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Homenajes

Reconocimiento a la trayectoria institucional del IBYME

Relato histérico del Instituto de Biologia
y Medicina Experimental

p Eduardo Charreau

El IBYME nace en un momento de incomprension e
intolerancia en la vida politico-cientifica argentina.

E1 16 de octubre de 1943, poco antes de mediodia, la
radio anunci6 que el gobierno habia resuelto dejar ce-
santes a los profesores universitarios y demads firmantes
de un manifiesto publicado en los diarios del dia ante-
rior, en el que se expresaban anhelos de democracia
efectiva y solidaridad americana. Pero también es cierto
que el IBYME surgi6 del altruismo y la buena voluntad
de gente comprometida con la Argentina.

Alrededor de las tres de la tarde del 18 de octubre, el
Profesor Bernardo A. Houssay recibi6 la visita de dos ca-
balleros que ofrecieron ayuda pecuniaria para que ély
su equipo prosiguieran con entera libertad las investi-
gaciones desinteresadas, en vista de que el equipo de in-
vestigaciones habia quedado privado de trabajo. Creian
de esta forma servir al pais.

La proposicion fue formulada por el Dr. Miguel F. Lap-
hitzondo y el Sr. Pablo F. Perlender en su nombre y en el
del Sr. Fernando Capdevielle y el Ing. Carlos Sauberan,
todos ellos en memoria de Juan Bautista Sauberan.

Casi simultaneamente, Houssay y sus colaboradores
recibieron numerosos ofrecimientos, para ocupar cate-
dras o posiciones en Uruguay, Chile, Brasil y los Estados
Unidos, pero aunque eran tentadores prefirieron la pro-
posicion de nuestros compatriotas porque creyeron que
era su deber seguir luchando en el pais, por su adelanto
cientifico y la formacion de investigadores, obra a la
cual habian consagrado sus vidas a pesar de constantes
dificultades. Testimonio elocuente de ello es la carta
que el Dr Houssay le dirige desde Washington a un
amigo: “...Nos quieren hacer quedar y hasta ofrecen
traer todo el personal de Buenos Aires, si quiero... Los
recursos son amplios, la gente amable, avida para apren-
der, llena de interés cientifico. Pero no olvido que mi
vida estd consagrada a cosas casi imposibles, muchas de
las cuales y otras inesperadas han ido llegando. Quiero
dedicarme al desarrollo cientifico del pais donde naci,
me formé, tengo amigos, nacieron mis hijos, luché,
aprendi, ensené, etc.”.

Esta extraordinaria fidelidad y compromiso con la Ar-
gentina se hace mas admirable si se contempla desde la
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optica de las circunstancias del momento, la tension, an-
gustia e incertidumbre sobre el futuro, en el cual peli-
graba la tranquilidad personal y familiar.

Dr. Bernardo A. Houssay
Director: 1944-1970

Fue precisamente en esos dias de conflictos que Hous-
say redacto ese tipo de “credo” ampliamente divulgado,
en el que expresaba sus convicciones con firmeza.
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El sueno de Houssay de fundar un Instituto privado de
investigacion, que no existia en el continente, dedicado
al estudio de los problemas fundamentales de la medi-
cinay biologia, comenzaba a hacerse realidad y asi se re-
feria a ese proyecto: “Este Instituto es una de las iniciati-
vas mas importantes realizadas en el pais para establecer
un centro de investigaciones cientificas de caracter pri-
vado e independiente de recursos del gobierno...” y
agregaba: “estamos convencidos que este Instituto debe
tener vida permanente para lo cual deberan hallarse re-
cursos y asignarle un personal competente y consagrado”.

La primera gran dificultad fue encontrar un lugar
adecuado para su establecimiento y les correspondi6 a
los Dres. Braun Menéndez y Foglia esa tarea preliminar.

Si bien las circunstancias eran favorables para adqui-
rir o alquilar una vivienda con las comodidades que se
requerian, ya que muchas familias estaban deseosas de
reducir sus espaciosas mansiones, tan pronto como se en-
teraban del posible destino del inmueble, la negociacion
terminaba. Laboratorio era para la época sinénimo de
explosion, y bioterio, ratas y perros, por consiguiente rui-
dos y olores.

Segun contara el Dr. Foglia, quien mas sufri6 la an-
siedad provocada por este forzoso periodo de espera fue
la esposa de Houssay, dona Maria Angélica Catan, que
vela a su esposo abatido por no poder continuar con su
trabajo experimental y les suplic6 que encontraran ur-
gente un lugar para laboratorio como tinica alternativa
terapéutica.

Finalmente, lo tan anhelado se concreté en una ca-
sona de Costa Rica 4185. El garaje situado en la esquina
y separado de la casa por un jardin cubierto de arbustos
y arboles se transform6 en bioterio central. En el piso su-
perior nacieron tres laboratorios; en el central el come-
dor se transformo en biblioteca y sala de lectura y hubo
espacio suficiente para otros tres laboratorios y dos es-
critorios. En el s6tano, la cocina fue laboratorio de his-
tologia y lamentablemente la bodega, bioterio secun-
dario.

Rapidamente comenzaron a recibirse donaciones de
profesores universitarios, ciudadanos, empresarios, Fun-
daciones y Laboratorios Farmacéuticos con amplia ge-
nerosidad. Con los fondos adquiridos se compraron
equipamiento, instrumentos y reactivos. La biblioteca se
inici6 con los libros y publicaciones de los fundadores
que vieron rapidamente completarse con donaciones re-
alizadas por los fisi6logos Cannon, Evans, Fulton y Wig-
geers quienes junto a otros organizaron en Estados Uni-
dos el Committee on the Houssay Journal Fund, con el que
se pagaron suscripciones de 18 revistas por cinco anosy
se adquirieron numerosos libros.

El trabajo mayor se habia completado y el Instituto de
Biologia y Medicina Experimental comenzaba a funcio-
nar regular y oficialmente el 14 de marzo de 1944, s6lo
cuatro meses después de haber decidido su creacion; in-
tegrado inicialmente por los doctores Bernardo A. Hous-
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say, Juan T. Lewis, Oscar Orias, Eduardo Braun Menén-
dez y Virgilio G. Foglia luego se incorporaron Carlos
Martinez, Roberto Pinto, José G. Sara, E. Moisset de Es-
panés y Dora Potick.

Miembros del IBYME en 1945
Con guardapolvo blanco, de izquierda a derecha:
1ra. fila: E. Braun Menéndez, O. Orias, B.A. Houssay,
J.T. Lewis; 2da. fila: G. Sara, C. Martinez, R. M. Pinto,
V. G. Foglia; 3ra. fila: A. Bernardez

Muchas personas del pais y del extranjero pidieron
trabajar en el Instituto, pero sélo fue posible aceptar con-
tados casos, debido fundamentalmente a limitaciones de
espacio, situaciéon que aun hoy persiste. No obstante
ello, una brillante generacion de cientificos argentinos
y extranjeros participaron del establecimiento del
IBYME y de su progreso: E. Chiodi, S. Gitter, M. R. Co-
vian, C. Cardini, A. Paladini, R. Caputto, M. Burgos, C.
T. Rietti, R. Gerchman, R. R. Rodriguez, E. De Robertis,
R. Mancini, P. Bazerque, H. Prieto Diaz, J. M. Afani, E.
Porta, E. Urgoit, J. C. Penhos, A. di Pietro, E. Ashkar, A.
O. Donoso, F. Stefano, M. Barontini, G. Waserman, H.
Hartmann, E. M. Krieger, E. Marusic, R. O. Scout, UIfS.
von Euler, y otros.

Nuestro especial agradecimiento a todos ellos.

En 1946 el edificio es comprado por Mauricio Braun
Menéndez y un comité de ayuda coordinado por Joa-
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Premio Nobel de Fisiologia y Medicina, 1947

quin de Anchorena, Pedro Balina, Marcelino Herrera
Vegas y Jorge M. Bullrich obtiene numerosos fondos
para financiar las actividades.

Seguramente el ano 1947 dejé marcas imborrables
en aquellos que trabajaban en el Instituto.

Permitanme suponer que la vida transcurria quiza en
ritmo provinciano, siguiendo una placida rutina diaria,
cuando repentinamente ocurri6 el sobresalto de una
noticia fantastica. Houssay habia sido distinguido con el
premio Nobel de Fisiologia por sus contribuciones al co-
nocimiento de la influencia de la hip6fisis en el meta-
bolismo de los hidratos de carbono. La prensa de la
época dio escasa divulgacion a esta noticia y por curio-
sidad quise informarme c6mo habia sido registrado en
las memorias del IBYME este acontecimiento, que no
s6lo era una distincion sobresaliente como tributo a su
carrera cientifica sino que también constituia un honor
para la Argentina, que por primera vez en su historia ob-
tenia tan importante premio en Ciencias.

Con enorme sorpresa transcribo la tinica mencién
que se refiere a tal acontecimiento: “Los miembros del
Instituto han recibido distinciones significativas entre las
que figuran el Premio Nobel de Fisiologia y Medicina de
1947 acordado al Dr. Bernardo A. Houssay”.

El 23 de septiembre de 1949, el Superior Gobierno
Nacional por decreto 23.551, reconoce a nuestro Insti-
tuto como Fundacion con persona juridica de existen-
cia posible que tiene por principal objetivo el bien co-
mun. La medida tiene efecto retroactivo al 14 de marzo
de 1944, dia de la creacion original. El primer triunvi-
rato directivo estuvo integrado por Bernardo Houssay,
Eduardo Braun Menéndez y Virgilio Foglia.

Hasta 1955 el personal cientifico técnico y auxiliar
fue subvencionado con fondos privados, pero a partir de

Medalla

entonces y en forma progresiva, los fondos fueron apor-
tados por la Universidad de Buenos Aires que lo reco-
noce en 1959 como Instituto de Investigaciones de su
competencia al designar al Dr Bernardo A. Houssay
Profesor de Investigaciones en Fisiologia, dependiente
primeramente del Rectorado y posteriormente en 1973
de la Facultad de Medicina. En este ano, establece aso-
ciaciones legales con el CONICET del que depende casi
totalmente desde hace 38 anos.

Sede, en Vuelta de Obligado 2490, 1959

Las necesidades de espacio fueron apremiantes y el
local no result6 suficiente para el crecimiento de la
Institucion. En 1959, el Ministerio de Asistencia Social
y Salud Publica proporcioné un edificio mas amplio en
la calle Vuelta de Obligado 2490 y gracias a un subsidio
del Gobierno Nacional e innumerables donaciones pri-
vadas se logr6 terminar de arreglar las instalaciones. Alli
funcionamos desde entonces.
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Dr. Virgilio Foglia
Director: 1971-1993

El 16 de enero de ese ano, (dia en que cumplia 56
anos) el Profesor Eduardo Braun Menéndez perdia la
vida en un tragico accidente de aviacion. Hombre emi-
nente de ciencia cuyo nombre quedo vinculado para
siempre a adelantos importantes de la Fisiologia y Me-
dicina experimental, fue uno de los puntales de este Ins-
tituto y era uno de los hombres mads brillantes y pro-
gresistas de nuestra Universidad, cuyos problemas y
orientaciones conocia como pocosy por cuyo adelanto
bregé incesante e infatigablemente. Su posicion en el
colegiado Directivo fue ocupada por Luis F. Leloir.

Dr. Luis Federico Leloir
Director: 1970-1971

Acta Bioquim Clin Latinoam 2011; 45 (4): 599-719

Houssay continu6 en la direccion del Instituto hasta
aproximadamente un ano antes de su fallecimiento en
1971, convencido de que los cientificos tienen patria y
por ella deben trabajar. Desarroll6 investigacion cien-
tifica donde no existia, probando la falsedad de los
prejuicios que declaraban la imposibilidad de investigar
donde las dificultades econémicas parecian insupera-
bles. Durante ese ano, ocuparon la direccién interina
Luis Federico Leloir y Virgilio Foglia, quien asume la di-
reccion efectiva el 22 de septiembre de 1971. El 15 de
enero de 1973, la doctora Julia V. M. Uranga es incor-
porada al triunvirato directivo.

La década del ochenta encontré nuevamente al Ins-
tituto limitado en espacios y presionado por una gene-
racion de jovenes que crecian, acompanando al cono-
cimiento del siglo. Fue entonces cuando el CONICET
y la cooperacion efectiva de un nuevo comité de Ayuda
coordinado por el Dr. Jorge Blaquier, por entonces in-
vestigador de Instituto y artifice de lo logrado, y la inva-
lorable colaboracion de los senores Federico Amadeo,
Fredy Cameo, Sergio Enaudi, Mario Pineiro, Oscar Puig-
gros y Mario Vazquez, hicieron posible la ampliacion
edilicia inaugurada en 1983.

No sélo los avatares politicos influyeron en Ia histo-
ria del IBYME. Una madrugada de enero de 1985, la
fuerza incontenible del agua, como consecuencia de un
temporal, arras6 con instalaciones, equipamiento y pro-
tocolos de gran parte del IBYME.

Motivados por la adversidad y herederos de un pa-
sado de esfuerzos, los miembros del Instituto recons-
truyeron lo danado y continuaron trabajando con el en-
tusiasmo de siempre quizd aunque en forma
inconsciente para que sea verdad el postulado de los
fundadores “La mejor manera de convencer a los demads
es predicar con el ejemplo”.

Nuevo edificio del IBYME
inaugurado en 1983



Un laboratorio del subsuelo del edificio nuevo luego
de la inundacién de 1985

El fallecimiento del Dr. Luis Federico Leloir en 1987
y el crecimiento del Instituto, ocasionaron la necesidad
de aumentar el nimero de miembros de la Comision
Administradora. Esto trajo como resultado la presenta-
cion ante la Direccion General de Personas Juridicas, de
una Reforma de Estatutos. Desde entonces y mientras
se resolvia dicho pedido, colaboraron con la adminis-
tracién juntamente con el Dr. Virgilio Foglia y la Dra. Ju-
lia Uranga, los Dres. Alberto Baldi, Jorge Blaquier, Ri-
cardo Calandra, Eduardo Charreau, Alejandro De
Nicola, Enrique Segura, Alicia Roldan, Enrique del Cas-
tillo y Marta Tesone.

Dr. Eduardo H. Charreau
Director: 1993-2002 / 2008-2010
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Dr. Alejandro F. De Nicola
Director: 2002-2008

El 7 de agosto de 1991 Eduardo Charreau es desig-
nado por los doctores Foglia y Uranga para integrar la
terna administradora, ocupando el lugar dejado por el
doctor Leloir. A la renuncia de la Dra. Julia Uranga en
1992, el Dr. Alejandro F. De Nicola completa el cole-
giado.

El 15 de julio de 1993 falleci6 el Dr. Virgilio G. Foglia.
Con su desaparicion, la ciencia argentina perdia a uno
de sus firmes propulsores durante mas de medio siglo
y al iltimo miembro fundador del Instituto de Biologia
y Medicina Experimental. Su caracter amable, su entu-
siasmo, su incansable dedicacién al trabajo (concurrié
al Instituto hasta el ultimo dia previo a su desaparicion
desarrollando la actividad diaria con su habitual dina-
mismo), le valieron el aprecio de todos los que acom-
panamos su gestion. Con su partida se cierra un capitulo
brillante de la Ciencia Argentina.

