNA de PN por BtgcAMP en las células BGC-l. Las células fueron incubadas
durante 48 horas en presencia o en ausencia de las drogas indicadas. Los mRNA de
ENy gliceraldehído 3P deshidrogenasa fueron detectados por análisis de Northern
Blot. '

El tratamiento con cicloheximida no solamente anula la inhibición de los niveles del

mRNA de EN provocada por BtgcAMP si no que además revierte el efecto del
BtgcAMP, observándose un aumento de los niveles de mRNA de FN respecto del
control. En efecto, en las células tratadas con BtgcAMPy cicloheximida se observa
una cantidad de mRNAde FN cuatro veces mayor en relación a las células control o
a las células tratadas con cicloheximida solamente. Estos resultados muestran que
el efectoinhibitoriorequiere de la síntesis de alguna proteína intermediaria que no
puede fabricarse en presencia de cicloheximida, 1a cual, o bien es inducida por
BtgcAMPo bien es una proteína que se expresa consühitivamente y que tiene una
vida media muy corta. La ausencia de síntesis de esta proteína en presencia de
cicloheximida hace que el BtgcAMPprovoque un aumento de los niveles de mRNA

de FN. Estos resultados son coincidentes con lo que se observa en la regulación
hormonal del activador tisular del plasminógeno (tPA) en cultivos primarios de
granulosa de rata. En este caso cuando las células se tratan con FSH o GnRH
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aumentan los niveles del mRNA del tPA, 20 y 12 veces respectivamente. En
presencia de cicloheximida, la estimulación por FSH se incrementa a 30 veces
mientras que la inducción por GnRH se inhibe. Este experimento indica que
mientras la inducción por FSH es independiente de la síntesis proteica, la
inducción por GnRH requiere la síntesis de alguna proteína intermediaria. La
superindueción observada con FSH más cicloheximida puede justificarse por un
aumneto de la estabilidad del mRNA o por un aumento de la velocidad de

transcripción del gen tPA (114).

3.4.11E1Btgcm no altera la estabilidad del mRNAde FN en células BGC-l.

El mecanismo que conduce a la reducción de los niveles de mRNA de PN por cAMP

podía involucrar o bien una disminución de la transcripción del gen o bien una
desestabilización del mRNA de I‘N.

Con el objetivode determinar cuál de estas dos posibilidades era la correcta hicimos
nuevamente Northern Blots usando RNAs extraídos de células tratadas o no

tratadass durante diferentes tiempos con 1 ¡ig/ml de Actinomicina D (inhibidor de
la transcripción). El diseño del experimento fue similar al utilizado por Dong y
colaboradores (115).

Las células fueron sembradas en 32 cajas a la densidad acostumbrada para los
ensayos, la mitad de las cajas fueron tratadas con BtgcAMPy la otra mitad fueron

dejadas sin tratamiento, luego de 24 horas las 32 cajas fueron tratadas con
Actinamicina D. Seguidamente se preparó el RNAtotal de las células de las cajas a
las 0, 2,5, 4,5, y 6,5 horas posteriores al agregado de Acünomicina D (Figura 37).
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Figura 37: Efecto del bloqueo de la transcripción por Actinamiclna D sobre los
niveles de mRNA de BN en células BGC-l tratadas o no tratadas con 0,5 mM
BtgcAMP. El diseño del experimento se encuentra esquematlzado debajo del
gráfico. Las flechas indican los tiempos a los que fueron detectados los niveles de
mRNAde ENpor análisis cuantitativos de Northern Blot. Las bandas de mRNA de
E‘I fueron detectadas por hibridación, ubicadas por la autoradiografia, cortadas de
la membrana de Gene Screen y contadas en 2ml de líquido de centelleo en un
contador de centelleo Beckman.

Luegode 24 haras de cultivocelular, el bloqueo de la transcripción por Actinamicina
D causa una disminución continua de los niveles del mRNA de EN. Puede estimarse

una vida media aparente de 6 haras para el mRNA de EN. En las mismas
condiciones el tratamiento con BtgcAMPno aumenta la velocidad de degradación
del mRNA de PN. Además la Actlnamicina D causa una reducción del efecto

inhibitario del BtgcAMPscbre los niveles del mRNA de FN a las 6,5 horas
Todoesto india que el BtgcAMPno afecta negativamente la estabilidad del mRNA
de IW. Cuando la transcripción es parcialmente bloqueada se atenúa el efecto



inhibitorio del CAMPsobre el mRNA de la E‘I, probablemente esto se deba a la

necesidad de síntesis continua de alguna proteína, lo cual ya se había demostrado
en el experimento con cicloheximida.

3.4.g.Transfecciones con construcciones CAT.

Para confirmar la naturaleza transcripcional de la regulacion de la síntesis de FN
por CAMPy a 1a vez determinar qué porción del promotor del gen de la IW era la
responsable de la inhibición transcripcional causada por BtgcAMP,se transfectaron

células BGC-l con 10 ug de 2 plásmidos diferentes: uno de ellos conteniendo la
región ¿IO/+69 del promotor de la FN humana seguida del gen CAT llamado
p-510/+69 E‘I-CAT,y el otro conteniendo la región 823/445 del prcmotor de la PN
humana, seguida del gen CAT, llamado p-223/+45 FN CAT. En ambcs cascs la
expresion de CAT refleja el rol de las regiones del promotor de la FN introducidas
en las construcciones sobre la expresión de esta proteína. Comocontrol fue usado el
plásmido pSVgCAT,que contiene al promotor temprano de SV40 (simian virus 40)

seguido del gen CAT. Las construcciones con las regiones del promotor de la PN
mostraron ser tan activas en la transfecciún de células BGC-l como la construcción

que contiene el promotor de SV40.En todos los casos al cabo de 5 horas de contacto
entre los cultivos celulares y el DNA, las células fueron tratadas o no con BtgcAMP

(Figura 38).
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Figura 38: Expresión transitoria de las cmstrucciones E‘LCATtransfectadas en las
células BGC-l durante diferentes tiempos en presencia o ausencia de 0,5 mM
BtgcAMP. Las células fueran transfectadas can el plásmido p-220/+45 FN-CAT
(inquierda) y con el plásmido p-510/+69 FN-CAT,por el método del fosfato de calcio.
Las bandas representan el incremento o la disminución en 1a actividad CAT
(medida como porcentaje de conversión) en las céhflas tratadas can BtgcAMP
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La actividad de CAT de células BGC-l transfectadas con el plásmidop-225/+&5FN-CAT
es estimulada por BtgcAMPtanto a las 24 como a las 48 horas del tratamiento. En
ambos casos el amnento de la expresión del gen CAT en las células tratadas es de
aproximadamente 2 veces. Esta inducción es semejante a la obtenida con
cantidades similares del plásmido en las líneas celulares HT 1080 y en ¡Im-3
(118).