Eduardo Charreau asume la posicion de presidente
de la Fundacion Instituto de Biologia y Medicina Ex-
perimental y de Director ante el CONICET del Instituto
de Biologia y Medicina Experimental de doble depen-
dencia Fundacién IBYME-CONICET. El Dr. Alejandro
F. De Nicola ejerce la vice-Direccién y el Dr. Alberto
Baldi se incorpora como miembro permanente del Co-
legiado Directivo, incorporandose como miembros tran-
sitorios los Dres. José Lino Baranao, Damasia Becu y

Juan Carlos Calvo, posiciones previstas en la modifica-
cion estatutaria aprobada el 4 de septiembre de 1992.

La posibilidad de favorecer la participacion institu-
cionalizada del sector cientifico tecnolégico en el aseso-
ramiento al sector productivo de bienes y servicios, sean
publicos o privados, en la seleccion y adaptacion de tec-
nologias disponibles y en la transferencia de los resulta-
dos de la investigacion, propulso la solicitud para la apro-
bacion de la Fundacion Instituto de Biologia y Medicina
Experimental como Unidad de Vinculacién Tecnolégica

Acta Bioquim Clin Latinoam 2011; 45 (4): 599-719
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(UVT), otorgada por la resolucion 314 del 12 de junio de
1993, de la entonces Secretaria de Ciencia, Tecnologia e
Innovacién Productiva. Fue la primer UVT registrada al
amparo de la ley de Transferencia de Tecnologia.

En la subsecuente renovacion de autoridades que
tuvo lugar el 20 de diciembre de1996 los Dres. Juan Car-
los Calvo, Carlos Libertun y Ricardo Calandra fueron
electos como vocales.

En virtud de la designacién del Dr. Eduardo Charreau
en el cargo de Presidente del Directorio del CONICET
(decreto N° 255/2002 del 8 de febrero de 2002), pasé a
desempenarse como presidente interino de la Funda-
cion y vice-director a cargo del Instituto el Dr. Alejandro
F. De Nicola, acompanado por los Dres. Alberto Baldi,
Juan Carlos Calvo, Claudia Lanari y Damasia Becu.

Dra. Damasia Becl
Directora: Desde 2010

En las elecciones de fines de 2004 la Dra. Patricia
Cuasnicu reemplazé al Dr. Juan Carlos Calvo y en 2006
Victoria Lux reemplaza a Claudia Lanari, en 2008 Juan
Carlos Calvo sustituye a la Dra. Victoria Lux.

Con motivo de la finalizacion de la designacion de
Presidente del CONICET, el 8 de abril de 2008 el Dr.
Eduardo H. Charreau reasume la direcciéon del Insti-
tuto y el Dr. De Nicola la vicedireccion.

Con el alejamiento del Dr. Eduardo Charreau de la di-
reccion del IBYME, el CONICET junto con la fundacién
IBYME, mediante concurso, designa a la Dra. Damasia
Becu Directora por el término de cuatro anos, quien
elige al Dr. Gabriel Rabinovich como vice- Director. El
Dr. Charreau reasume como Presidente de la Fundacion
Instituto de Biologia y Medicina Experimental.

Asimismo, en el mes de diciembre de 2010 una nueva
eleccion define la constitucion del Colegiado Directivo
de la Fundacion IBYME de la siguiente manera:
Eduardo H. Charreau como Presidente, Alejandro F. De
Nicola como secretario, Alberto Baldi como tesorero y
los doctores Juan Carlos Calvo, Victoria Lux-Lantos y
Gabriel Rabinovich como vocales. Este mismo cuerpo
actiia como Consejo Directivo del Instituto de Biologia
y Medicina Experimental dirigido por la Dra. Damasia
Becu.

Es también la hora del recuerdo y del halago para los
que custodiaron el esfuerzo de los que hoy son honra-
dos. Es por ello que deseamos hacer nuestro sincero ho-
menaje a Francisco Gémez, celoso custodio del patri-
monio material del IBYME desde 1946 a 1980, a Josefina
Yanguas, que no so6lo fue la mas eficiente administra-
dora de la Fundacion desde 1946 a 1992, sino que tam-
bién nuestra constante consejera, amiga leal y generosa.
A nuestra querida Zulema Rinaldo quien fuera desde
1949 hasta el 2005 el alma de la biblioteca y la mas efi-
ciente secretaria administrativa de la Sociedad Argen-
tina de Biologia, con sede en el IBYME.

El IBYME creci6 en espiritu y en obras, de aquel pe-
queno grupo que le dio origen, mads de tres centenares
usufructuamos hoy su obray al cumplir 67 afnos con la
ciencia, corona su trayectoria con alrededor de 3000 pu-
blicaciones de alcance internacional, 6000 presenta-

Miembros del IBYME

Acta Bioquim Clin Latinoam 2011; 45 (4): 599-719
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Nuevos laboratorios 2011

ciones orales de sus trabajos cientificos y varias centenas
de tesis doctorales. Testimonio elocuente de la calidad
de entrenamiento desarrollado, es el nimero de pro-
fesores que, formados en el IBYME fueron simiente de
conocimientos en otros lugares del pais y del extranjero,
sumado a ello, el reconocimiento internacional que
nuestra Institucion tiene como centro de excelencia.
En la actualidad 82 investigadores de carrera, 97 be-
carios, 36 técnicos, 45 pasantes, 27 consultores y admi-
nistrativos y 15 auxiliares de servicios, componen el
plantel de trabajo. Cuarenta y siete miembros del
IBYME realizan docencia de grado y postgrado en Uni-

versidades Argentinas, ocupando 17 de ellos las posi-
ciones académicas mas destacadas de nuestro sistema
universitario.

El incremento de los recursos humanos del IBYME,
sin duda debido a una agresiva politica nacional al res-
pecto, lo han llevado a una nueva crisis de infraes-
tructura. Asi, con la colaboracién publico-privada en-
tre el CONICET y las Fundaciones Sales, Bunge y Born,
IBYME, Cherny y aportes desinteresados de particula-
res como los del empresario Jorge Ferioli, y las senoras
Silvia de Ostri, Raquel Oddone de Ostri, Patricia y
Emilse Ostri y Maria Elvira Varela, se ha logrado edificar
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Nueva Biblioteca 2011
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alrededor de 2500 metros cuadrados cubiertos de areas
destinadas a nuevos laboratorios, biblioteca y servicios,
permitiendo repatriar a 8 investigadores y lograr la ex-
pansién natural interna de otros tantos grupos que
crearan unidades de investigaciéon independientes.

Los fines del Instituto pueden agruparse en cuatro
categorias:

1) investigaciones basicas y aplicadas en fisiologia,
bioquimica y biologia molecular;

2) entrenamiento de estudiantes y becarios pre y
posdoctorales;

3) realizacion de cursos de nivel de pre y posgrado;y

4) desarrollos biotecnol6gicos y transferencia de tec-
nologias.

Histéricamente, los principales descubrimientos fue-
ron en el campo de la Fisiologia y la Endocrinologia. Las
areas actuales incluyen Neurociencias, Biologia de la Re-
produccién, Oncologia Experimental e Inmunologia.
Los resultados se publican en revistas de jerarquia in-
ternacional, que demuestran el nivel de excelencia al-
canzado por los distintos grupos de investigacion de esta
Institucion.

El Instituto de Biologia y Medicina Experimental
cuenta en la actualidad con 21 grupos de investiga-
cion independientes cuyos objetivos e integrantes
son:

LABORATORIO DE ESTEROIDES

Director del laboratorio:

Ricardo Saul Calandra

Integrantes: Silvia Gonzalez-Calvar, Ménica Frungieri,
Susana Rulli, Betina Gonzalez, Maria Matzkin, Laura
Ratner, Soledad Rossi, Guillermina Stevens

El grupo de investigacion estudia los fenémenos
reproductivos a nivel fisiopatolégico, que permitiran
esclarecer los mecanismos bioquimicos y moleculares
involucrados en las interacciones entre los factores
endogenos intratesticulares, impulsando el desarrollo
de nuevos protocolos enfocados a la optimizacion de
la actividad reproductiva en especies fotoperiodicas
de relevancia ganadera (ej.: oveja, cabra).

Por otro lado, los resultados obtenidos en estudios
realizados en muestras humanas permitiran desarrollar
nuevos enfoques en el tratamiento de patologias que
involucran los cuadros denominados como Infertilidad
Idiopatica Masculina.

La disponibilidad de un modelo de ratones trans-
génicos que sobreexpresa hCG permitird estudiar los
mecanismos que conducen a una alteracién del eje hi-
potalamo-hipoéfiso-gonadal y al desarrollo de tumores
gonadales.
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En cuanto a transferencia del conocimiento, cabe
destacar que los integrantes de este Laboratorio par-
ticipan activamente en el dictado de Cursos de pre y
post-grado (UBA, Universidad Austral, etc) y en la di-
reccién de una Maestria en Fisiopatologia Endocrina
(Facultad de Ciencias Biomédicas, Universidad Austral,
Acreditada por CONEAU).

LABORATORIO DE MECANISMOS
MOLECULARES DE LA FERTILIZACION

Director del laboratorio:

Patricia S. Cuasnicu

Integrantes: Débora Cohen, Maria Agustina Battis-
tone, Juan Ernesto, Mariana Weigel-Munoz, Claudio
Augusto Curia, Vanina Da Ros

Nuestros estudios permitiran una mayor compren-
sién del proceso por el cual un espermatozoide inte-
ractia con el ovocito brindando informacién esencial
tanto para el desarrollo de nuevas técnicas de regula-
cion de la fertilidad como para el diagnéstico y trata-
miento de los problemas de infertilidad humana.

LABORATORIO DE FISIOLOGIA OVARICA

Directora del laboratorio

Marta Tesone

Integrantes: Fernanda Parborell, Griselda Irusta, Dal-
hia Abramovich, Fatima Hernandez, Leopoldina Scotti,
Diana Bas

En los altimos anos la angiogénesis ha sido estu-
diada con intensidad, ya que estd involucrada en con-
diciones patolégicas como el cancer y en enfermeda-
des reproductivas como ser la Poliquistosis Ovarica
(PCOS) y el Sindrome de Hiperestimulaciéon Ovdrica
(OHSS). El esclarecimiento de este proceso sin duda
redundara en el tratamiento de estas enfermedades al
explorar nuevas estrategias terapéuticas.

LABORATORIO DE ENDOCRINOLOGIA
MOLECULAR

Director del laboratorio:

Eduardo Charreau

Integrantes: Liliana Dain, Violeta Chiauzzi, Cecilia Fer-
nandez, Ianina Ferder, Melisa Taboas, Ana Rosa De La
Camara

En las altimas décadas los paises desarrollados han
experimentado un proceso de transiciéon epidemiolo-
gica, caracterizado por el creciente control de la desnu-



tricién y las enfermedades infectocontagiosas y el incre-
mento relativo de las afecciones cronico- degenerativas.
Aunque el mundo subdesarrollado atin se enfrenta a las
llamadas enfermedades de la pobreza, en ciertas nacio-
nes las enfermedades cronicas y los trastornos genéticos
comienzan a ser un problema de salud publica. En Ar-
gentina, donde la mortalidad infantil (MI) es de 13,3 por
mil, los defectos congénitos constituyen su segunda
causa, explicando el 25,1% de la MI total.

Los defectos congénitos incluyen a las alteraciones
morfolégicas (malformaciones congénitas) y/o funcio-
nales presentes en la infancia o en etapas posteriores de
la vida y causados por eventos que preceden al naci-
miento, heredados o adquiridos durante la vida prenatal.
Los defectos congénitos que pueden identificarse al na-
cimiento son generalmente las malformaciones y tienen
una prevalencia de aproximadamente 3%. Sin embargo,
debido al diagnostico de impedimentos fisiologicos y
mentales de aparicion mas tardia, la prevalencia de estos
defectos asciende al 8% a los 5 anos de edad. Por otra
parte, ciertas afecciones congénitas se manifiestan en la
edad adulta, incluyendo tanto enfermedades genéticas de
baja frecuencia, como enfermedades comunes de origen
multifactorial (enfermedades cardiovasculares y neuro-
degenerativas, cancer, etc.), responsables de la mayor
parte de la morbimortalidad actual.

El gran desarrollo tecnologico de los dltimos anos ha
permitido llevar a cabo diversos estudios moleculares de
enfermedades genéticas gracias a los cuales se han podido
identificar muchos genes involucrados en la etiopatologia
de varios desérdenes de origen exclusivamente genético,
asi como proponer genes asociados a enfermedades de
origen parcialmente genético o multifactorial.

Por otra parte, investigaciones epidemiolégicas han
sugerido que los diferentes tipos de defectos congénitos
y las frecuencias con que los mismos se presentan, varian
entre poblaciones segun la distribucion geografica y el
origen étnico de las mismas. De manera similar, los es-
tudios moleculares han demostrado que las variantes alé-
licas supuestamente relacionadas con genes de predis-
posicion pueden ser diferentes seguin el acervo genético
de las poblaciones. Estas observaciones han conducido a
la necesidad de realizar estudios genéticos-moleculares
para cada poblacion en particular con el propésito de de-
terminar los factores de riesgo que se asocian con estas
patologias.

En muestro laboratorio proponemos estudiar genes
implicados en la etiologia de enfermedades de origen
monogénico y multifactorial en nuestra poblacién. Se en-
foca el estudio en dos enfermedades relacionadas con el
sistema reproductivo y endocrino: la deficiencia de 21-hi-
droxilasa y la falla ovarica prematura (FOP). La defi-
ciencia de 21-hidroxilasa es la enfermedad autosémica re-
cesiva de mayor incidencia. Por su parte, dentro de las
enfermedades de origen multifactorial, la FOP afecta al
1% de las mujeres en edad fértil. Los estudios com-
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prenden la identificacion de variantes asociadas a estas
enfermedades, asi como estudios de las consecuencias
fisiopatologicas de los genes implicados en ellas.

LABORATORIO DE INMUNOLOGIA DE LA
REPRODUCCION

Directora del laboratorio:

Rosa Inés Baranao

Integrantes: Gabriela Meresman, Mariela Bilotas, Ana-
lia Ricci, Carla Olivares, Juan Ignacio Baston

La endometriosis se define como la presencia de te-
jido endometrial fuera de la cavidad uterina. Esta en-
fermedad afecta a un 10-15 % de mujeres en edad re-
productiva. Los dos sintomas mads comunes de la
endometriosis son el dolor y la infertilidad que se ma-
nifiesta como dispareunia, dismenorrea o dolor abdo-
minal crénico. Este dolor puede ser tan intenso que
afecte la calidad de vida de la mujer, desde sus rela-
ciones hasta sus actividades diarias. Por otra parte, al-
rededor de un 30 a 40% de las mujeres con endome-
triosis son infértiles, por lo cual es una de las tres
principales causas de infertilidad femenina.

Nuestros estudios tienen como objetivo la evalua-
cion del efecto in vitro e in vivo de nuevas alternativas te-
rapéuticas para tratar esta patologia con el fin de hallar
tratamientos mas simples, con medicamentos que ac-
tien en forma mas directa sobre los implantes, que in-
hiban los mecanismos involucrados en el desarrollo de
la enfermedad, y que potencialmente sean mas eficaces
en su accion de erradicar las lesiones endometriésicas.

En nuestro modelo murino evaluamos también la re-
lacion entre endometriosis e infertilidad y hemos co-
menzado el estudio de los posibles mecanismos invo-
lucrados en la tolerancia inmunolégica hacia los
implantes de tejido endometrial ectépico que se pro-
duciria durante el establecimiento de la endometriosis.

LABORATORIO DE ENDOCRINOLOGIA
MOLECULAR Y TRANSDUCCION DE SENALES

Director del laboratorio:

Omar P. Pignataro

Integrantes: Carolina Mondillo, Marcos Besio Moreno,
Romina Pagotto, Casandra Monzén

REGULACIC')N,DE LA FUNCION
ESTEROIDOGENICA EN TESTICULO Y
GLANDULA ADRENAL

Las hormonas adenohipofisarias LH (luteinizante)
y ACTH (adrenocorticotrofina) son los factores trofi-
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cos principales de la esteroidogénesis testicular y adre-
nal, respectivamente.

Sin embargo, debido a que en ambos 6rganos hay di-
ferentes poblaciones celulares, éstas secretan factores
que son capaces de regular las acciones mencionadas.

Nuestro grupo de trabajo ha demostrado que los sis-
temas 6xido nitrico sintasa/6xido nitrico (NOS/NO)
y hemo oxigenasa/monoxido de carbono (HO/CO),
y la histamina (HA) modulan los efectos de las hor-
monas adenohipofisarias mencionadas, en ambos sis-
temas.

Tanto en testiculo como en la corteza suprarrenal,
los factores descriptos pueden actuar a través de dis-
tintos (o similares) mecanismos de transduccién para
activar o inhibir la sintesis de esteroides, a nivel del ca-
mino esteroidogénico y/o en la expresion de la pro-
teina StAR, regulatoria en el transporte de colesterol
a la mitocondria. Ademas de la conocida participa-
cion del AMPc en la transduccion de la senal de ambas
hormonas hipofisarias, otros segundos mensajeros pue-
den estar involucrados en la respuesta bioléogica final.

Sin duda, la existencia de interacciones celulares lo-
cales capaces de modular las acciones de LH y ACTH,
provee un eficiente mecanismo de regulacion de las
funciones testicular y adrenal, evitando la generacion
de respuestas de tipo todo o nada y permitiendo a las
glandulas responder en forma fina y ajustada a los dis-
tintos estimulos, sean éstos fisiologicos o patologicos.
Asi, el objetivo general del proyecto es el estudio de la
regulacion de la esteroidogénesis en testiculo y glan-
dula adrenal por factores producidos localmente: HA,
NO y CO, la interrelacion entre los mismos y los me-
canismos moleculares involucrados. Asimismo, se eva-
lia la posible participacion de dichos factores como
moduladores de la proliferacion y/o diferenciacion de
las células esteroidogénicas,

Los resultados obtenidos permitiran lograr una me-
jor comprensién de los procesos relacionados con la
fertilidad humana y con la producciéon de hormonas
esenciales para la vida.

LABORATORIO DE ESTUDIOS DE LA
INTERACCION CELULAR EN REPRODUCCION
Y CANCER

Directora del laboratorio:

Mboénica H. Vazquez-Levin

Integrantes: Clara Marin-Briggiler, Maria Laura Ma-
tos, Lara Lapyckyi, Marina Rosso, Maria Matilde Ar-
zondo, Nadia Edelsztein, Maria José Besso

El grupo de investigacion estudia las bases molecu-

lares de los mecanismos involucrados en la adhesion
celular, asi como los eventos que se desencadenan
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como resultado de las interacciones célula-célula en
procesos fisiol6gicos y patologicos.

Nuestro interés actualmente se centra en el estudio
de miembros de la familia de cadherinas cldsicas y mo-
léculas relacionadas, utilizando gametas de diversas
especies (humano, murino y bovino), asi como en li-
neas celulares establecidas, en muestras de tejidos no
tumorales y tumorales de diversos origenes y mas re-
cientemente en células stem de origen embrionario.
Para nuestros estudios utilizamos estrategias celulares,
bioquimicas, moleculares y estudios funcionales y co-
laboramos con referentes nacionales e internacionales
de trayectoria en los temas de estudio.

Los hallazgos de nuestros estudios podran contri-
buir a comprender las bases moleculares de procesos
tan importantes como lo son la fecundacion y la pro-
gresion tumoral. Esperamos, asimismo, con nuestros
estudios contribuir a mejorar el diagnoéstico de la in-
fertilidad y de la patologia del cancer y, eventualmente,
proponer alternativas para su tratamiento.

LABORATORIO DE BIOTECNOLOGIA
ANIMAL Y FISIOLOGIA DE LA GLANDULA
MAMARIA

Director del laboratorio:

Leonardo Bussmann

Integrantes: Inés Bussmann, Ursula Bussmann, Juan
Manuel Perez Saez.

PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS EN LA
RESISTENCIA A LA MASTITIS

La mastitis es la inflamacion de la glindula mama-
ria producida predominantemente por la infeccion
bacteriana a través del conducto del pezén. La masti-
tis bovina es una de las enfermedades de mayor im-
pacto econémico para la actividad lechera. La glan-
dula mamaria responde a las infecciones con
mecanismos especificos y no especificos. Los meca-
nismos no especificos constituyen la forma de defensa
en los estadios tempranos de la infeccion e involucran,
entre otros, a péptidos y proteinas como la lactoferrina
(LF) y las defensinas. La digestion de LF genera dis-
tintos péptidos, como por ejemplo la lactoferricina
(LFcin), siendo algunos de ellos atin mas eficientes
que la molécula original contra patégenos mamarios.
El objetivo de esta linea de investigacion es lograr
nuevos enfoques de diagnoéstico, prevencion y trata-
miento de la mastitis bovina a través del uso de molé-
culas con accién antimicrobiana como LF y LFcin,
aunque no de manera excluyente. La expresion re-
combinante de analogos de LFcin en la glandula ma-
maria como forma de obtener leche diferenciada con



accion antibiética local y como alimento funcional
aparece como un logro de gran atractivo tanto cienti-
fico como tecnolégico. Dado que el péptido tendra
mayor actividad desde su secrecion en la glandula ma-
maria, los potenciales animales transgénicos que ex-
presen este péptido seran altamente resistentes a la
mastitis, disminuyendo la utilizacion de antibi6ticos en
los tambos y brindando los consecuentes beneficios
para la salud humana y el medioambiente. Por otro
lado, dadas las caracteristicas extraordinarias de los
péptidos derivados de la LF en cuanto a sus propie-
dades nutracéuticas, esta leche sera altamente benefi-
ciosa para el consumidor, modulando el sistema in-
mune, colaborando con la prevencién del desarrollo
de tumores y combatiendo infecciones en el tracto di-
gestivo.

DESARROLLO DE METODOS PARA LA
GENERACION DE GALLINAS TRANSGENICAS
COMO BIORREACTORES

La produccion de animales transgénicos que ex-
presen proteinas terapéuticas permite la produccion de
moléculas de interés por medios a largo plazo mas
econémicos que la obtenciéon por métodos tradicio-
nales (expresion en lineas celulares/bacterias). A su
vez, en numerosos casos la molécula de interés produ-
cida en animales transgénicos es mejor y mds apta, o
muchas veces es la tinica opcion de obtener las modi-
ficaciones post-transduccionales necesarias. Actual-
mente se han podido obtener en nuestro pais vacas que
expresan proteinas terapéuticas en su glandula ma-
maria; sin embargo, el uso de vacas, ovejas o cabras para
tales fines resulta en un proceso costoso que exige una
alta inversion en tiempo y en dinero para poder con-
seguir un significativo plantel productor de la molécula
de interés. Frente a esta dificultad, las aves transgéni-
cas se presentan como una alternativa muy atractiva,
pues poseen una serie de grandes ventajas que las con-
vierten en excelentes posibles biorreactores para la in-
dustria farmacéutica. El impacto de la realizacion del
proyecto global de esta linea de investigacion serd de
gran importancia, ya que permitira desarrollar a nivel
nacional una tecnologia que redundara en beneficios
econ6émicos y sanitarios, permitiendo la generacion
de un sistema Unico de produccién de proteinas re-
combinantes de valor farmacéutico que poseera gran-
des ventajas, incluso frente a los existentes actualmente
en el mundo. Para lograr estos objetivos globales, en el
laboratorio se trabaja también en una linea de investi-
gacion que se centra en el andlisis de promotores te-
jido-especifico y desarrollo de vectores y sistemas de cul-
tivos destinados a la generacion de gallinas transgénicas
como biorreactores.
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LABORATORIO DE BIOTECNOLOGIA
DE LA REPRODUCCION ANIMAL Y DE LA
REGULACION HORMONAL DEL TRACTO

REPRODUCTIVO FEMENINO

Director del laboratorio:

José Lino S. Baranao

A cargo:

Patricia Saragtieta

Integrantes: Griselda Vallejo, Ana Mestre-Citrinovit,
Adrian Sestelo, Alejandro J. Lagreca, Inti Tarifa

Nuestro laboratorio trata de comprender los meca-
nismos celulares y moleculares de acciéon de las hor-
monas ovaricas, estradiol y progesterona sobre la pro-
liferacion y diferenciacion celular El endometrio
experimenta procesos ciclicos de proliferacion, dife-
renciacion y muerte celular regulados por las hormo-
nas ovaricas. Nuestro proyecto se centra en el estudio
de los mecanismos de regulacién de la expresion gé-
nica durante la proliferacion y diferenciacion induci-
das por progesterona y estradiol. En nuestro labora-
torio hemos demostrado la participacion de
progesterona en la proliferacion de células de endo-
metrio mediante la activacion transitoria de Erk y Akt
por la interaccion del receptor de progesteronay es-
tradiol, hemos encontrado que progesterona a tiempos
cortos de estimulaciéon down-regula la expresion de
Factores de Transcripcion e inhibidores del ciclo ce-
lular por lo que proponemos que el efecto proliferativo
de progesterona se produce por la inhibicién de estos
represores de ciclo celular y de la accion de los facto-
res de transcripcion y/o sus genes blancos. Asimismo,
proponemos la especificidad tisular para dicho meca-
nismo por lo que caracterizaremos la expresion génica
tipo celular especifica inducida por la activacion de cas-
cadas de senalizacion citoplasmaticas dependiente de
progestinas en células endometriales humanas y las
compararemos con resultados previamente obtenidos
en células de cancer de mama humanas T47D. Por otra
parte, en nuestro laboratorio hemos caracterizado la
expresion génica asociada a la transdiferenciacion de-
cidual in vitroy en este proyecto nos proponemos ca-
racterizar la diferenciacion y reprogramacion de célu-
las estromales a células deciduales que tiene lugar
fisiologicamente bajo el efecto de estrégenos y pro-
gesterona. Estos estudios proveeran nuevo conoci-
miento acerca de los mecanismos por los cuales la
progesterona actia en la fisiologia de las células en-
dometriales y permitiran un nuevo abordaje para la fi-
siopatologia de varias enfermedades ginecolégicas aso-
ciadas con proliferacién endometrial anormal, entre
ellas el cancer y la hiperplasia endometrial.
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LABORATORIO DE QUIMICA DE
PROTEOGLICANOS Y MATRIZ
EXTRACELULAR

Director del laboratorio:

Juan Carlos Calvo

Integrantes: Lucrecia Pineiro De Calvo, Valeria Ca-
reaga, Virginia Pistone Creydt, Marina Romanato, Va-
nina Julianelli, Melisa Celeste Sanchez, Amelia Julieta
Tesone, Barbara Ferrando, Sabrina Fletcher, Paula
Sacca

En nuestro laboratorio comenzamos estudiando los
componentes de la matriz extracelular, en particular
los glicosaminoglicanos (acido hialurénico, condroitin
sulfato, dermatan sulfato, heparan sulfato y heparina)
como moléculas aisladas o en el contexto de la matriz
extracelular. Esta experiencia la plasmamos ahora en
dos proyectos de investigacion que tienen a estos com-
puestos como nexo: 1- el estudio de la descondensa-
cion de la cromatina del nucleo espermaticoy, 2- el pa-
pel de la matriz extracelular y el entorno celular en la
aparicion, progresion y metastasis tumoral.

DESCONDENSACIQN DE LA CROMATINA DEL
NUCLEO ESPERMATICO

En este proyecto analizamos las etapas y compo-
nentes involucrados en el proceso que ocurre una vez
que el espermatozoide penetra hacia el interior del
ovocito. Para que la cromatina quede en situacion
apta para su utilizacién en la formacion de prontcleo
y posterior singamia, hace falta la reduccion de puen-
tes disulfuro de las protaminas por GSH y la disocia-
cién de las mismas con reemplazo por histonas. En
nuestro laboratorio, en modelo humano, encontra-
mos que el heparan sulfato es la molécula responsable
de esto ultimo. Actualmente estamos estudiando el
metabolismo de este glicosaminoglicano en el foliculo
en diversos estadios de desarrollo.

EFECTO DEL ENTORNO CELULAR SOBRE EL
DESARROLLO TUMORAL

En dos modelos de cancer, mamario y prostatico, es-
tudiamos el papel del tejido adiposo como principal
exponente del estroma en el caso de la glandula ma-
maria y como tejido periprostdtico en el caso de la
prostata. El primer modelo permite estudiar la inte-
raccion bidireccional entre epitelio y estroma, mien-
tras que el segundo modelo podria ayudar a com-
prender el papel del tejido adiposo en la metastasis
prostatica, aunque no pueda descartarse una accion di-
recta sobre el epitelio tumoral a través de moléculas so-
lubles.
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LABORATORIO DE MECANISMOS
MOLECULARES DE CARCINOGENESIS

Directora del laboratorio:

Patricia Virginia Elizalde

Integrantes: Eduardo Charreau, Roxana Schillaci, Ce-
cilia Proietti, Violeta Chiauzzi, Maria Celeste Diaz Fla-
qué, Martin Rivas, Mercedes Tkach, Franco Izzo, Lucia
Romero, Leandro Venturutti, Florencia Mercogliano,
Rosalia Cordo Russo

El cancer de mama es una enfermedad complejay de-
vastadora que tiene sin duda un impacto muy significa-
tivo sobre la salud en el mundo entero. Una importante
cantidad de descubrimientos a lo largo de la Gltima dé-
cada ha puesto en evidencia que en el desarrollo de los
tumores mamarios hay dos actores clave: los receptores
de las hormonas esteroideas estrogenos (ER) y proges-
terona (PR) y los receptores de factores de crecimiento
(GFs) con actividad de tirosina quinasa (RTKs). Particu-
larmente, existe una familia de receptores con actividad
de tirosina quinasa, la familia ErbBs, que tiene un rol
clave en el desarrollo del carcinoma mamario. Uno de sus
miembros, el ErbB-2, es utilizado actualmente en la te-
rapia del cancer de mama, con relativo éxito, en un tipo
particular de tumor mamario que tiene altos niveles de
expresion de ErbB-2. La terapia consiste en suprimir la
actividad de este receptor mediante un anticuerpo mo-
noclonal humanizado, Trastuzumab, cuyo nombre co-
mercial es Herceptina. Si bien es conocido que los ErbBs
interactian con el PRy el ER para estimular la prolife-
racion del cancer de mama, los mecanismos que regulan
esa interaccion y las posibles moléculas activadas por la
accion conjunta de ErbBs y de hormonas esteroideas
permanecen muy poco conocidos. El objetivo de nuestro
laboratorio es identificar mecanismos moleculares de
convergencia entre la proteina Heregulina (HRG), li-
gando de los receptores ErbBs, y el PR con el objeto de
encontrar nuevas herramientas moleculares para inhibir
el crecimiento del cancer de mama resistente a la terapia
endocrina tradicional de primera lineay a terapias de se-
gunda linea basadas en el bloqueo de tirosina quinasas
tales como la Herceptina.