La actividad de CAT de células ü'ansfectadas con la construcción p-510/+691*N-CAT

aumenta 2.5 veces por el iratamiento con BtgcAMP respecto de las células no
tratadas, pero esto se observa sólamente a las 24 horas del tratamiento. Por el
contrario a las 48 horas del tratamiento las células tratadas con BtgcAMPmuestran
una disminución del 60%en su actividad CATrespecto de las células no tratadas.
Dado que los experimentos de Northern Blot con células NIH-3T3 mostraron que el
tratamiento con BthAMP incrementa 1a cantidad de mRNA de E‘I resulta‘m
importante determinar si esta activación se correlacionaba con un aumento en la
actividad de CAT en células NIH-STS transfedndas un la (rush-¡mm p-510/+®ÏN-CAT

(Figura 39). Las células NIH-STStambién fueron transfectadas con una construccion
que contenía 1,6 kb del promotor de la FN seguidas del gen CAT .
Con todas las consirucciones vemos que 1a expresión del gen CAT aumenta con el
tratamineto con BtgoAMPaún a las 48 horas.

La region del promotor del gen de FN comprendida entre -220 y +1 presenta la
secuencia consenso del elemento CRE entre las posiciones -173/-1%(5''IGACGTCA3'),
la semencia consenso CCAATentre 452/448, la seamnda para AP-2 entre las
posiciones -110/-119 en la cadena no codificante (5'COGCCOGCC3'), las secuencias

para SP1 entre -102/-92y entre -97/-89 (5'GGGGCGGGG3'), una seguna secuencia
para AP-2 entre -68/-60 (5' TCCCCCGOG 3') y la TATA box (5'ATATAA3') entre

-25/-20.

Comose menciona en 1aintroducción en la mayoría de los genes estudiados, tanto 1a
secuencia CRE como las secuencias AP-2 median el efecto inductor de 1a

transcripción por cAMP.Por lo tanto la presencia de un sitio CRE y de dos sitios
AP-Bentre las posiciones -223/+45 explicarían el incremento en la actividad del
promotor en presencia de BtgcAMP del plásmido p-223/1-45E‘I-CATtanto en 1a
línea celular BGC-l como en la línea celular NIH STS. Dean y colaboradores (113)
ya habían demostrado esto para otras líneas celulares.
Por lo tanto, en el caso de nuestras transfeoomnes, las secuencias entre -510/-223
serían las responsables de una respuesta dual al CAMPen las células de la
granulosa BGC-l iransfectadas con el plasmido p-510/+69 FN-CAT. Este efecto



estaría caracterizado por una estimulación transitoria seguida de una inhibición de
la transcripción. Esta inhibición de la actividad CATa las 43 horas de tratamiento
estaria correlacianada con 1a disminución de los niveles del mRNA de FN que se

observa en los Northern Blot de RNAde células de la granulosa. tratadas con cAMP.

1"
Figura.39: Expresión transiente de la constmccion p-510/+69 FN CAT transfectada
en las células NIH-3T3en presencia o ausencia de BtgcAMPdurante 48 horas.

3.4.h.Unión de roteínas nucleares a1 rematar dela Fibronectina.

Con el fin de determinar si las células BGC-l tenían proteínas nucleares que
interactuaban con elementos consenso, especialmente ccmlos elementos CRE y AP-2

y con 1a región ¿IW-223, que resultó ser la responsable del efecto inhibítorio, se
hicieronensayosde "footprinüng"conDNasaIsobreelpromotorde la EN
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Figura 40: Ensayo de "footprinting" con DNasaI del promotor de FN. Se obtuvieron
dos fragmentos de DNA que cubren la región 5' flanqueante del gen de la FN
humana, uno entre las posiciones -500 y -200 (izquierda) y el otro enu'e las
posiciones -200 y +45 (centro y derecha). Los dos fragmentos fueron marcados con
32Pen un extremo e incubados en ausencia (—)opresencia(+) de extractos nucleares
de células BGC-l o de hígado de rata. Posteriormente fueron tratados con DNasaI y
se corrióuna electroforesis en geles de poliacrilamida 8%desnaturalizante comose
describe en Materiales y Métodos.

Observamoe5 regiones protegidas por proteínas de extractos nucleares de BGC-l
en el promotor de la EN:

1) 430/407
2) -386/-376

3) -275/-258

4) -176/-160 = CRE

5) -105/-89 = SP1
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Vemos que las células de la granulosa contienen grandes cantidades de CRE-Bunido
a la secuencia -176/-160. Al usar extractos de células de la granulosa tratadas con
BtgcAMPno se observan cambios en la protección de los sitios CRE en los ensayos
de DNasal.

Ninguna de las dos secuencias AP-2 detectadas en el promotor del gen de la FN
interactúan con proteínas nucleares de la granulosa ni siquiera a altas
concentraciones de extracto.

Dentro de 1aregión 510/223 se observantres regiones protegidas:

1) 430/407
2) -386/—376

3) -275/-253

La secuencia 430/407 incluye la secuencia 5' TGAOGCA3' que es una secuencia

consenso CRE que no tiene en el 6n lugar una base T (314). Esta región incluye
también al sitlo consenso 5' GNNACaaNNTGTYCT3' que es característico del sitio

de unión del receptor de glucocortlcaides (116).
Para los ensayos con DNasaI fueron usados como control extractos nucleares de

hígado de rata. Estos extractos muestran un patrón de protección diferente al
observadopara las celulas BGC-l.

Aparecen 8 regiones protegidas:

1) 430/ 407
2) -386/-376

3) -275/ 253
4) -176/164 CRE
5) -161/-147 CAAT

6) -105/-39 SP1

7) -65/-57 AP-2 en la cadena codificante

8) 47/ -30 secuencia semjan’oea SP1

Los exu'actos de hígado muestran también bandas hipersensibles en las posiciones
-179, -178y -163o sea alrededor del sitio CRE. Estas bandas nunca aparecen en los

"footprinfing" hechos con células de la granulosa.
A continuaciónse muestran los diferentes patrones de protección existentes al usar
extractos celulares de BGC-l o al usar extractos de hígado de rata. (Figura 41).
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Hgm-a.41: Regiones del promotor de FN que interactúan con las proteínas nucleares
de células BGC-l y de hígado de rata. Se observa la secuencia nucleotídica de la
región 5' flanqueante del gen de la E‘I entre las posiciones -500 y +20. El sitio de
iniciación de la tranea'ipdón está indicado cm unn flecha en la posición +1. Las
"boxes" ee encuentran dibujadns sobre las secuencias que san protegidas en el
ensayo de DNaeaI. Fueron eubrayadae las secuencias semejantes e. loa elementos
reguladores cmoddoa.
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.ïlntroducción.