LABORATORIO DE CARCINOGENESIS
HORMONAL

Directora del laboratorio:

Claudia Lanari

Integrantes: Caroline Lamb, Victoria Fabris, Virginia
Novaro, Paola Rojas, Maria Gorostiaga, Pablo Do-
campo, Sebastian Giulianelli, Ana Sahores, Victoria
Wargon, Maria Laura Polo, Marina Riggio, Tomas Gui-
llardoy, Gonzalo Sequeira, Maria May



El objetivo general del laboratorio es investigar los
mecanismos que conducen a la hormono indepen-
dencia en cancer de mama. Un 75% de las pacientes
presentan tumores que expresan receptores hormo-
nales y la enfermedad es, por lo tanto, susceptible a te-
rapias endocrinas. Sin embargo, un alto porcentaje
de estas pacientes sufre con el tiempo la pérdida de
esta respuesta como parte de la progresion de la en-
fermedad. Comprender los mecanismos por los cuales
los receptores hormonales regulan el crecimiento tu-
moral podria facilitar el desarrollo de nuevas terapias
para prevenir o retardar la aparicion de resistencia al
tratamiento. En particular, nuestras investigaciones es-
tan orientadas a conocer los mecanismos por los cua-
les se activa el receptor de progesterona y como el
mismo podria ser utilizado como blanco terapéutico.

LABORATORIO DE HORMONAS Y CANCER

Directora del laboratorio:

Isabel Alicia Luthy

Integrantes: Ariana Bruzzone, Lilian Fedra Castillo,
Cecilia Pérez Pinero

Los compuestos adrenérgicos, adrenalina y nora-
drenalina son importantes hormonas/neurotransmisores
liberados durante el estrés. Sus respuestas estan mediadas
por la activaciéon de receptores adrenérgicos (RA).
Nuestro grupo ha descripto la presencia de ao-RA en
lineas tumorales y no tumorales de cancer de mama hu-
mano y murino. La estimulacion de estos receptores esta
asociada a un aumento significativo de la proliferacion
celular y el crecimiento tumoral. Los compuestos
adrenérgicos son ampliamente utilizados en la clinica,
aun en pacientes con historia previa de cancer de mama.
Sin embargo, no existian estudios que evaluaran el efec-
to de estos compuestos sobre modelos in vivo de can-
cer de mama.

El objetivo de nuestro trabajo es el estudio de estos
compuestos sobre diferentes modelos de cancer de
mama, in vitro e in vivoy el estudio de los mecanismos
de senalizacion intracelulares implicados en estas res-
puestas. También evaluamos la regulacion del loop au-
tocrino-paracrino de la prolactina y su receptor en cé-
lulas tumorales mamarias humanas por parte de
compuestos adrenérgicos.

Comprendiendo estos mecanismos, se podria de-
terminar qué compuestos (agonistas y antagonistas)
podrian ser ttiles como tratamiento adyuvante del
cancer de mama. Muchos de estos compuestos se uti-
lizan ampliamente en la clinica con efectos secundarios
minimos, y podrian eventualmente complementar te-
rapias existentes, sobre todo en aquellos casos en los
que se desarrolla resistencia a las mismas.
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LABORATORIO DE PATOLOGIA
Y FARMACOLOGIA MOLECULAR

Director del laboratorio:

Alberto Baldi

Integrantes: Carina Shayo, Adrian Géngora, Martin
Gomez, Ramiro Vazquez, Sabrina Copsel, Gabriela
Bravo, Natalia Alonso, Carolina Flumian, Luis A. Haro
Duran

En el Laboratorio de Patologia y Farmacologia Mo-
lecular llevamos a cabo diferentes lineas de investiga-
ciones que comprenden dreas involucradas en el de-
sarrollo de anticuerpos monoclonales humanizados
(AcMh) contra diversos moléculas implicadas en la
angiogénesis asociada al desarrollo neoplasico. Es asi
que hemos obtenido una serie de AcM recombinantes
que bloquean la actividad del factor de crecimiento del
endotelio vascular (VEGF), y del factor de crecimiento
fibroblastico basico (FGFb), similares procedimientos
se llevan a cabo para neutralizar a otras moléculas pro-
angiogénicas que evaden la accion de dichos reactivos.
El AcM anti-VEGF redujo muy significativamente el
crecimiento de células endoteliales tanto in vitro como
in vivo, con la concomitante reduccion del volumen tu-
moral especialmente en melanomas xenotransplanta-
dos en ratones atimicos.

También hemos emprendido una serie de ensayos
tendientes a silenciar la expresion de genes para dis-
minuir la sintesis de proteinas que no pueden ser neu-
tralizadas por AcMh. Demostramos que construcciones
oligonucleotidicas en formato shRNA (small hair-
pinRNA) resultaron muy efectivas en silenciar la ex-
presion del FGFb y VEGF. Comenzamos ademas, con
el uso de nanoparticulas paramagnéticas como vehi-
culos de los reactivos mencionados, las que pueden ser
direccionadas en forma tejido-especifico mediante un
campo magnético, de forma que el farmaco se reclute
de manera selectiva.

Otra area de trabajo se basa en el estudio sobre la
transduccion de senales relacionadas con la diferen-
ciacion celular. En este sentido, la histamina modula
numerosos procesos fisiol6gicos y patolégicos a través
de cuatro clases de receptores de la familia de recep-
tores acoplados a proteinas G (GPCRs) y juegan un im-
portante papel en la modulacién de los procesos de
proliferacion y diferenciacion en células leucémicas
que son de nuestro interés. Parte de los objetivos en
este campo es definir novedosos blancos terapéuticos.

Ademas, investigamos las propiedades antiprolife-
rativas de estructuras de origen natural y sintético y sus
mecanismos de accion, con el fin de desarrollar nue-
vos protocolos terapéuticos basados en compuestos
innovativos que puedan contribuir al desarrollo de es-
trategias para tratamiento de dicha patologia.
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En resumen, el conjunto de estos estudios contri-
buiran probablemente a un mejor entendimiento de
algunos de los mecanismos moleculares implicados
en el desarrollo neoplasico y la forma con que estas pa-
tologias puedan ser controladas para el beneficio de los
pacientes.

LABORATORIO DE INMUNOPATOLOGIA

Director del laboratorio:

Gabriel Adrian Rabinovich

Integrantes: Norberto Zwirner, Marta Toscano, Ma-
riana Salatino, Diego Laderach, Victoria Sundblad,
Ivan Mascanfroni, Juan Pablo Cerliani, Carolina Do-
maica, Diego O. Croci, Lucas Rossi, Damian Avila, Se-
bastian Dergan-Dylon, German Spallanzani, Laura Gi-
ribaldi, Andrea Ziblat, Tomas Dalotto Moreno,
Veréonica Martinez Allo, Mercedes Fuertes, Gimena
Raffo, Santiago Mendez Huergo

Los resultados de las investigaciones de nuestro la-
boratorio podrian contribuir a la generacion de nue-
vas estrategias anti-inflamatorias o anti-tumorales de in-
terés para la comunidad, companias de biotecnologia
y/o farmacéuticas. Nuestros proyectos tienen como
objetivo el desarrollo de inmunomoduladores que mi-
meticen las funciones biologicas de lectinas endégenas
y /o interfieran con las interacciones entre proteinasy
glicanos, modulando asi las respuestas inmunolégicas
asociadas a diversas patologias. Asimismo, a partir de es-
tudios basicos, pretendemos identificar factores endo-
genos y exégenos que modulen la actividad funcional
de diferentes células del sistema inmune y que podrian
ser de relevancia durante procesos fisiopatologicos ta-
les como el crecimiento tumoral, las enfermedades au-
toinmunes, las enfermedades inflamatorias cronicas,
infecciones, etc. Mediante la adecuada capitalizacion de
tales conocimientos pretendemos realizar un aporte
para la optimizacion de estrategias inmunoterapéuticas
y contribuir, de este modo, al mejoramiento de la salud
humana.

LABORATORIO DE INMUNOHEMATOLOGIA

Directora del laboratorio:

Norma Alejandra Chasseing

Integrantes: Vivian Labovsky, Valeria Fernandez Va-
llone, Leandro Martinez, Julian Otaegui

El laboratorio tiene como objetivo general encon-
trar en médula 6sea y sangre periférica factores pro-
nostico del desarrollo de futuros desérdenes 6seos en
pacientes con cancer de mama y pulmon. Y entender
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la contribuciéon del microambiente tumoral, en parti-
cular las células madre mesenquimales, en la evolucion
del tumor primitivo y metdstasis 6seas.

LABORATORIO DE BIOQUIMICA
NEUROENDOCRINA

Director del laboratorio:

Alejandro F. De Nicola

Integrantes: Flavia Eugenia Saravia, Susana Laura
Gonzalez, Maria Claudia Gonzalez Deniselle, Maria
Florencia Labombarda, Maria Florencia Coronel, Lu-
ciana Pietranera, Juan Beauquis, Laura Inés Garay,
Maria Meyer, Maria Elvira Brocca, Gisella Gargiulo
Monachelli, Analia Ethel Lima, Paulina Roig, Liliana
Zugasti

Las investigaciones realizadas por el Laboratorio
de Bioquimica Neuroendocrina muestran la posibili-
dad de transferencia de los resultados obtenidos en
modelos animales a la clinica humana. Trabajando con
modelos de neuropatologias, tales como envejeci-
miento, traumatismo de la médula espinal, esclerosis
multiple y esclerosis lateral amiotréfica, hemos demos-
trado el beneficio terapéutico que brinda el tratamiento
con progesterona y/o estrogenos. Estudios realizados
en animales hipertensos demuestran una encefalopatia
originada en la hiperfuncion del sistema mineralocor-
ticoide, la cual se corrige por tratamiento con estroge-
nos. En la encefalopatia de la diabetes experimental,
tanto los estrogenos como los antidepresivos actian
como neuroprotectores. En el caso de esclerosis lateral
amiotrofica, los datos obtenidos en un ratéon mutante se
han extrapolado a pacientes que mostraron mayor so-
brevida luego de recibir progesterona.

LABORATORIO DE
NEUROENDOCRINOLOGIA

Director del laboratorio:

Carlos Libertun

Directora Adjunta:

Victoria Ar Lux Lantos

Integrantes: Silvia Bianchi, Paolo Catalano, Marina
Fernandez, Maria Marta Bonaventura, Natalia Isabel
Cataldi, Noelia Paula Di Giorgio, Martin Crivello, Na-
dia Bourguignon, Verénica Calvo, Paula Lopez, Diego
Rodriguez

El control neurolégico de la hipdfisis tiene impor-
tancia por su potencial aplicacion en medicina repro-
ductiva, y también para establecer la etiopatogenia de
los adenomas hipofisarios.



Los estudios sobre regulacion de la ingesta y balance
energético son fundamentales para entender la etio-
patogenia y tratamientos de patologias con alteracio-
nes del peso corporal.

Aquellos resultados referidos a Bisfenol A son rele-
vantes para dilucidar los efectos de los contaminantes
ambientales en la salud publica.

Los estudios de la participacion de los receptores
GABAB en el control del eje hipotadlamo-hipofisario y
en la regulacion de la fisiologia pancredtica son de
suma importancia para comprender patologias endo-
crinas de gran prevalencia, como la diabetes, y dado el
amplio uso farmacolégico de agonistas y antagonistas
de dichos receptores, los efectos deseables e indesea-
bles de los mismos.

Los estudios referentes a la regeneracion de islotes
pancreaticos por oligodeoxinucle6tidos son muy alen-
tadores y pueden ser de gran interés para el trata-
miento de la diabetes juvenil.

LABORATORIO DE REGULACION
HIPOFISARIA

Directora del laboratorio:

Damasia Becu

Integrantes: Isabel Lacau, Graciela Diaz, Isabel Garcia
Tornadu, Ana Ornstein, Victoria Recouvreux, Maria
Cecilia Ramirez, Guillermina Luque, Carolina Cris-
tina, Rodrigo Lorenzo, Maria Andrea Camilletti

El laboratorio estudia la fisiopatologia de la fun-
cion hipofisaria usando modelos murinos transgéni-
cos, lineas celulares en cultivo, muestras de tumores
hipofisarios humanos, y bovinos de importancia eco-
noémica.

Nuestro laboratorio estudia funciones no conven-
cionales del receptor dopaminérgico tipo 2 (RD2).
Los RD2 son fundamentales en la coordinacién mo-
tora, la actividad de locomocion, el planeamiento, la
motivacion o aversion y la dominancia social. Por otro
lado, diversos mecanismos que aumentan la probabi-
lidad de consumir alimentos nutritivos y aparearse re-
currentemente usan la estimulacion de este subtipo de
receptor. La participacion del RD2 en la funcién en-
docrina, motivo de nuestras investigaciones, refuerza
su papel en la reproduccion y supervivencia.

Demostramos la participaciéon de este receptor no
s6lo en el desarrollo de prolactinomas hipofisarios,
sino también en el eje del crecimiento, la ingesta y el
metabolismo de glucosa usando en forma combinada
ensayos farmacol6gicos y ratones transgénicos con mu-
tacion nula del RD2 en todo el organismo, o con mu-
tacion tejido especifica en lactotropos. Asimismo, com-
plementamos el enfoque estudiando otros modelos
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murinos de prolactinomas, y adenomas humanos ob-
tenidos por cirugia.

Nuestros resultados demuestran que este receptor
participa en un complejo repertorio de funciones
adaptativas que mejoran el desempeno del individuo,
su éxito reproductivo y supervivencia

LABORATORIO DE NEUROBIOLOGIA

Director del laboratorio:

Héctor Coirini

Integrantes: Maria Sol Kruse, Mariana Rey, Maria Cri-
stina Vega, Marina Roxana Di Pilla

Los estudios que se efectian en el laboratorio estan
dirigidos a evaluar de qué manera una patologia severa
durante la prenez o un evento perinatal agudo son ca-
paces de preacondicionar al sistema nervioso central
para responder ante un evento estresante de una ma-
nera anomala y encontrarse directamente relacionados
con procesos neurodegenerativos que ocurren en los
animales adultos. Paralelamente estudiamos la accion
protectora de ciertos agentes de naturaleza sintética
que podrian llegar a utilizarse en un futuro para pre-
venir o revertir las lesiones producidas en etapas tem-
pranas. La relevancia de estos estudios radica en que
los mismos permitiran conocer y correlacionar cam-
bios bioquimicos y morfologicos tempranos altamente
relacionados con el desarrollo de patologias neurode-
generativas como la enfermedad de Alzheimer y/o la
esquizofrenia que presentan una incidencia mayor en
la poblacién occidental y que afectan significativa-
mente la calidad de vida del individuo y el entorno cer-
cano.