El objetivo de esta tesis fue estudiar la regulacion de la expresion del gen de la
Fibronectina por FSH y GnRH y dilucidar los mecanismos moleculares involucrados.
En las primeras 0,6 kb río arriba del sitio de iniciación de la transcripción del
promotor del gen de la FN humana existen dos secuencias consenso para AP-2y una
para el CRE. AP-2 es un elemento que responde tanto a esteres de forbol como a
cAMPy el CRE es un elemento que responde a cAMP.Se buscó entonces un sistema

"in vitro" que respondicra a estas drogas.

B.Objetivos gencales.

Los cultivos primarios de células de la granulosa de rata han sido ampliamente
usados para el estudio de la regulación hormonal de la expresión genética. Por
ejemplo este sistema celular se usó para el estudio de la regulacion del gen de la
propiomelanocortlna por LH y por androstendiona (117); para la regulacion de la
expresión de la biosíntesis de 1a apolipoproteína E por cAMPy esteres de forbol
(118). Así también. cultivos primarios de granulosa humana fueron usados para
estudiar el aumento de la síntesis del mRNA de la enzima citocromo P450 de

ruptura de la cadena lateral del colesterol y la secreción de progesterona. (119).
Recientemente Pei y colaboradores (120) estudiaron también 1a regulación
transcripdmal del gen de la 0Linhibina por cAMP en cultivos primarios de
granulosa de rata. Vieron que la expresión del gen de la et inhibina aumenta por
tratamientos con FSH o forskolina en forma dependiente de la dosis de la droga. La
secuencia del promotor de 1a OLinhibina presenta varias secuencias CREG

potenciales y sitios de unión a AP-2 capaces de mediar la regulación por CAMP.En
este trabajo los autores concluyeron que un factor tipo CREB es el responsable de 1a
regulación por cAMP del gen de la 0Linhibina en las células de 1a granulosa del
ovario.

Por otro lado Dorrington y Skinner (93) demostraron en cultivosprimarios de células
de la granulosa de rata. la regulación de la síntesis de EN por GnRH v FSH.
Determinaron que la hormona CmRHmnnenínlarn'odlmmdefN entre aSy 5 veces en
relación a células no tratadas, y que la hormona FSH suprime la producción de PN a
niveles no detectables. El BtgcAMPtiene los mismos efectos que la hormona FSH.



C.Obta1ciónde la línea celular BGC-l de células de la giganulosadd mb bgli_nas.

Loscultivosprimarios de rata no son una fuente abundante de celulas y entonces se
comenzóa trabajar con células de 1agranulosa bovina que se fueron manteniendo en
cultivo.Luego de varios repiques el cultivoprimario dio origen a una línea celular de
granulosa bovina. A partir (le ese momento fue posible trabajar sin limitaciones en
la mntidad de material así comotambién repetir los experimento con un alto grado
de reproducibilidad. La línea de células de la granulosa bovina fue llamada BGC-l.
La elección de 1a especie animal de células de la granulosa se basó en que el
número de células que se pueden obtener a partir de una preparación de granulosa
bovinas y el número de repiques que se pueden hacer de un cultivo primario de
estas células es muchomayor que si partieramos de células de la granulosa de rata,
con lo cual se incrementa la probabilidad de que alguna de las células se
desdiferencie perdiendo alguno de sus controles internos originando así una línea
estable.

D.Ca.racterísücasde la Eng BGCl.

Luego de más de 160 generaciones las células BGC-l conservaban sus principales
características de células de la granulosa del ovario tales como: respuesta a FSH,
forskolina y BtgcAMP en la inducción de la esteroidogénesis, inhibición de la
síntesis de FN descripta previamente por la literatura y similitud morfológicacon
cultivosprimarios de granulosas bovinas y de rata.
Las células de la línea celular obtenida se dividen rápidamente. El tiempo de
duplicaciónes de 23,5 horas y presentan un cariotipo altamente modificado el cual
muestra varias fusiones cromosomales y deleciones que conducen a un estado
diploideque es raro de encontrar en una linea celular.
El hecho de que la línea BGC-l haya sido obtenida sin transformacion viral y que
mantenga un cariotipo diploide podría ser el motivo por el cual las células BGC-l
responden a FSH y a agentes que aumentan los niveles de cAMP intracelulares
aumentendo 1aproduccion de FN.

Normalmente los cultivos primarios de células de la granulosa bovina pueden
mantenerse durante 11 o 12 generaciones y los de rata 1 o 2 generaciones.
En 1978 Gospodarawicz y colaboradores demostraron que la adición del factor de
crecimiento de fibroblastos (EGB)y el factor de crecimiento epidérmico (EGB) al

medio de un cultivoprimario de células de la granulosa bovinaaumentan hasta 60 el



número de generaciones sin observarse cambios significativos en el cariotipo normal
de las células (126). La línea celular BGC-l se mantiene sin el agregado de ninguno
de estos factores _vel medio de cultivo puede suplementarse con cantidades muy
bajas de NGS (1%),concentración a 1acual los factores de crecimiento se encuentran
en muy pequeñas proporciones. Estas células muestran modificaciones en su
cariotipo. Se puede concluir que durante el proceso de establecimiento de 1a línea

celular se seleccionó una población estable con un genotipo alterado capaz de
expresar un fenotipo independiente de los factores de crecimiento.
Si bien existen otras líneas celulares de granulosa en todas ellas la inmortalización
celular fue llevada a cabopor transformación viral de cultivosprimarios y las lineas
resultantes perdieron 1ahabilidad de responder a FSH. Así. cultivos primarios de
células de la granulsoa de rata se transfectaron con DNA de SV40 o con DNA de
SV40más el oncogenhumano Ha-ras activado. Las células así obtenidas perdieron
la capacidad de responder a ganadotrofinas, pero luego (le tratamientos con
forskolina. toxina del cólera. o 8-Br-cAMP producían progesterona a niveles
semejantes que los cultivosprimarios. Las células transfectadas con SV40solamente
no producían progesterona. Esto sugirió que en este caso la expresión del oncogen
ras activado en las células de la granulosa juega un rol fundamental en la
persistencia de la inducción de la esteroidogenesis (110). Otra línea celular de
granulosa fue obtenida por Zilberstein y colaboradores a partir de cultivosprimarios
de granulosa de rata transformados con SV40.Esta línea celular conserva todas las
características morfolúgims criginales pero ha perdido todos los receptores para
gonadoü'ofinasasi comotambién la actividad esteroidogénioa (121).
Las células BGC-l no solamente no fueron inmortalizadas por transformación viral
si no que además retienen la respuesta hormonal y pueden producir estradiol en
ausencia del agregado exfgeno de precursores como los andrógenos. Esto último
indicaría la presencia de la enzima que cliva la cadena lateral del C21 que es tipica
de cultivosprimarios de granulosa bovinas (122). Las células de la granulosa de rata
producen estrógenos a partir de andrógenos originados en las células tecales. Las
células de la granulosa bovinas tienen la enzima C21 (17 hidroxilasa y 17-20 liasa) y
por lo tanto pueden producir sus prcpios andrógenos a partir los esteroides
presentes en las células y así finalmente originar estrógenos.



E.Rgu1_ïión hormonal dela síntesis de FN por GnRH en la línea celular BGC-l.

Las evidencias de que 1a hormona GnRH estimula 1a síntesis de FN en cultivos

primarios de granulosa de rata y la presencia de dos sitios AP-Zen las primeras 0.6
kb del promotor del gen de la ENllevaron al estudio de la regulación de este gen por
ésteres de for-bol.Si bien el mecanismo molecular de accion intracelular de la

hormona GnRH no ha sido completamente dilucidado. se sabe que la activación del
receptor de GnRH activa la vía del fosfatldil inositol difosfato (123) que termina con

la activación de la PKC por diacflglicerol. El TPA es un éster de forbol que imita la
acción del diacilglicerol.
Comono se conocían evidencias que mostrasen que la hormona GnRH tuviera accion

en las células de la granulosa bovinas (124) no se estudió 1a regulación de 1a.
expresión por la hormona si no que directamente se investigó el efecto del TPA.
No se encontraron diferencias en la síntesis y la expresión del gen de la FN entre
celulas de la granulosa bovinatratadas y no tratadas conTPA. Esto puede deberse a
diferentes razones. Por un lado, se demostró que en especies diferentes 1a

regulación de la expresión de un gen puede variar, así la hormona GnRH inhibe la
esteroidogénesis de las células de 1a granulosa en primates por un mecanismo
diferente al de 1ainhibiciónen ratas (125). En nuestro caso GnRH si bien aumenta

los niveles de síntesis de E‘I en cultivosprimarios de granulosa de rata, no lo hace
en la línea celular BGC-l, de origen bovino.
Otra posibilidad es que 1alínea celular BGC-l haya perdido la capacidad de regular
al gen de 1aENpor TPA por haberse mutado o deledonado algún gen involucrado en
esta regulación, comoconsecuencia de las múltiples fusiones cromosomales sufridas.
La PKC no solamente es estimulada por el TPA que imita al diacilglicerol, si no
también por CaH- Los niveles de Ca“ intracelular pueden ser aumentados por el
ionósforo de calcio. Experimentos que no se muestran en donde se hicieron
tratamientos con ionósforode calcio en la línea BGC-l no mostraron diferencias en

la síntesis de PN entre las células tratadas y las control.

Dorringtony Skinner habían demostrado la inhibición de 1a síntesis de FN por FSH
en cultivosprimarios de granulosa de rata (93). En nuestro trabajo. usando cultivos
primarios de granulosa de la misma especie se probó que esta inhibición de 1a



sintesis de FN observada a nivel de la secreción de proteínas es consecuencia de una
disminución en los niveles del mRNA.Tratamientos con FSH por distinta tiempos
muestran que a las 48 horas los niveles del mRNA de FN de las celulas tratadas es
mucho menor (5 veces) que el de las células control. A las 96 horas este efecto ya no

existe. El hecho de que esta inhibición ocurra a tiempos largos permitiría suponer la
presencia de alguna proteina mediadora de este efecto. La desaparición de la
inhibicióna las 96 horas del tratamiento probablemente se deba a una inactivación

de la hormona luego de tiempos tan largos de cultivo.

G.Rggu1aciónhormonal de la síntesis de FN por ESH, BtacAMP y farskolina m la
' eac ular BGC-l.

Losresultados de inhibición de la síntesis proteica se repitieron en la línea celular
BGC-l. cbservándose no solamente una disminución de FN por FSH si no también
por otras drogas que aumentan los niveles intracelulares de CAMPcmno el BtgcAMP
y la forskolina. Los niveles de inhibición de la sintesis de FN son mucho mayores con
los tratamientos con Bt3cAMP, un poco menores con forskolina y notablemente
menores con FSH.

En los cultivosprimarios de granulosa de rata la inhibición de la sintesis de FN por
FSH, a las 48 horas del tratamiento es de un 80%,mientras que en BGC-l, al mismo
tiempo, es simplemente de un 20%.Cuando se observa la produccion de estradiol de
1alínea BGC-l luego de tratamientos con FSH, esta producción es cinco veces menor
que la obtenida con tratamientos con forskolina.
La baja inhibición de la síntesis de EN por PSH, en relacion a los efectos de la
forskolina y el CAMPy los bajos niveles de producción de estradiol luego de
tratamientos con FSH de la línea BGC-l permiten suponer que la línea celular
BGC-lhava perdido una cantidad considerable de receptores de membrana para
FSH durante el proceso de su establecimiento. De todas maneras la escasa
respuesta a 1aFSH de la línea BGC-l es comparable a la observada por otros autores
en cultivosprimarios de células bovinos (126)
Los experimentos de Northern Blot muestran que la disminución de la síntesis de
FN por BtgcAMP y forskolina ocurre también a nivel del RNLAen la linea celular
BGC-l.