LABORATORIO DE BIOLOGIA DEL
COMPORTAMIENTO

Director del laboratorio:

Enrique Segura

Integrantes: Marcelo Cassini, Rubén Muzio, Silvano
Zanutto, Alejandro Waiselboim, Luciana Frick, Claudia
Marro, Alberto Yorio, Maximiliano Rapanelli, Mariana
Turman, Valeria Natacha Peszano, Martin Puddington,
Angel Tabullo, Francisco Mannara, Cecilia Imperioso,
Pamela Lopes Da Cunha, Anabel Miguelez Fernan-
dez, Marcia Caruso, Federico Sanchez, Camilo Mi-
ninni

Con una larga tradicién en el terreno de las regu-
laciones fisiologicas centradas en el control neuroen-
docrino de funciones cardiovasculares y reproductivas,
se trabaja actualmente en hipétesis originales relacio-
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nadas con el estrés en tanto estrategia evolutivamente
estable en diversas especies de vertebrados. Sobre esa
base se han logrado esclarecer ciertos mecanismos de
funcionamiento en mamiferos y anfibios, referidos a
las condiciones de regulacion en situaciones fisiol6gi-
camente criticas. Consecuentemente se esta en condi-
ciones de ofrecer conocimiento basico y aplicado con
relacion a los mecanismos homeostaticos y sus pertur-
baciones en diversas enfermedades de sistema como hi-
pertension arterial y alteraciones de la regulacion del
metabolismo hidrosalino.

Por otra parte, actualmente se llevan a cabo estudios
con el objeto de contribuir al debate sobre las bases
cognitivas y neurobiolégicas de la adquisicion del len-
guaje en humanos. Los resultados del grupo senalan la
importancia de los mecanismos de aprendizaje esta-
distico en la adquisicion de términos y reglas gramati-
cales nuevas.

UNIDAD DE VINCULACION
Y TRANSFERENCIA DE TECNOLOGIA

En 1983 la Fundacion IBYME tomé la decision de
comprometerse con la gestion de proyectos de I+D y
fomentar la transferencia tecnolégica del conoci-
miento surgido a partir de la investigacion basica en el
amplio rango de las investigaciones que se realizaban
en la institucion. Fue pionera y en el marco de la re-
solucion 314 de la SETCYP del 12 de julio de 1993
como ya se menciono, se designé a la Fundacion Uni-
dad de Vinculacién Tecnolégica, habilitando su parti-
cipacion al sector productivo de bienes y servicios
(tanto publicos como privados) y a la transferencia de
los resultados de sus investigaciones.

Esta transferencia tiene distintas modalidades segin
el tipo de servicio que presta y los destinatarios de los
mismos. En nuestro caso, se trata de Servicios Tecno-
l6gicos de Alto Nivel (STAN-CONICET), prestaciones
que se encuentran reguladas por resoluciones otorga-
das por el Consejo Nacional de Investigaciones Cien-
tificas y Técnicas, o convenios especificos con empre-
sas o instituciones publicas o privadas.

Entre los primeros, merecen citarse.
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— Medicién de hormonas en bovinos, ovinos, ca-
mélidos, equinos y porcinos

— Testeo de construcciones bajo promotor de beta-
caseina bovino.

— Transfeccién y clonado de fibroblastos fetales
bovinos para transferencia nuclear (Institucion
tomadora del servicio: BioSidus S.A,)

— Determinacion de anticuerpos anti-receptor de la
hormona foliculo estimulante.

— Determinacion de anticuerpos anti-ovario en
suero humano

— Servicio de microdiseccion laser

Entre los convenios con empresas ﬁguran:

— Obtencioén de insulina recombinante humana
(Laboratorios Beta, S.A.).

— Modificacion genética de levaduras recombi-
nantes para optimizar la produccién de proteinas
heter6logas (Laboratorios Beta, S.A.).

— Obtencion de anticuerpos monoclonales huma-
nizados para el tratamiento en patologias huma-
nas (Casara).

— Desarrollo de un sistema de obtencion de aves
transgénicas (BioSidus).

— Progestagenos y factores de crecimiento en can-
cer de mama humano (Oncomed Reno, S.A.).

— Evaluacién de péptidos contra cadherina epitelial
y neural en el proceso de interacciéon de gametas
(ADHEREX Technologies Inc- Canada).

— Plataforma biotecnolégica para la produccion
de proteinas recombinantes de uso en salud hu-
mana en leche de bovinos transgénicos (BioSidus
S.A.).
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A continuacién contribuciones de los laboratorios que conforman el IBYME

LABORATORIO
DE ESTEROIDES

Avances en la fisiologia y patologia de la
célula de Leydig

Advances on Leydig Cell physiology and
pathology

Avancos na fisiologia e patologia da célula de
Leydig

Ménica B. Frungieri, Silvia |. Gonzalez-Calvar,
Maria E. Matzkin, Soledad P. Rossi,
Artur Mayerhofer, Ricardo S. Calandra

Resumen

Con el sustento de datos de la literatura y propios, se describe
la interaccion entre distintos neurotransmisores (noradrena-
lina (NA), adrenalina (A), &cido y-aminobutirico (GABA) y se-
rotonina (5-HT), melatonina y prostaglandinas y su influen-
cia sobre la actividad de las células de Leydig y la posible
repercusion sobre la espermatogénesis. Brevemente, se ana-
lizan las interrelaciones entre los sistemas testiculares sero-
toninérgico y melatoninérgico y su participacion en la mo-
dulacién de la expresién testicular de la ciclooxigenasa (COX),
enzima clave en la biosintesis de prostaglandinas. En sinte-
sis, los estudios propuestos, ademas de brindar un mejor co-
nocimiento sobre la fisiologia testicular, permiten dilucidar as-
pectos fisiolégicos del testiculo en una especie fotosensible
(hédmster Dorado) y por el otro, posibilitan describir en el hu-
mano hallazgos originales en ciertos cuadros de Infertilidad
Idiopatica (Sindrome de Sertoli Solo, Arresto Germinal o Hi-
poespermatogénesis severa). En este contexto, se ha obser-
vado en pacientes con distintos grados de Oligospermia y/o
Azoospermia, la expresion de COX en células de Leydig,
mientras que dicha enzima no se detecta en testiculos hu-
manos con morfologia normal. De este modo, los avances des-
criptos pueden contribuir en el estudio de los mecanismos in-
volucrados en el desarrollo de patologias testiculares y
permitirian el disefio de nuevas estrategias terapéuticas.

Palabras clave: testiculo * neurotransmisores * melatonina *
prostaglandinas * infertilidad

Summary

Data from other authors and our own group describe the pres-
ence of different Neurotransmitters—noradrenaline (NA),

adrenaline (A) gamma aminobutyric acid (GABA) and sero-
tonin (5-HT), Melatonin and Prostaglandins—in testis and
their role in male gonadal function. This review describes in-
teractions between testicular serotoninergic, catecholamin-
ergic and corticotropin-releasing factor systems, and their
participation in the regulation of testis expression of ciclo-
oxigenase (COX), a key enzyme for steroidogenesis. Moreover,
studies on COX expression and Prostaglandin production in
Golden hamster Leydig cells are shown. The absence of
COX-2 in normal human testes also is discussed, as well as
its expression in biopsies from infertile patients (Sertoli
cell-only Syndrome, Germ cell arrest or severe hyposper-
matogenesis) and its potential relevance. Within this context,
COX expression in Leydig cells has been observed in patients
with some degree of Oligospermia and/or Azoospermia, while
this enzyme cannot be detected in normal human testes.
Consequently, the advances described can contribute to the
study of the mechanisms involved in the develpment of
testis pathologies and would enable the design of new ther-
apeutic strategies.

Key words: testis * neurotransmitters * melatonin *
prostaglandins * infertility

Resumo

Com base em dados da literatura e proprios, descreve-se a
interag&o entre diversos neurotransmissores (noradrenalina
(NA, adrenalina (A), 4cido y-aminobutirico (GABA) e seroto-
nina (5-HT), melatonina e prostaglandinas e sua influéncia
na atividade das células de Leydig e a possivel repercussédo
na espermatogénese. Brevemente, sdo analisadas as inter-
relacbes entre os sistemas testiculares serotoninérgico e
melatoninérgico e sua participagdo na modulacdo da ex-
pressao testicular da ciclooxigenase (COX), enzima chave na
biossintese de prostaglandinas. Em sintese, os estudos pro-
postos, além de oferecerem um melhor conhecimento sobre
a fisiologia testicular, permitem elucidar aspectos fisioldgi-
cos do testiculo numa espécie fotossensivel (hamster Dou-
rado) e por outra parte, possibilitam descrever no humano
achados originais em certos quadros de Infertilidade Idio-
pética (Sindrome de Sélo Células de Sertoli, Presenca de Cé-
lulas Germinais ou Hipoespermatogénese severa). Neste
contexto, foi observado em pacientes com diversos graus de
Oligospermia e/ou Azoospermia, a expressao de COX em cé-
lulas de Leydig, enquanto que dita enzima n&o é detectada
em testiculos humanos com morfologia normal. Deste modo,
o0s avangos descritos podem contribuir no estudo dos meca-
nismos envolvidos no desenvolvimento de patologias testi-
culares e permitiriam o desenho de novas estratégias tera-
péuticas.

Palavras chave: testiculo * neurotransmissores * melatonina *
prostaglandinas * infertilidade
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Introduccién

De manera creciente se ha ido demostrando que la
infertilidad masculina es debida, s6lo en un reducido
nimero de casos, a alteraciones en el eje hipotdlamo-hi-
pofiso-gonadal (H-H-G). Aproximadamente, un 48% de
hombres cursa con esterilidad sin causa aparente y el
desconocimiento de la causa de cualquier patologia
hace dificil e ineficaz su tratamiento (1). Por otro lado,
los diferentes tipos celulares en el testiculo (células de
Leydig, Sertoli, germinales, mastocitos, macrofagos,
etc) y el avance en el conocimiento en las caracteristi-
cas estructurales y productos de su secrecion, ha llevado
a que progresivamente los mecanismos que intervienen
en la regulacion local del testiculo adquieran signifi-
cancia. Asi, nuevos factores intratesticulares fisiologicos,
establecidos o potenciales, se involucran en la regula-
cion de la funcion testicular y eventualmente en la fi-
siopatologia testicular. Han sido descriptos numerosos
compuestos como participantes a nivel paracrino (di-
fusion entre células vecinas) en el control de la funcion
gonadal. Entre los principales compuestos se incluyen
los siguientes:

A) Neurotransmisores (N-T):Noradrenalina(N-A),
Adrenalina(A), Acido y-aminobutirico (GABA), Acetil-
colina (Acet), Serotonina (5-HT), y B) Otros com-
puestos: Histamina, Neuropéptido Y (NPY), Factor Li-
berador de Corticotrofina (CRF), Melatonina (Mel),
Prostaglandinas (PGs), Opiodes, Taquininas (SP, NKA,
NPK, NPG, NKB), Arginina-Vasopresina (AVP), Ocito-
cina, GnRH, Leptina, Orexina, Grelina, etc.

Este capitulo se refiere a: N-A, A, GABA, 5-HT, CREF,
Mel y PGs y estudios sobre los restantes compuestos pue-
den ser consultados, entre otras, en las siguientes revi-
siones especificas: (2-8).

I- NORADRENALINA/ADRENALINA

El testiculo no posee nervios somaticos y la inervacion
es provista a través de nervios autonémicos. Sin embargo,
aunque se ha descripto en algunas especies la presencia
de un escaso numero de fibras colinérgicas en la capsula
testicular (9) la mayoria de los nervios testiculares son de
origen simpatico. En este sentido, el principal N-T aso-
ciado a las fibras simpaticas post-ganglionares es la N-A'y
en menor grado neuropéptidos (péptido intestinal va-
soactivo, VIP y neuropéptido Y, NPY).

Los nervios simpaticos se hallan a lo largo de las ar-
terias que llegan al testiculo y constituyen el nervio es-
permatico superior e inferior, localizandose en el es-
pacio intersticial en el hombre, mono Rhesus, perro,
gato y cobayo. En cambio, en la rata las fibras nerviosas
exhiben una alta densidad s6lo en la capsula testicular,
pero ello no es menos importante por cuanto hay cé-
lulas de Leydig proximas a zonas de la capsula y a vasos
sanguineos muy inervados por varicosidades y vesiculas
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con N-T. Esto se considera una “inervacion indirecta”,
en donde los N-T liberados por la inervacion simpatica
alcanzan a las células vecinas (células de Leydig), in-
mersas en el liquido intersticial (10). También se ha ob-
servado en el mono otro posible origen de las cateco-
laminas en el testiculo y se refiere por un lado a la
deteccion de la enzima tirosina-hidroxilasa (TH) y do-
pamina-hidroxilasa (DH), y por el otro, al relacionado
a la presencia de células similares a neuronas (neuron-
like cells) .

En el mismo sentido, se comprob6 en las células de
Leydig correspondientes a distintos roedores (ratas
adultas, raton, raton del desierto, hamster y cobayos) in-
munoexpresion de marcadores neuronales y gliales
(neurofilamento de 200 kD, proteina dcida gliofibrilar,
vimentina, citoqueratina, etc) y otros marcadores, los
cuales son tipicos de células neuroendocrinas y gliales
(11). Otra manera de demostrar la participacion de N-A
y A, ha sido realizada en nuestro laboratorio, donde se
demostro luego de la denervacion quirtrgica uni y bi-
lateral del testiculo de rata, con preservacion de la es-
tructura celular, una disminucién en la produccién de
andrégenos post-estimulo con hCG y un descenso ex-
clusivo y simultaneo en los receptores de LH en las cé-
lulas de Leydig (12).

En algunos estudios se han utilizado testiculos de
hamster debido a la versatilidad del modelo, al permi-
tir estudiar al animal en diferentes estadios de la fun-
cion gonadal, segun el fotoperiodo de exposicion (13).
Este modelo en la adultez presenta cambios morfolo-
gicos y fisiol6gicos que son compatibles con una invo-
lucion testicular severa cuando los animales son ex-
puestos a un fotoperiodo de 6 h de luz y 18 h de
oscuridad durante al menos 16 semanas. Luego de 28
semanas en foto-restriccion, los animales inician una re-
activacion espontanea que los lleva a restituir su perfil
hormonal y fertilidad. Esto es importante por cuanto
previamente se senal6 que las catecolaminas son mas ac-
tivas durante el desarrollo y la reactivaciéon que ocurre
luego de la involucion por exposicién a un fotoperiodo
breve, que en cierta manera semeja el desarrollo pu-
beral. Asi, inicialmente indicamos que la estimulacion
por N-Ay A no es mediada a través de AMPc (14) y, se-
gtn la edad, el antagonista del receptor adrenérgico oy
prazosin, bloquea dicho estimulo, mientras que propa-
nolol, un § bloqueante, no lo modifica. Estos resultados
indican un efecto directo de las catecolaminas sobre el
testiculo, diferenciandose este efecto segun el grado de
funcionalidad gonadal, al punto que en testiculos pre-
puberales o en involucion, la sensibilidad a las cateco-
laminas es mayor, lo cual coincide con niveles muy dis-
minuidos de LH/FSH.