El efecto del cAMP no es un efecto generalizado sobre la expresión de todos los
genes de las células. En efecto. en los experimentos de Nathan sepwde disermrqm
noexiste.regfladc‘nde la expresifn del gen de la enzima glirzraldehído3 P desidrogenasa. Es



por esto que este gen es usado para cuantificar la cantidad de RNAtotal que está
presente en cada calle de los experimentos de Northern que se muestran a lo largo
de esta tesis.
Efectos similares del cAMP sobre los niveles del mRNA de H‘I se observaron en

citotrofoblastos humanos (127). Ya en 1981 Fagan y colaboradores (128) vieron que al
tranformar fibroblastos embrionarios de pollo con el virus de sarcoma de ave, el
mRNA de la FN de tipo celular disminuye a un 10% del mRNA que producen los

fibroblastos normales. Cuando transformaron los mismos fibroblastos con un
mutante del virus de sarcoma de ave, sensible a la temperatura para la
transformación, vieron que al infectar el cultivoa la temperatura permisible para el
virus _vluego transferido a la temperatura no permisible. el mRNA de la FN de tipo
celular aumenta pasado un período de 15 horas. El tiempo en que transcurren las
variaciones es idéntico al que se observa para los cambios en los mRNAs de los

procolágenos cul y (x2 pero más lento que el de los cambios en la morfología, los
niveles de (AMP y el transporte de glucosa que ocurren cuando los fibroblastos se
transforman con los mismos mutantes. El lento aumento en los niveles del mRNAde

la E‘I de tipo celular y de los procolágenos, luego de un cambio de temperatura, en
los fibroblastos infectados con los mutantes sensibles a la temperatura, es

consistente con una accion indirecta del producto de los genes del virus del sarcoma
sobre la regulacion de los genes celulares.
En estos casos se desconoce los mecanismos involucrados en la disminución de los
niveles del mRNA de EN.

El experimento de Dot Blot realizado con celulas de la granulosa de rata muestra
que recien a las 48 horas del tratamiento existe un efecto notorio del cAMPsobre el
mRNAde la BN.También en la línea BGC-l el cAMP tiene un efecto máximo a las
48 horas del tratamiento

Esto indicaba que en el efecto inhibitorio del cAMPsobre los niveles de mRNA de la
PN en las células de la granulosa podría estar involucrada alguna proteína
intermediaria.

Finalmente los experimentos con clcloheximida (inhibidor de la síntesis proteica)
mostraron que evidentemente existe una proteína mediadora del efecto. Esto se
dedujo luego de observarse que el tratamiento con dcldieximida anula el efecto
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inhibitorio del cAMPsobre el mRNA de la IN.

Sobre esta proteína podían postularse dos hipótesis, o que se requiera su síntesis
"de novo", o bien que su expresión fuera constitutiva pero que tuviera una vida
media muy carta.
En las líneas celulares JEG-3 (células de coriocarcinama), HT 1080 (linea celular de
fibrosarcana) y NIH-3T3 (fibroblastos mun'nos) Dean y colaboradcn'es (113)
observaron que la forskolina aumenta la biosíntesis de 1aFN. Vieron que en todos los

casos el efecto ocurre a nivel de la transcripción del gen.
En la línea JEG-3 la inducción es rápida y desaparece a las ü haras del
tratamiento par lo que en este caso parece ser un efecto enteramente
transcripcich que norequiere la síntesis de ningunaproteína.
Por el contrario en la línea HT 1080 la inducción requiere más de 24 horas y la
síntesis de alguna proteína mediadara del efecto.
En esta tesis se usó comocontrol de los experimentos de Northern la línea celular
NIH-3T3y se observóun incremento del mRNAde FN a las 48 haras de tratamiento
con BtgcAMP.Mmmm
ü'anscripcional.

En la inhibición del gen de la FN por cAMPde 1alínea BGC-l existen dos evidencias
que sugieren que el efecto del cAMP ocurre a nivel transcripdannl La primera
evidenciareside en que los Northerns cuantitativos de celulas tratadas y no tratadas
con Actinomicína D muestran que el CAMPno afecta el "birnover" del mRNA de FN.
La vida media del mRNA de E‘I de células tratadas can BtgcAMPy de células no
tratadas es 1amisma: apróximadamente 6 haras. Si el BtgcAMPactuase induciendo

la degradación del mRNA de FN deberíamos haber observado una pendiente más
pronunciada de 1arecta que representa la desaparición del mRNAde FN en función
del tiempo en los cultivos tratados can BtgcAMP en relación a las células control

(Hgm 37)
La segunda evidencia que muestra que el efecto del cAMP sobre la expresión del
gen de 1a EN ocurre a nivel transcripcioml, proviene de los experimentos de
transfección. En estos ensayos se ve que a las 48 haras del tratamiento con BtgcAMP

se inhibe la expresión de la canstmcdfm E‘I-CATdonde el gen CAT está bajo el
ccmtrolde la región -510/+69 del promotcn' del gen de la EV. Esta inhibición no se
detecta ni a las 24 horas del tratamiento con esta misma construcción, ni a ninguno



de los dos tiempos ensayados, 24 y 48 horas, con la construcción ¿23/45 FN/CAT.
Dean y colaboradores (113) ya habían demostrado a través de experimentos de
transcripción "in vitro" con extractos nucleares de celulas HeLa que efectivamente

la expresión de CAT de genes de fusión f'N-CATreflejan la actividad del promotor
de EN.Ellos usaron un plásmido conteniendo la región -510 seguida del gen CAT en
ensayos de transcripde de tipo "run off" y observaron una banda específica que
indica que la transcripción "in vitro" del promotor de la FN se inicia en el sitio CAP
que existe “in vivo", esta banda desaparece cuando el ensayo se lleva a cabo en
presencia de oc-amanitina(inhibidor de la polimerasa H).
Demostrarou también que luego de 36 horas de tratamiento. la forskolina.
incrementa la expresión del gen CAT cuando se transfectan células NIH-3T3 con
una construcción que contiene la región -510 del promotor de la E‘I seguida del gen
CAT.

En esta tesis nuevamente se usó comocontrol de los experimentos de transfección la
misma linea celular NH-I-ST3 previamente mencionada. En nuestro caso aún a las
48 horas del tratamiento con BtgcAMP las transfecciones con la construcción
-510/+69ENCATmuestran un incremento de la actividad del CAT en relación a las

células transfectadas con la misma construcciónpero sin tratamiento.
Esto permite afirmar que en la linea celular NIH-3T3 la región -510/Odel promotor
del gen de 1aFN esta involucrada en la inducción de la expresión del mRNA de FN
por CAMP.

J. lC defectoinhibitoriodela resi' del endelaFN.

El promotor del gen de la FN contiene una secuencia CRE entre las posiciones -173y
-166. Esta secuencia es una de las responsables de la activación transcripcional
dependiente de cAMP del gen de la E‘I tanto en las células HT 1080 como en las
células JEG 3 y posiblemente esto ocurre a través de la interacción de esta región
conun factor transcripcional perteneciente a la familia CREB/ATF.
Enüehspcnidmesñóy-waistemasegimdaseumdaqmenm3conü1hrye a la
inducción por cAMP pero que no participa en el mismo tipo de regulación en las
células HT 1080.