En resumen, es posible referir que ante la casi au-
sencia de gonadotrofinas, se postula que las catecola-
minas intervendrian en las situaciones referidas con
un rol predominante sobre la esteroidogénesis.



1I-ACIDOy-AMINOBUTIRICO (GABA)

GABA es un potente N-T en el SNCy participa en la
proliferacion neuronal y modulacién de la produccion
de neuroesteroides. En relacion a este N-T, en el labo-
ratorio se ha identificado GABA en el testiculo de rata,
preferentemente en el estadio prepuberal (15), de-
mostrando un efecto estimulatorio en la esteroidoge-
nésis y la presencia de receptores-GABA (Rs-GABA) en
células de Leydig purificadas (16). Ademas de su loca-
lizacion en el intersticio testicular, se describe la pre-
sencia de GABA y Rs-GABA tipo A en espermatozoides
humanos eyaculados, facilitando la iniciacién de la re-
accion acrosomal y una mayor motilidad espermatica.
Mais recientemente, en colaboracién con el Grupo del
Dr. Mayerhofer (Munich, Alemania), hemos descripto
por medio de técnicas de biologia molecular: a) Rs-
GABA-A /By sus diferentes subunidades en células de
Leydig purificadas del testiculo en distintas especies in-
cluido el humano, b) la enzima GABA-glutamato de-
carboxilasa (GAD65 y/o0 67) y ¢) la expresion del
transportador vesicular inhibitorio de aminodcidos
(VIAAT /VGAT). A su vez, la presencia de la subunidad
a; del Rs-GABA-A- en las células de Leydig de rata fue
confirmada por la técnica de microdiseccion por cap-
tura laser y RI-PCR (17).

En resumen, GABA podria : 1) regular la funcién es-
teroidogénica de las células de Leydig ; 2) intervenir en
la maduracion y diferenciacion de las células germina-
les y participar en la reaccién acrosomal y 3) influir en
la proliferacion y diferenciacion del intersticio testicu-
lar, debido a hallazgos que senalan al GABA como un re-
gulador trofico.

11I-SEROTONINA (5-HT)/CORTICOTROPIN
RELEASING FACTOR (CRF)

Otros autores autores han descripto previamente
elevadas concentraciones de 5-HT en el testiculo de
rata, pero de manera especial al nacimiento. En nues-
tro grupo se observo inicialmente un efecto directo de
esta indolamina sobre la esteroidogénesis testicular asi
como la presencia de sitios especificos de union de la
5-HT-H a membranas testiculares (18). Mds tarde fue
descripta la presencia de 5-HT en la capsula testicular
y células intersticiales y ausencia en los tibulos semini-
feros. Se indic6 que en un porcentaje considerable, el
origen del N-T es a partir de una inervacion serotoni-
nérgica. También, fue llamativa la elevada concentra-
ciéon de 5-HT y dcido 5-hidroxiindoldcetico en el li-
quido intersticial, indicando esto tltimo la presencia de
actividad monoamino oxidasa (19). Estudios posterio-
res, y correspondientes a otros autores, indican que las
células de Leydig de rata producen 5-HT, su sintesis es
estimulada por AMPc y de manera autocrina/paracrina,
la indolamina interviene en la liberacion testicular de
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CREF por las células de Leydig (20). Este péptido es un
inhibidor en la produccién de testosterona post-hCG'y
por lo tanto, se ha postulado que la 5-HT modularia en
forma indirecta la esteroidogénesis testicular.

A través de la utilizacion del modelo fotosensible
del hamster, en nuestro grupo se observé no sélo la sin-
tesis local de 5-HT y su localizacion celular, sino que
también se demostroé su variacion durante el desarrollo
sexual y durante el proceso de involucion/reactivacion
fotoinducible (21).

En el origen testicular de la 5-HT pueden estar in-
volucrados los mastocitos, los que también secretan, al
menos en roedores, una serie de compuestos entre los
que se hallan: histamina, citoquinas, prostaglandinas
(PGs), factores de crecimiento y proteasas. Estas células
estan en la proximidad de las fibras nerviosas y de los
elementos neuronales testiculares. La interaccion entre
estos elementos y las células de Leydig, al menos en el
testiculo de mono, seria mediada por los mastocitos
(22) y via sus productos secretorios influirian sobre la
funcion testicular. Estudios de otros grupos y este La-
boratorio, han descripto en el testiculo humano que los
mastocitos se hallan localizados en el compartimento in-
tersticial y en la pared de los tibulos seminiferos. Asi,
en biopsias testiculares y por técnicas inmunohistoqui-
micas, se observé un aumento significativo en la po-
blaciéon de mastocitos en muestras de pacientes con el
Sindrome de Sertoli Solo (o Del Castillo, Trabucco y de
la Balze) y Arresto Germinal (22).También se hall6 que
los mastocitos testiculares contienen triptasa, una pro-
teasa de serinas (23). En ese sentido, se describi6é que
ejerce una accion fibroproliferativa que involucra la
activacion del receptor activado por proteasas 2 (PAR2),
un aumento en la expresion de la enzima ciclo-oxige-
nasa 2 (COX2, clave en la biosintesis de PGs) y union de
15-deoxi-A12,14-PGJ12 (15d-PG]J2) a sus receptores nu-
cleares PPARy.

En consecuencia, la triptasa se halla estrechamente
ligada a la relacion entre mastocitos y los procesos fi-
bréticos (24).Es interesante resaltar, que el testiculo
humano presenta los componentes del sistema trip-
tasa—PAR2—COX2—15d-PG]2—PPARYy, y en conse-
cuencia un aumento en la poblacion mastocitaria po-
dria estar involucrada en la fibrosis peritubular en las
patologias mencionadas.

IV-MELATONINA (MEL)

Es reconocido el efecto de la Mel sobre el eje H-H en
especies fotosensibles y en especial en la regulacion de
la actividad reproductiva en modelos con variacién es-
tacional (25). El efecto de Mel depende de la especie,
tiempo, extension y niveles hormonales alcanzados. Ade-
mas de su efecto en el eje H-H, la Mel ejerce un efecto
directo sobre las células de Leydig. Esta hormona in-
fluencia la capacidad reproductiva a nivel cerebral y so-
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bre la hipdfisis regula la sintesis de gonadotrofinas. La
senal fética (impulso luminico) llega a través de la re-
tina a la glandula pineal modulando la sintesis de Mel.
Ademads de este mecanismo melatoninérgico central
sobre el control de la reproduccién, también hemos de-
mostrado en el hamster Dorado un efecto intratesticu-
lar de la Melvia receptores mella en las células de Ley-
dig y una regulacion inhibitoria en la expresion génica
de la proteina StAR y enzimas esteroidogénicas
(P450scc, 3p-HSD, 178-HSD). Mas atn, en las células de
Leydig ha sido posible establecer la presencia de las en-
zimas especificas que intervienen en la sintesis de Mel,
sugiriendo un origen gonadal (26).

Se ha observado que la Mel regula el nimero de mas-
tocitos testiculares. En estudios de este Laboratorio, se
observé en hamsteres expuestos a un fotoperiodo re-
ducido (8h luz-dia), simultaineamente un aumento en
el nimero de mastocitos testiculares y en los niveles de
Mel (26). En este sentido, previamente se senal6 la in-
teraccion entre el sistema serotoninérgico—catecola-
minérgico—CRF en las células de Leydig de hamster
(22). Recientemente, se describio6 en estas células la ex-
presion de la serotonina N-acetiltransferasa, enzima pi-
vot en la sintesis de Mel. También se detectaron Rs-
Mely,, una inhibicién por Mel en la producciéon
post-estimulo con hCG de AMP_y andrégenos asi como
en la expresion de StAR y enzimas relacionadas (26).
Por lo tanto, los resultados indican la existencia de un
sistema melatoninérgico testicular y un rol de Mel a dis-
tintos niveles en el camino de la esteroidogénesis go-
nadal. En sintesis, los nuevos conocimientos en la re-
gulacion de la esteroidogénesis testicular, sugieren un
fine tunning o tono fino, ejercido por compuestos loca-
les (ej. N-T; Mel, 5-HT), los que bien podrian ser de re-
levancia en una mejor comprension de la fisiologia a ni-
vel celular.

V-PROSTAGLANDINAS (PGs)

Las PGs son compuestos derivados del acido araqui-
donico via la intervencion en sus etapas iniciales por dos
isoenzimas tales como la ciclooxigenasa tipo 1 (COX-1)
y ciclooxigenasa tipo 2 (COX-2) y a posteriori por otras
enzimas (PGE sintasa, PGD sintasa, etc). La COX-1 es
constitutiva, se halla en la mayoria de las células y en
cambio la isoenzima COX-2 es inducible y se expresa en
estadios tempranos de la diferenciacion celular. EI de-
sarrollo de ratones deficientes en COX-1 y COX-2, ha
permitido delimitar el rol de ambas isoenzimas en la re-
produccion. En ratones machos deficientes en COX-1
y COX-2 no se observan trastornos de la fertilidad. Sin
embargo, estudios previos senalaron en ratones ma-
chosy en la linea celular de testiculo MA-10, que las PGs
podrian estar inhibiendo la esteroidogenésis. Mas re-
cientemente, se indica que el descenso en la biosintesis
de testosterona testicular en la rata Brown-Norway en
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envejecimiento, se relaciona con la actividad de la iso-
enzima COX-2. En este sentido, hemos indicado que di-
ferentes especies que incluyen monos Rhesus adultos,
cerdo, ratas Wistar y Sprague Dawley, y ratones BALBc
y hamsteres prepuberales o en involucion gonadal por
fotorestricciéon, no mostraron expresion de la isoen-
zima COX-2, mientras que células de Leydig de hams-
teres adultos y puberales en fotoperiodo normal indi-
caron expresion positiva (27). PGD2 y PGF2a, modulan
la sintesis de testosterona en estas células. Ademas, es-
tudios recientes nos senalan que la expresion de COX-
2y la sintesis de PGs en células de Leydig del hamster,
son reguladas por testosterona a través de un meca-
nismo no clasico (28).

Finalmente, es importante senalar que en testiculos de
pacientes con ciertos cuadros de infertilidad, tales como
el Sindrome de Sertoli Solo y en el Sindrome de Arresto
Germinal, hemos hallado expresion de COX-2. Por el
contrario, en muestras de testiculos provenientes de pa-
cientes sin anormalidades morfologicas del testiculo la
expresion es negativa (29). Conectado a estos hallazgos,
el nimero total de macréfagos se encuentra aumentado.
Estas células inmunes, localizadas en el espacio inters-
ticial y los tibulos seminiferos, expresan interleuquina
lo/ByTNFa (30). Al respecto, recientemente hallamos
una significativa correlacion entre los niveles de inter-
leuquina 1P y la expresion de COX-2 en el testiculo hu-
mano (31). De este modo, ciertas citoquinas serian ca-
paces de modificar la funcién de las distintas células del
testiculo y en consecuencia podrian estar involucradas
en el desarrollo de cuadros de infertilidad que se clasi-
fican como idiopaticos.
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LABORATORIO
DE ESTEROIDES

Efectos gonadales y extra-gonadales de la
hipersecrecion de la hormona gonadotrofina
coridnica humana: evaluacion en un modelo
de ratones transgénicos.

Gonadal and extra-gonadal effects of human
chorionic gonadotropin hypersecretion:
evaluation in a transgenic mouse model

Efeitos gonadais e extra-gonadais da
hipersecrecéo do horménio gonadotrofina
coridnica humana: avaliagdo num modelo de
camundongos transgénicos

Susana B. Rulli, Laura D. Ratner, Guillermina
Stevens, Betina Gonzalez, Ricardo S. Calandra

Resumen

Nuestro grupo de investigacion estd enfocado en estudiar
los efectos gonadales y extra-gonadales que ejerce la hor-
mona gonadotrofina coriénica humana (hCG) sobre la fun-
cién endocrina y reproductiva, particularmente en condi-
ciones de secrecion desregulada y persistente. La
tecnologia transgénica ha resultado ser una herramienta
fundamental a la hora de proveer nuevas evidencias sobre
el rol de las gonadotrofinas en la patofisiologia reproduc-
tiva. En este sentido, los ratones transgénicos hipersecre-
tores de hCG han resultado un excelente modelo para lle-
var a cabo dichas investigaciones. Hemos realizado
estudios de caracterizacién del modelo, que nos han per-
mitido tener un profundo conocimiento del mismo e iden-
tificar un gran nimero de anomalias en distintos niveles
de regulacién endocrina, que seran el foco de atencién en
futuras investigaciones. Las mismas tienen un considera-
ble potencial en el campo de la biomedicina, ya que ayu-
daran a identificar los mecanismos regulatorios afectados
por un estimulo disruptivo como puede ser una hiperse-
creciéon hormonal, y permitiran la exploraciéon de nuevas
estrategias terapéuticas que interfieran en las patologias
endocrinas asociadas. Nuestras investigaciones sobre el
modelo de hipersecrecién crénica de hCG en ratones
muestran claramente que niveles elevados y persistentes
de esta hormona promueven multiples anomalias endo-
crinas que estan acompafiadas de tumores gonadales y
extra-gonadales.

Palabras clave: gonadotrofina coriénica humana * ratones
transgénicos * reproduccion * hormona * tumores
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Summary

This investigation is focused in studying the gonadal and
extra-gonadal effects that the human chorionic gonadotropin
hormone (hCG) exerts on endocrine and reproductive func-
tions, particularly under deregulated and persistent secretion
conditions. Transgenic technology has turned out to be a
fundamental tool when providing new evidences on the
role of gonadotropins in reproductive physiopathology. In
this sense, transgenic mice hCG hypersecretion has been
an excellent model to perform these investigations.
Characterization studies of the model have been devel-
oped to identify a great number of anomalies in differ-
ent levels of endocrine regulation, which will be the cen-
ter of attention in subsequent investigations. These have
a considerable potential in the field of biomedicine and
will help to identify the regulatory mechanisms affected
by a disruptive stimulus, such as hormonal hypersecre-
tion, and will enable the exploration of new therapeutic
strategies to interfere with endocrine pathologies. Our
investigations on the model of chronic hypersecretion of
hCG in mice show clearly that high and persistent levels
of this hormone promote manifold endocrine anomalies
that are accompanied by gonadal and extra-gonadal
tumors.