Este último sitio mencionado parece funcionar independientemente del CRE.
Dentro de esta región se encuentra una secuencia similar a un sitio AP-2 que esta
presente en el gen de la metalotloneína (129). en donde se demostró que media la
inducción por cAMP. Los experimentos de protección con DNasaI con extractos de
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JEG 3 muestran protección en esta región mientras que no se observa la región
protegida al hacer el ensayo con los extractos de las células HT 1080 (113).
Con extractos de ambos tipos celulares los autores observaron múltiples complejos
CRE-proteínas. Varios de los complejos formados con los diferentes extractos tienen
movilidades electroforéticas diferentes. No se conoce el significado biológicode estas
diferencias. Cuandoincubaron las células con forskolina antes de las preparaciones
de los extractos no se alteraron los complejos formados en ninguno de los tipos
celulares. Esto indicaría que las fosforilaciones dependientes de cAMPno alteran 1a
afinidad del CREBcon el CRE. Se sugirió entonces que 1a interacción del CREE con
otro factor de transcripción sería importante y que la forskolina actuar-ía mediando
esa interacción (113).

En los ensayos con DNAsa I de. esta tesis se observa que las células BGC-l contienen

cantidades significativas de CREB,y este factor nuclear protege la secuencia entre
las bases -176 y -169 del promotor del gen de 1a FN. Sin embargo los resultados
sugieren que el efecto inhibitorio de la transcripción del gen de la FN estaría
determinado por secuencias distintas del CRE. Esto se deduce a partir de los
ensayos de transfección sobre los cuales se discutió previamente.
La pregunta sería cual es la razón por la cual la inhibición de la transcripción de la
FN endógena ya se observa a las 24 horas del tratamiento con BtgcAMPmientras en
las transfecciones con 1aconstrucción -510/+69 E‘I CAT se observa activación a las 24
horas e inhibición recién a las 48 horas.

Si bien la razón de este efecto dual no está clara, una explicación posible sería que
es necesarioun cierto tlempo para que el DNAtransfectado adquiriera el estado de
cromatinización o el grado de metflación propio del promotor endógeno, y recién
entonces este DNA exógeno podría comportarse de 1a misma manera que el
endógeno.
De cualquier manera la secuencia entre las posiciones -510 y 223 seria la
responsable de mediar la inhibición de 1atranscripción por cAMP.
Kurten y Richards (130) estudiaron la expresión de los mRNAs de la enzima
citocromoP450 que cliva la cadena lateral del colesterol (P450scc) y de 1a subunidad
de tipo H de la proteína quinasa dependiente de cAMP(RIlb), en cultivosprimarios
de granulosa de rata. Observaron que 1a forskolina estimula 1a producción de cAMP
y que consecuentemente se acumula el rnRNAdel gen Rflb y se induce el mRNA del
gen P450666.Cuando ensayan tratamientos con Actinomicina D y con 0:.amanitina se
inhibe la expresion de los mRNAs de ambos genes.
Uno de los posibles caminos que intervienen en esta regulación involucraría 1a



actividad del CRE. Para analizar esta posibilidad transfectaron células de la

granulosa de rata con un DNAque contenía 169 pares de bases del promotor del gen
OLG(subunidad 0:. de las hormonas glicoproteicas humanas), que incluía los

elementos CRE y TATA seguidas del gen CAT, y observaron que la forskolina
inducía la expresión de este gen. Cuandotransfectaron con un plásmido carente del
CRE no vieron expresión de CAT, y además experimentos con cicloheximida no
bloqueaban la actividad de la forskolina. Los autores propusieron que uno de los
mecanismos por el cual la forskolina estimula la expresión del p-169 a CAT en las

células de la granulosa involucraría la fosforilacián del factor nuclear CREB.

Este trabajo permitió concluir que las células de la granulosa poseen toda la
maquinaria transcripcional necesaria para 1a estimulación de la expresión genetica
mediada por el elmento CRE, y en estas células el CRE actuaría como un
"enhancer" inducible por forskolina. Los resultados expuestos en esta tesis
muestran que en el caso de la FN, este rol estaría enmascarado por otras secuencias
presentes en supromotor.
Por otro lado Kanei-Issii e Ishii investigaron el rol del CRE en 1a transcripción de
genes eucarióticos(131). Hicieron esto en varias líneas celulares transfectadas con
construcciones que contenían el gen CAT"pegado a tres promotores diferentes,
simian virus (SV) 40. c-Ha-ras-l humano y b actina de pollo. todos ellos con o sin la
secuencia CRE. Vieron que el CRE tiene actividad de "enhancer" inducible
solamente cuando se encuentra unido al promotor de SV 40 y en unas pocas líneas
celulares como PC 12.

Acopladoal promotor del c-Ha-ras-l humano. el CRE funciona como un "enhancer"
constitutivo en todas las líneas celulares examinadas. En cambio acoplado a1
promotor de la fiactina de pollo el CRE solamente muestra actividad de "enhancer"
constitutivo en las céhilas KB ,HeLa y A431. Finalmente los autores postularon que
existen diferentes tipos de actividad "enhancer" del CRE que dependen de otras
secuencias del promotor en el cual se encuentran y de las lineas celulares. Estas
diferencias podrían deberse a que el CRE puede interaccionar con diferentes
factores en trans provocandoen cada casoun efecto particular sdxe la transcripción
génica. Postularcmtambién que el CRE podria conferirle a los promotores 1m efecto
dual o bien de "enhancer" constitutivo o bien de "enhancer" inducible por cAMP,
pero ellos nunca observaron un efecto inhibitorio como el observado aquí en las

células de 1agranulosa.
En esta tesis puede observarse también la naturalem dual del cAMP sobre el
promotm'de la EN en las células de 1a granulosa. En los experimentos de Northern
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luego de tratamientos con cicloheximida (Fig 36) se observa que cuando esta droga
bloquea la síntesis de la FN se elimina la inhibición dependiente de la secuencia
510/4223 y se pone en evidencia 1aestimulación de la transcripcion dependiente de
la. secuencia CRE.

Los ensayos de protección con DNAsaI con extractos nucleares de BGC-l o de hígado
de rata permiten observar tres secuencias diferentes dentro de la región -510/-223
que unen proteinas nucleares.Las secuencias protegidas son: 430/407 1a cual
incluye al heptámero 5‘ TGACGCA 3' que es una secuencia que difiere del CRE

solamente por la ausencia de una T en el sexto lugar: 386/376 que incluye una
CCAATbox: y la secuencia -275/-253 de homologm no conocida.
Aún no se determinó el rol de estas secuencias como mediadoras de 1a inhibición de

1a transcripción del gen de 1aFN mediada por CAMP.
Recientemente Bowlus y colaboradores (132) postularon la existencia de tres

secuencias CRE funcionales en la región 5' flanqueante del gen de la FN humana
ubicadas en las posiciones -170. 42760y 415 .Vieron que si bien los tres CRE son

capaces de responder a CAMPsolamente el CRE de -17Oes capaz de estimular 1a

expresión basal del gen. además este CRE es el de mayor afinidad. Los autores
trabajaron transfectando células HT 1080 con construcciones que contenían el
promotor de la timidina quinasa y río arriba de este promotor fueron colocando los
diferentes CRE, con cada uno de ellos hicieron dos construcciones, una en donde el

CRE estaba inmediato al promotor y la otra en donde el CRE estaba alejado del
mismo. Vieron que cuando el CRE de -170 es alejado del sitio de iniciación de la
transcripción se elimina la actividad basal del mismo pero se conserva su
inducibilidad por forskolina. Dedujeron entonces que la expresión basal del gen
requiere la proximidad de la secuencia CRE como también que la capacidad para
estimular la expresión basal y la inducibilidad por forskolina son dos propiedades
diferentes del CRE.

En el caso de los CRE de 4360y 415 cuando son alejados del sitio de iniciación de la
transcripción disminuye la capacidad de inducibilidad por forskolina y en ningima
ubicaciónsan capaces de tener actividad basal.
El CRE de -170 contiene un palíndrome perfecto de 10 pares de bases
5' CTGACGTCAG3', mientras que los CRE de 4360y 415 muestran solamente la
secuencia 5TGAC 3' que se corresponde con la mitad del sitio de unión del CRE
consenso.

El CRE de -260 se corresponde con un sitio de unión llamado PEA-2 que esta
presente en el "enhancer" del virus polioma donde se sugiere que tiene dos



funciones posibles, una la de represor y 1a otra 1a de inhibidor de la función del
"enhancer" en donde está incluído por mutaciones en su secuencia (133-138). Sin
embaergo en este trabajo los autores no observaron que el CRE de -260 tuviera un
efecto negativo sobre el gen de la EN.

¿Qué ocurre con los CRE de -260 y 415 en la regulación de 1a expresión del gen de
la ENen las células de la granulosa?
Cuando se hicieron los ensayos de proteccion con DNAsaI con los extractos nucleares

de BGC-l se observaron tres regiones protegidas entre las posiciones -510/-223. Dos
de estas tres regiones incluyen a1 CRE de -260y al CRE de 415 respectivamente.
La primera es la secuencia -275/-253 y la otra la secuencia 430/407. Como se
discutiópreviamente la secuencia CRE puede tener una funcion dual en relación al
cAMP, o bien como "enhancer" basal o bien como “enhancer” inducible. En fimcion

de esto podemos decir que los CRE de -260 y 415 también podrían cumplir una
función dual en relación al cAMPsegún sea el tipo celular en que se exprese el gen
de la FN.Así en en las células de la granulosa tendrían uno de ellos o ambos CRE un
rol inhibitorio de 1a expresión del gen de la FN y en las células HT 1080 función
estimulatoria.

Más aún ,si consideramos que el CRE de -260ya fue cai-relacionado con 1a secuencia
PEA2 del "enhancer" del virus de polioma y que este sitio podría cumplir funciones
de represor, resultaría interesante investigar si el CRE de -260 es el responsable
del efecto inhibitorio de la transcripción del gen de la PN en las células BGC-l a
través de una actividad represora.
Foulkesy colaboradores encontraron (44) que a la secuencia CRE puede unirse a un
factor nuclear conocido como CREM (¿modulador del CREB) capaz de bloquear la
induccióntranscripde del CREB.El CREMtiene un PM de 29 kD y suprimiría 1a
actividad del CREBobien por dimerización con el CREBa traves de la formación de
complejos inactivos transcripcionalmente. o bien ocupando secuencias CRE y así
evitando 1aformación del complejo activador CRE-CREB.
En nuestro caso, un modelo posible podría incluir un factor semejante al CREM, el
cual actuaría sobre los CRE de -260 o 415, pero no sobre el CRE de -170. Si un
"CREM"se uniera al CRE de -170. la inhibición por CAMPen las celulas BGC-l no
ocurriría solamente al transfectar con 1a construcción completa -510/+45 FN CAT si
no también al transfectar con 1aconstrucción menor -223/+69 PN CAT.

En las células de la granulosa podría enstlr un factor semejante al CREM que no
estuviera presente en otras lineas celulares comoNIH-3T3, HT 1080 oJEG 3.
Si el CRE de -260 es semejante al sitio PEA 2 del “enhancer” del virus polioma ya
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postulado comorepresor, su rol inhibitorio podría estar mediado por la unión de un
factor de tipo CREM, capaz de bloquear la transcripcion del gen de la FN en las
células de la granulosa.

Kfiignificado biologi''co del ¿acto inhibitorio dd cALIPsobre la gpresión dd gen
de la FN en las células de la gganulosa.

Hung y colaboradores observaron que durante el desarrollo del folículo ováricoy el
estado de maduración del ovocitovarían los niveles de IN presentes en el fluido
folicular humano. Ellos sugirieron que la FN no está involucrada solamente en la
regulacion autocrina del crecimiento y la diferenciación de las células de la
granulosa si no que también participa en el control del arresto meiótlco que estas
células ejercen sobre el ovocito.Demostraron también que el péptldo GRGDS que
está presente en el sitio de adhesión celular a 1a ENbloquea el efecto estimulatorio
que ejerce la hormona GnRH sobre la meiosis. Concluyeron que la ENjunto con las

gonadotrofinas y otros factores del ovariocontrolan la meiosis del ovocito(139-141).
Los folículos,durante las primeras etapas de maduración, cuando aún no son muy
activosen la síntesis de progesterona, producen más cantidad de FNque cuando son
muy esteroldogénicos. La produccion de esta proteína es una característica de los
folículostempranos (142).