Key words: human chorionic gonadotropin * transgenic mice *
reproduction * hormone * tumors

Resumo

Nosso grupo de pesquisa esta focado em estudar os efei-
tos gonadais e extra-gonadais que exerce o horménio gona-
dotrofina coridénica humana (hCG) sobre a fungédo enddcrina
e reprodutiva, particularmente em condicbes de secregdo
desregulada e persistente. A tecnologia transgénica tem
resultado ser uma ferramenta fundamental na hora de for-
necer novas evidéncias sobre o papel das gonadotrofinas na
patofisiologia reprodutiva. Nesse sentido, os camundongos
transgénicos hipersecretores de hCG tém resultado um exce-
lente modelo para levar a cabo tais pesquisas. Temos reali-
zado estudos de caracterizagdo do modelo, que nos tém per-
mitido ter um profundo conhecimento do mesmo e
identificar um grande ndmero de anomalias em diferentes
niveis de regulacdo enddcrina, que serdo o foco de atengado
em futuras pesquisas. As mesmas tém um considerédvel
potencial no campo da biomedicina, visto que ajudardo a
identificar os mecanismos regulatérios afetados por um esti-
mulo disruptivo como pode ser uma hipersecregdo hormonal,
e permitirdo a exploragdo de novas estratégias terapéuticas
que interfiram nas patologias enddcrinas associadas. Nossas
pesquisas sobre o modelo de hipersecregcéo cronica de hCG
em camundongos mostram claramente que niveis elevados e
persistentes deste horménio promovem mdltiplas anomalias
enddcrinas que estdo acompanhadas de tumores gonadais e
extra-gonadais.

Palavras chave: gonadotrofina coriénica humana * camundon-
gos transgénicos * reproducdo * horménio * tumores



El eje hipotialamo-hipodfiso-gonadal es el pilar fun-
damental en la regulaciéon endocrina de la funcién
reproductiva. Cualquier alteracién en la regulacién de
las diferentes hormonas o receptores involucrados en el
funcionamiento de este eje puede provocar cambios en
el inicio de la pubertad, infertilidad, y también cancer,
desordenes metabolicos o disfunciones cardiovascula-
res. La accion fisiologica de las gonadotrofinas esta bien
caracterizada y se sabe que son esenciales en la folicu-
logénesis, ovulacion y esteroidogénesis en las hembras,
y en el desarrollo testicular, espermatogénesis y este-
roidogénesis en los machos. Existen condiciones fisio-
l6gicas y patoldgicas donde la secrecion y/o accion de
las gonadotrofinas estan elevadas. Por ejemplo, duran-
te el primer trimestre de embarazo, cuando la hormo-
na gonadotrofina coriénica humana (hCG) es esencial
en el mantenimiento de la prenez y la masculinizacion
del feto (1). La posmenopausia es una condicion fisio-
l6gica donde las mujeres estan expuestas a niveles ele-
vados de gonadotrofinas durante décadas, y se ha pro-
puesto que éste es un factor de riesgo para el desarrollo
de tumores de ovario (2). Por ultimo, condiciones pato-
l6gicas con elevada secrecion/acciéon de gonadotrofi-
nas incluye tumores hipofisarios, mutaciones activantes
de sus receptores, sindrome de ovario poliquistico,
enfermedades trofoblasticas y tumores testiculares.

La tecnologia transgénica ha resultado ser una
herramienta fundamental a la hora de proveer nuevas
evidencias sobre el rol de las gonadotrofinas en la pato-
fisiologia reproductiva. La hCG, normalmente secreta-
da por la placenta, estd estructural y funcionalmente
relacionada con la hormona luteinizante (LH), y pro-
duce el mismo efecto biologico a través de la union a
un mismo receptor, estimulando la esteroidogénesis
gonadal. Los descubrimientos que vinculan a la accion
de LH con actividad de promotor tumoral, fueron el
incentivo para esclarecer las consecuencias fenotipicas
de una accion aumentada de LH/hCG (3-8). Con el fin
de lograr una elevada actividad de LH/hCG circulante,
se han desarrollado dos lineas de ratones transgénicos
que sobreexpresan hCG: 1) simple transgénicos porta-
dores del gen de la subunidad § de hCG (hCG+); 2)
doble transgénicos portadores de los genes de las subu-
nidades oy f de hCG (hCGof+). Ambos transgenes se
encuentran bajo el promotor universal Ubiquitina C.

Nuestro grupo de investigacion estd enfocado en
estudiar los efectos gonadales y extra-gonadales que ejer-
ce la hCG sobre la funcién endoécrina y reproductiva,
particularmente en condiciones de secrecion desregu-
lada y persistente. En este sentido, los ratones transgé-
nicos hipersecretores de hCG han resultado un exce-
lente modelo para llevar a cabo dichas investigaciones.
Estos animales se han desarrollado en la Universidad de
Turku, Finlandia, bajo la direccién y coordinacion de los
Dres. I. Huhtaniemi y M. Poutanen, con quienes se man-
tiene una activa colaboracion. Hemos realizado estudios
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de caracterizacion del modelo, que nos han permitido
tener un profundo conocimiento del mismo e identifi-
car un gran numero de anomalias en distintos niveles de
regulacion endocrina, que seran el foco de atencion en
futuras investigaciones. Las mismas tienen un conside-
rable potencial en el campo de la biomedicina, ya que
ayudaran a identificar los mecanismos regulatorios afec-
tados por un estimulo disruptivo como puede ser una
hipersecrecion hormonal, y permitiran la exploracion
de nuevas estrategias terapéuticas que interfieran en las
patologias endocrinas asociadas.

Hemos descrito que en el modelo de ratones trans-
génicos hCGf+ se producen moderados niveles de hCG
bioactiva, producto de la dimerizacién de la subunidad
hCGf transgénica y la subunidad o expresada endoge-
namente en la hipéfisis (9) (10). Mientras que los machos
hCGf+ son fértiles, las hembras presentan pubertad pre-
coz y son infértiles debido a alteraciones en el ciclo estral
y defectos en la estructura uterina. Los ovarios se mues-
tran con quistes hemorragicos ocasionales y altamente
luteinizados como consecuencia de la activa estimula-
cion con hCG. Estos animales producen elevados nive-
les circulantes de andrégenos, estrégenos y progestero-
na desde edades tempranas del desarrollo sexual. Se han
detectado también varios fenotipos extragonadales en
este modelo: a edades avanzadas, las hembras desarrollan
hiperprolactinemia acompanada de macroprolactino-
mas y tumores mamarios metastasicos (9)(11) (12). Los
complejos cambios hormonales, y consecuentemente el
desarrollo de dichos tumores se atribuyen a la hiperesti-
mulacion cronica del ovario por hCG, ya que la ovariec-
tomia impide su formacién, a pesar de mantener una
persistente y elevada secrecion de hCG.

El modelo de ratones doble transgénicos hCGaf+
produce una excesiva secrecion de la forma dimérica
bioactiva de hCG (3) (4) (10) (13). Esta condicién per-
miti6 identificar fenotipos patologicos que no se habi-
an manifestado en el modelo de simples transgénicos
con moderada expresion de hCG. Hemos observado
que las hembras también presentan pubertad precoz,
infertilidad y significativas alteraciones en el perfil de
hormonas esteroideas circulantes desde edades tem-
pranas de la maduracioén sexual. La principal caracte-
ristica que diferencia este modelo con el del simple
transgénico es el desarrollo de tumores de ovario de
tipo teratoma (3)(4). Al inicio de la edad adulta,
hemos detectado la presencia de células gigantes del
trofoblasto en el ovario hCGof+, normalmente invo-
lucradas en la implantacion del feto y vascularizacion
de la decidua materna, asi como la formacion de una
masa tumoral compuesta de tejidos derivados de las
tres capas embrionarias, que imita desordenadamente
el desarrollo embrionario. Estos tumores surgen a par-
tir de la activacion partenogenética de los ovocitos den-
tro del ovario. Hemos analizado si el desarrollo tumo-
ral esta influenciado por la acciéon de los esteroides
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gonadales producidos en exceso por dichos ovarios, a
través de tratamientos in vivo con el antiandrégeno flu-
tamida, el antiestrégeno fulvestrant y el antiprogesta-
geno mifepristone en ratones hembras hCGaf+ (14).
Si bien los tratamientos antihormonales no lograron
impedir la activacion teratogénica, los mismos tuvieron
un claro efecto sobre la progresion tumoral, frenando
el crecimiento explosivo del teratoma. Por otra parte,
hemos estudiado la capacidad ovulatoria y la expresion
de distintos factores involucrados en la ovulaciéon en
hembras inmaduras hCGof+ sometidos a un protoco-
lo de induccion de la ovulacion con PMSG/hCG.
Observamos que el mecanismo de ovulacién resulté
significativamente afectado en las hembras transgéni-
cas, indicando que niveles elevados de hCG estarian
produciendo una alteracién en la correcta expresion de
los factores involucrados en el proceso de senalizacion
intrafolicular, que conllevaria a la anovulacion (15).

En cuanto a los machos, la hipersecrecion crénica de
hCG causa hiperplasia/hipertrofia de las células de
Leydig de origen fetal, hiperandrogenismo, infertilidad
y severas alteraciones en los 6rganos reproductivos mas-
culinos (10) (13). Hemos demostrado ademas, que la
hipersecrecién de hCG en machos produce una inhi-
bicion persistente sobre la sintesis y secrecion de FSH,
a través de alteraciones a nivel de la hip6fisis y del hipo-
talamo, que no revierten con la castracién o con el blo-
queo de la acciéon androgénica por flutamida (16). Dado
que la sobreexpresion de hCG en este modelo ocurre
desde el estadio fetal, este efecto se deberia a una mayor
exposicion a esteroides del sistema neuroendoécrino
durante etapas tempranas de diferenciacion sexual, reve-
lando nuevos roles de los andrégenos y/o sus metaboli-
tos producidos localmente en la (des)regulacion de la
unidad hipotalamo-hipofisaria masculina.

Nuestras investigaciones sobre el modelo de hiperse-
crecion créonica de hCG muestran claramente que nive-
les elevados y persistentes de esta hormona promueven
en ratones multiples anomalias endocrinas que estan
acompanadas de tumores gonadales y extra-gonadales.

Estas investigaciones han sido financiadas con sub-
sidios de la Agencia Nacional de Promocién Cientifica
y Tecnologica, el Consejo Nacional de Investigaciones
Cientificas y Técnicas de la Republica Argentina y
Fundacion Roemmers.
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Falla ovarica prematura
Premature ovarian failure
Faléncia ovariana prematura
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Resumen

La falla ovérica prematura (FOP) es un sindrome carac-
terizado por amenorrea hipergonadotréfica antes de los
40 afos. Las causas del desarrollo de FOP pueden ser
autoinmunes, genéticas, cromosémicas e idiopaticas. Es
importante identificar marcadores para predecir la cesa-
cién prematura de los ciclos y planear una concepcion
temprana.

Palabras clave: falla ovarica prematura * sindrome de ovario
resistente a las gonadotrofinas * autoinmunidad ovarica * gen
R-FSH * gen inhibina o * gen FMR-1

Summary

Premature ovarian failure (POF) is defined as hyper-
gonadotropic amenorrhea before the age of 40. The causes
of POF development could be autoimmune, genetic, chro-
mosomic and idiopathic. It is important to identify markers
that can predict the premature cessation of menses and
enable early conception planning.

Key words: premature ovarian failure * resistant ovary syndrome *
ovarian autoimmunity * R-FSH gen * inhibin-o. gen * FMR-1 gen

Resumo

A faléncia ovariana prematura (FOP) é uma sindrome carac-
terizada por amenorreia hipergonadotréfica antes dos 40
anos. As causas do desenvolvimento de FOP podem ser
autoimunes, genéticas, cromossémicas e idiopéticas. E
importante identificar marcadores para predizer a cessagao
prematura dos ciclos e planificar uma concepg¢éo precoce.
Palavras chave: faléncia ovariana prematura * sindrome de
ovdrio resistente as gonadotrofinas * autoimunidade ova-
riana * gene R-FSH * gene inibina o. * gene FMR-1

Introduccién

La falla ovarica prematura (FOP) es una patologia
que afecta al 1% de las mujeres en edad fértil, caracte-
rizada por presentar amenorrea primaria o secundaria
antes de los 40 anos, hipoestrogenismo e hipergonado-
trofismo, con distintos grados de atresia folicular. Es un
sindrome muy heterogéneo y de patogénesis multicau-
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sal. Entre las causas de FOP se hallan alteraciones cro-
mosomicas, enzimaticas, causas iatrogénicas, infecciosas
o autoinmunidad. Asimismo y debido a la presencia de
varios casos de FOP en una misma familia, se ha sugeri-
do que este sindrome podria ser de origen genético.
Se ha propuesto al sindrome de ovario resistente a
las gonadotrofinas (SOR) como una forma folicular de
FOP, el cual se caracteriza por la presencia de nume-
rosos foliculos primordiales morfolégicamente nor-
males en los ovarios. Dado que las estructuras folicula-
res se encuentran conservadas en el SOR, seria
teéricamente posible la recuperacion de la funcion
ovarica, ya sea de forma espontanea o inducida.

Presentacion clinica

La FOP puede presentarse con amenorrea primaria
o secundaria. Las mujeres con defectos cromosémicos
en general presentan amenorrea primaria. Sin embar-
go, si el defecto se presenta con cierto grado de mosai-
cismo, las pacientes pueden poseer algo de tejido gona-
dal funcional que conduciria a distintos grados de
desarrollo sexual y a ciclicidad menstrual transitoria.

En muchos casos, la falla ovarica se desencadena
después de una historia menstrual normal con posibi-
lidades incluso de fertilidad. En otras mujeres, la ame-
norrea ocurre después del parto o de la suspension de
tratamientos con anticonceptivos orales. Su aparicion
no es un fenémeno de “todo o nada” y el diagnoéstico
definitivo de su comienzo es dificil de establecer. En los
dltimos anos, algunos autores prefieren el término
“disfuncion ovarica prematura” (DOP) o “insuficiencia
ovarica prematura” (IOP) para describir un curso cli-
nico progresivo hacia la cesacion de la funcién ovari-
ca. Asimismo, la deficiencia en los esteroides sexuales
que se observa en este sindrome puede conducir a un
riesgo elevado de osteoporosis, de enfermedad cardio-
vascular, asi como a la pérdida de fertilidad debida en
la mayoria de los casos, a la ausencia de foliculos.

Etiologia

La falla ovarica prematura puede ocurrir como con-
secuencia de: a) una reduccion del tamano del reser-
vorio folicular inicial; b) un aumento de la atresia foli-
cular; ¢) una interrupcion en la maduracion de los
foliculos. Las causas del desarrollo de FOP pueden ser:
autoinmunes (~15%), genéticas (~ 20%), cromosémi-
cas (~b%) e idiopdticas (~60%). Nuestro grupo de tra-
bajo se ha dedicado al estudio de las causas inmuno-
logicas y genéticas del desarrollo de FOP.

I-CAUSAS INMUNOLOGICAS

El ovario humano puede ser blanco de procesos
autoinmunes en varias circunstancias. Uno de los ele-
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mentos en la identificacion de la etiologia autoinmune
de FOP es la deteccion de anticuerpos circulantes diri-
gidos hacia antigenos del ovario, junto con la asocia-
cion a otras enfermedades autoinmunes, sistematicas u
organo-especificas. En algunas pacientes, hay también
una documentacién histologica de infiltrado linfocita-
rio en sus ovarios (1). Cuando la FOP se asocia a autoin-
munidad adrenal (2-10% de los casos) las pacientes pre-
sentan anticuerpos circulantes a células esteroideas
(SCA) (2). Los mismos reconocen células productoras
de esteroides en la corteza adrenal, testiculo, placenta
y ovario, y se correlacionan con la falla gonadal.