No está claramente definido el rol de la E‘I que producen las granulosas durante el
desarrollo de los folículostempranos.
La FN con sus dominios de union al colágeno. la heparina. el heparán sulfato y la
superficie celular, es un componente importante de las membranas basales de
diferentes tejidos. Así, la EN esta presente en la membrana basal que separa las
células de la granulosa de las tecales dentro de los folículos ováricos. Cuando estos
folículosse preparan para la ovulaciónaumentan considerablemente su diámetro y
por lo tanto necesitan sintetizar varios componentes de la matriz extracelular (EN
entre otros) con el fin de mantener esta membrana basal, la cual no solamente
apoya la capa de células de la granulosa si no que además actúa como barrera
semipermeable entre las granulosas y las tecales . Esta sería 1a razon de 1amayor
producción de E‘I de los folículos tempranos en relación a los tardíos, así como
también la justificación de 1a estimulación de la síntesis de PN por la hormona
GnRH en cultivos primarios de células de la granulosa de rata. Durante ese
momento del desarrollo celular sería necesario incrementar la produccion de EN
necesaria para el crecimiento del folículoy entonces 1a hormona GnRH participaría



en la estimulación de esta proteína. En la línea celular BGC-l no se induce la
síntesis de FN por GnRH .Esto podría deberse a las razones ya mencionadas en el
punto E. Podemos suponer también. que si el pasje de cultivo primario a Línea

celular se produjo en un momento de la diferenciación celular en que las granulosas
ya no se identificaban con aquellas de los folículostempranos, si no de los tardías,
las celulas originadas, BGC-l, conservaran las características de este estadío en el
cual ya no existe una alta producción de H‘I asociada a la hormona GnRH como en

las granulosas de los folículos tempranos. Lo expuesto anteriormente justifica la
actividad de la hormona GnRH en relación a la EN en las células de la granulosa,
pero cuál es el significado biológicodel efecto inhibitorio de la hormona FSH sobre
esta proteína observado tanto en los cultivosprimarios de la granulosa como en las
células BGC-l. Dijimos que cuando las células de la granulosa tienen alta actividad
esteroidogénica son componentes de foliculos maduros que ya han alcanzado su
tamaño definitivo y por lo tanto no necesitarían producir EN para fabricar más
membrana basal. Durante este período es cuando la hormona FSH tiene mayor
actividad sobre estas células y cuando toda la maquinaria celular está trabajando en
la prodmzción de los estrógenos. Así las células de la granulosa controlarían su
actividad celular regulando negativamente la síntesis de algunas proteínas de
secreción mayoritarias. comopor ejemplo la FN.

. ama dd mecanismo oshilado ara la inhibición de la síntesis de FN ar
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RNApol II
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1-Apartir de un cultivo primario de células de la granulosa bovinas se obtuvouna
línea celular que fue llamada BGC-l, y que es la primer línea de células de la.
granulosa obtenida sin transfm‘mación viral.

2-Las características de la línea celular BGC-1son las siguientes:
1. Mantiene las características morfológicas de las células de 1a

granulosa normales.
2. Tiene un tiempo de duplicación celular de 23,5 horas.
3. Tiene un cariotipo diploide estable de 21143, derivado del cariotipo

bovinonormal.

4. Mantiene la capacidad de responder a tratamientos con la hormona
FSH produciendo estradiol sin el agregado precursores exógenoscomoandrógenos.

5. Tienen adherencia preferencial al colágeno

3-Mientras en los cultivos primarios de granulosa de rata tratamientos con la
hormona GnRH incrementan la producción de EN, en la línea BGC-l no se observan
alteraciones en 1asíntesis y/o expresión de este gen por TPA o Ca“.

4-La hormona FSH disminuye la síntesis del mRNA de FN en cultivos primarios de
granulosade rata a partir de las 24 horas del tratamiento.

5-La hormona FSH, el BtgcAMPy la forskolina inhiben la secreción de la FN y los

niveles de su mRNAen la línea celular BGC-l, observándose el efecto máximo a las
48 horas del tratamiento.

G-El efecto del BtgcAMP sobre la expresión del gen de la E‘I ocurre a nivel
transcripcional y no es consecuencia de la alteración de la estabilidad del mRNA de
la proteína.

7-El efecto inhibitorio del BtgcAMP depende de la síntesis de un intermediario
proteico que puede ser inducido o fosforflado por el cAMP.

8-La región del promotor del gen de la FN ubicada entre las posiciones -510y 223
es la responsable de la inhibición transcripcional del gen por BtgcAMPen la línea
BGC-l.
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9-La proteína intermediaria inducida por el BtgcAMP suprime la activación
transcripcional, del"gen de la E‘I, dependiente de la secuencia CRE (poside -170),
que se observa en otras líneas celulares estudiadas.

10-La regulación par BtgcAMPdel gen de la E‘I en las células de la granulosa, es
uno de los pocos ejemplos en donde el CAMPactúa inhibiendo y no estimulando la
transa'ipdón génica.
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W
página o; Figura 3, CCCCAGGC;corresponde a la secuencia consenso para AP-2
y ATTTGCAT;corresponde a la secuencia consenso para OCT-2.

página 29: "estrógenos y progesteronas"; corresponde, "estrógenos y
progesterona".
página 36: "foliculosprenatales“; corresponde, "folículospreantrales".
página 40: no es correcto "5 mg de dexametasona"; corresponde, "5 mg de
estrógeno sintético".
página 42: "forskolina.....10 mM"; corresponde, "forskolina....10 11M".

página 64: "elementos monobranquiales"; corresponde, "elementos
monobraquiales“.
página 66: "grupo B .....SM3";corresponde "grupo B....SM2' y "XX.....SM2";

corresponde, "XX....SM1".
página 67: Figura 24, '10 mM de Iorskolina“; corresponde, “10 pM de
torskolina"

página 66: Figura 25, "colágeno (20 mg/ml)"; corresponde, "colágeno (20
ug/ml).

pagina 69: Figura 25, "laminina (20 mg/ml)"; corresponde, "laminina (20
¡lg/ml)".

página 74: Figura 29, "RNAtotal (15 mg)",-corresponde, "RNAtotal (15 pg)".
página 77: "Iorslcolina (10 pm)"; corresponde, "forskolina (10 pM)".
página 76: "Iorskolina (10 mM)"; corresponde, 'Iorskolina (10 pM)".
página 79: "forskolina (10 mM)"; corresponde, "forskolina (10 pM)".
página 62: "RNAtotal (15 mg)"; corresponde, "RNAtotal (15 pg)".

página 97: "aumentendo"; corresponde, "disminuyendo".
página 105: "p- 169 a CAT";corresponde, "p- 169 0LCAT"y "b actina";
corresponde "[3actina".

página 116:no figuran las citas 74, y '75,que se encuentran bajo la
numeración: cita 74 se corresponde con la primera de las dos citas que
figuran como 64, y la cita 75 con la seguna de las dos citas que figuran como
85.
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