Sin embargo, en los casos de FOP no asociado a
autoinmunidad adrenal y en los casos de FOP aislado,
es necesario detectar autoanticuerpos circulantes diri-
gidos a antigenos del ovario como marcadores de
autoinmunidad ovarica. En estudios previos de nuestro
laboratorio, mediante una técnica de Western blot en
fraccion citosolica de ovarios humanos, detectamos
reaccion positiva hacia una proteina de aproximada-
mente 54 KDa, en el 19,1% de una poblacién de 110
pacientes FOP. Esta proteina fue identificada como
enolasa-o (3). No se ha podido establecer aun si estos
anticuerpos anti-ovario son causa o consecuencia del
proceso que conduce a la FOP y actualmente, su utili-
dad clinica es controvertida.

Por otro lado, el SOR puede considerarse un caso
raro de FOP autoinmune dado que el mismo presenta
inmunoglobulinas circulantes dirigidas al receptor de
la hormona foliculo estimulante (Ig-RFSH) (4). En un
estudio retrospectivo de 247 pacientes FOP, 23 de las
cuales fueron diagnosticadas como SOR, hallamos que
todas las pacientes SOR presentaron este anticuerpo
(5). Esta inmunoglobulina bloquea la unién de FSH a
sus receptores o a un sitio muy proximo, impidiendo
su accion (4). Estos datos son consistentes con las
manifestaciones histopatologicas de las pacientes SOR
y podrian explicar la resistencia de los foliculos a la
accion de la FSH.

II-CAUSAS GENETICAS

El gen del R-FSH ha sido uno de los genes candida-
tos mas estudiados. La primera mutacion fue descrip-
ta en el ex6n 7 de este gen, en mujeres con disgenesia
ovarica hipergonadotroéfica pertenecientes a 6 familias
de Finlandia (6). Hasta el presente se han descripto 8
mutaciones inactivantes del gen del R-FSH, todas ellas
en casos aislados. En nuestros trabajos, no detectamos
mutaciones en la secuencia codificante completa del
gen R-FSH en los individuos analizados (7). Estos datos
son coincidentes con estudios realizados en otras
poblaciones, sugiriendo que las mutaciones en el gen
del R-FSH son poco frecuentes en las pacientes FOP.
Asimismo, se conocen dos sitios polimérficos en el
exon 10 del gen del R-FSH que dan lugar a 2 isoformas
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del receptor. Nuestros resultados indicaron que los
polimorfismos del ex6n 10 no representan un factor
de riesgo para el desarrollo de FOP, si bien, la presen-
cia de una isoforma particular del receptor estaria aso-
ciada a una forma mas severa del sindrome (8).

Por su parte, el gen de la inhibina alfa ha sido pro-
puesto como otro gen candidato para el desarrollo de
FOP, debido al rol de las inhibinas en la regulacion de
la FSH. En este gen se han descripto un polimorfismo
y una sustitucion, los cuales se han asociado al desa-
rrollo de la enfermedad. Sin embargo, resultados de
nuestro laboratorio estarian indicando que estas
variantes no constituyen un factor de riesgo para la
enfermedad ya que no hallamos asociacién de los mis-
mos con la aparicion de FOP en nuestra poblacién (9).

Otro de los genes candidatos propuestos es el gen
FMR-1. Este gen se encuentra en el cromosoma X y se
caracteriza por poseer en su regiéon 5° no codificante
un numero variable de trinucle6tidos CGG. Los indi-
viduos normales poseen hasta 50 repeticiones CGG,
mientras que la expansion en mas de 200 repeticiones
(mutacién completa) es responsable del “sindrome de
fragilidad del X” (SFX), una forma de retardo mental.
Los alelos que contienen entre 50-200 repeticiones son
considerados premutados y pueden expandirse a muta-
cion completa en una generacion. Las mujeres con ale-
los premutados en el gen FMR-1 tienen un riesgo
aumentado de desarrollar FOP. De hecho, se ha esti-
mado que la incidencia de FOP entre las mujeres por-
tadoras de la premutacién es de alrededor del 15%
(10). Por otro lado, aproximadamente 4% de las muje-
res afectadas de FOP son portadoras de la premutacion
en el gen FMR-1. Nuestros estudios sobre 100 pacien-
tes FOP y 156 controles, mostraron la presencia de tri-
pletes expandidos de este gen en 7 pacientes FOP de
nuestra poblacion. Teniendo en cuenta la posibilidad
de descendencia del SFX, se aconseja solicitar el estu-
dio de la zona repetitiva CGG del gen FMR-1 a las
pacientes FOP, a los efectos de brindar asesoramiento
genético (11).

Tratamiento

El criterio actual para mujeres con FOP es la terapia
de reemplazo hormonal hasta la edad fisiologica de la
menopausia (50 anos) con el objeto de cubrir el défi-
cit estrogénico de sus ovarios y disminuir el riesgo de
osteoporosis y enfermedad cardiovascular. Ademas, se
suplementa con testosterona para mejorar la funcion
sexual. Alrededor de 5-10% de las mujeres con FOP
logran ovulacién y embarazos espontaneos, razon por
la cual se debe proteger al ovario con esta terapia y no
privar a la paciente de esa posible fertilidad. Los trata-
mientos con clomifeno, gonadotrofinas, agonistas de
GNRH o inmunosupresores, no mejoraron significati-
vamente la posibilidad de embarazos, y en consecuen-



cia, se han dejado de usar. Existen s6lo algunos casos
reportados de pacientes FOP autoinmunes que han
recuperado el ciclo menstrual y embarazo con la tera-
pia inmunosupresora (12). Actualmente, el tratamien-
to de eleccion para recuperar la fertilidad de Ia mujer
con FOP es la donacion de 6vulos mediante el proce-
so de reproduccion asistida. También se propone la
criopreservacion de ovocitos para su posterior creci-
miento y maduracion in vitro.

Desarrollos futuros

El entendimiento de los posibles mecanismos que
conducen a la FOP contribuirian al diagnoéstico tem-
prano de esta condicion, para asi lograr la proteccion
de los foliculos antes del desarrollo de la misma. Es
importante identificar marcadores que puedan prede-
cir la cesacion prematura de los ciclos y planear una
concepcion temprana.
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LABORATORIO DE MECANISMOS
MOLECULARES DE LA FERTILIZACION

Mecanismos moleculares involucrados en el
proceso de fertilizacion

Molecular mechanisms involved in the
fertilization process

Mecanismos moleculares envolvidos no
processo de fertilizagdo

Débora J. Cohen, Julieta A. Maldera,

Mariana Weigel Mufioz, Juan I. Ernesto,
Gustavo Vasen, Maria A. Battistone, Patricia S.
Cuasnicu

Resumen

El proceso de fertilizacién en mamiferos involucra una serie
de interacciones entre el espermatozoide y el ovocito media-
das por mecanismos de tipo ligando-receptor. Una de las
moléculas mediadoras del proceso de fertilizacién es la pro-
teina epididimaria CRISP1 (Cysteine Rich Secretory Protein 1),
la cual se asocia con dos afinidades diferentes a los esper-
matozoides durante la maduracién. Mientras la poblacion
débilmente unida al espermatozoide se libera durante la capa-
citacioén, la poblacién fuertemente unida, se comporta como
una proteina integral de membrana, permanece en el esper-
matozoide luego de la capacitacién, y participa en el proceso
de interaccion de gametas. Recientes estudios indican que, si
bien los ratones knockout para CRISP1 son fértiles, sus esper-
matozoides exhiben menores niveles de fosforilacién de pro-
teinas en tirosina durante la capacitacién, como asi también
una significativamente menor capacidad de interactuar tanto
con la zona pellucida como con la membrana plasmética del
ovocito (fusién). Dado que la proteina testicular CRISP2 tam-
bién participa en el proceso de fusion, la misma seria la can-
didata mas probable a compensar la falta de CRISP1 en el
animal knockout. En conjunto, nuestros resultados apoyan la
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idea de diferentes roles para una misma proteina CRISP, y la
cooperacién entre proteinas CRISP homélogas con el fin de
garantizar el éxito de la fertilizacion.

Palabras clave: espermatozoide * ovocito * fertilizacion

Summary

Mammalian fertilization involves a series of sperm-egg inter-
actions mediated by ligand-receptor mechanisms. One of the
molecules proposed to participate in this process is epi-
didymal protein CRISP1 (Cysteine Rich Secretory Protein 1)
which associates with two different affinities with sperm dur-
ing maturation. While the loosely bound population is
released from the cell during capacitation, the strongly
bound population behaves as an integral protein, remains on
the sperm after capacitation, and participates in gamete
interaction. Recent results revealed that although CRISPI
knockout mice are fertile, their sperm exhibit lower levels of
protein tyrosine phosphorylation during capacitation as well
as a significantly reduced ability to interact with both ZP and
the oolema (fusion). Considering evidence showing that tes-
ticular CRISPZ2 also participates in gamete fusion, this pro-
tein is a likely candidate to compensate for the lack of
CRISP1 in knockout mice. Together, these results support
the idea of different roles for the same CRISP protein, and
a functional cooperation between homologous CRISP pro-
teins to ensure the success of fertilization.

Key words: sperm * egg * fertilization

Resumo

O processo de fertilizagdo em mamiferos envolve uma série
de interagdes entre o espermatozoide e o ovdcito mediados
por mecanismos de tipo ligando-receptor. Uma das molé-
culas mediadoras do processo de fertilizagdo é a proteina
epididimaria CRISP1 (Cysteine Rich Secretory Protein 1),
a qual se associa com duas afinidades diferentes aos esper-
matozoides durante a maduragdo. Enquanto a popula¢do
unida de forma fraca ao espermatozoide se libera do esper-
matozoide durante a capacitagdo, a populagéo fortemente
unida se comporta como uma proteina integral de mem-
brana, permanece no espermatozoide depois da capacita-
¢do, e participa no processo de interagdo de gametas.
Recentes estudos indicam que embora os camundongos
knockout para CRISP1 sejam férteis, seus espermatozoides
exibem menores niveis de fosforilagédo de proteinas em tiro-
sina durante a capacitacdo, bem como uma significativa-
mente menor capacidade de interagir tanto com a zona
pelicida quanto com a membrana plasmética do ovécito
(fusao). Visto que a proteina testicular CRISP2 também par-
ticipa no processo de fusdo, a mesma seria a candidata
mais provavel a compensar a falta de CRISP1 no animal
knockout. Em conjunto, nossos resultados apoiam a ideia
de diferentes papéis para uma mesma proteina CRISP, e a
cooperagdo entre proteinas CRISP homdlogas visando a
garantir o éxito da fertilizag&o.

Palavras chave: espermatozoide * ovécito * fertilizacao
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El proceso de fertilizacion involucra una serie de
interacciones entre el espermatozoide y el ovocito
mediadas por mecanismos de tipo ligando-receptor
entre moléculas complementarias presentes en las
membranas de ambas gametas (1). Sin embargo, a
pesar de la importancia de este proceso, la informa-
cion acerca de la identidad de las moléculas involu-
cradas es ain muy escasa (2).

Una de las proteinas postuladas como mediadoras
del proceso de fertilizacion es la proteina epididimaria
CRISP1 (32 kDa) (3), la cual se asocia a los esperma-
tozoides a medida que los mismos transitan por el epi-
didimo (4). Originalmente localizada en la regién dor-
sal de la cabeza del espermatozoide, CRISP1 migra al
segmento ecuatorial con la ocurrencia de la reaccion
acrosomal (5). Dado que el segmento ecuatorial es la
region por la cual el espermatozoide se fusiona con el
ovocito, se investig6 el posible papel de CRISP1 en este
paso especifico de la fertilizacion. Los resultados indi-
caron que tanto la presencia de anti-CRISP1, como de
la proteina CRISP1 purificada, durante la co-incuba-
cion de gametas, inhibia significativamente la fusion
espermatozoide-ovocito sin afectar la etapa de union
entre ambas gametas (6). Estos resultados no s6lo con-
firmaron la participacién de CRISP1 en la etapa de
fusion sino también la existencia de sitios comple-
mentarios para esta proteina en la membrana plasma-
tica del ovocito (oolema). Ensayos posteriores de
inmunoflorescencia indirecta permitieron detectar la
presencia de dichos sitios en toda la superficie del ovo-
cito, excepto en una region a la que se denominé area
negativa y que resulté coincidente con la regién por la
cual el espermatozoide no se fusiona con el ovocito
(6). De este modo, mientras la proteina CRISP1 esta-
ria localizada en la region fusogénica del espermato-
zoide, sus sitios complementarios se localizarian en la
region fusogénica del ovocito. Estos resultados repre-
sentaron una importante contribucién al campo de la
fusion de gametas ya que constituyeron la primera
evidencia de la existencia de sitios especificos para
una proteina del espermatozoide en la superficie del
ovocito de mamiferos. Posteriores resultados indica-
ron que CRISP1 se asociaria a la membrana del esper-
matozoide con dos afinidades diferentes, dando lugar
a la presencia de dos poblaciones sobre la gameta:
una poblacion mayoritaria, asociada débilmente por
interacciones iénicas y que se libera de la célula
durante el proceso de capacitacion, y una poblacién
fuertemente unida que corresponde a la proteina que
migra al segmento ecuatorial y que participa en el
proceso de fertilizacién (7). La relevancia de CRISP1
para la fertilidad fue confirmada por experimentos
en los cuales ratas inmunizadas con CRISP1 presen-
taban anticuerpos especificos contra la proteina, y
una inhibicién significativa de la fertilidad en ambos
sexos (8).



CRISP1 recibe este nombre por haber sido el pri-
mer miembro descripto de la familia de proteinas
denominadas CRISP (Proteinas Secretorias Ricas en
Cisteinas), las cuales poseen un total de 16 cisteinas, 10
de las cuales se localizan en el extremo C-terminal de
la molécula. Resultados de nuestro laboratorio indican
que, al igual que CRISP1 de rata, las proteinas homo-
logas de ratén y humano también participan en el pro-
ceso de fusion de gametas a través de sitios de union
en la superficie de los respectivos ovocitos (9)(10).
Posteriores estudios de nuestro grupo revelaron que,
ademas de su rol en el proceso de fusiéon de gametas,
CRISP1 también participaria en la etapa previa de inte-
raccion espermatozoide-zona pellucida (ZP) a través
de su interaccion con sitios complementarios presen-
tes en la ZP (11).

Mientras se ha encontrado que el dominio C-ter-
minal de varias proteinas CRISP presenta la capaci-
dad de regular canales i6nicos (12), resultados de
nuestro laboratorio indican que el dominio N-termi-
nal contendria el sitio por el cual CRISP1 se une a la
membrana plasmadtica del ovocito (13). Mas aun,
hemos encontrado que dicha actividad reside en una
region de so6lo 12 aminoacidos que corresponde a
una secuencia consenso compartida por todas las pro-
teinas CRISP, denominada Signature 2 (13). Por su
parte, nuestras observaciones indican que la capaci-
dad de CRISP1 de interactuar con la ZP no residiria
en una region especifica de la molécula sino que
dependeria de su conformaciéon (11). En conjunto,
no s6lo habria dos poblaciones de CRISP1 sobre el
espermatozoide sino también dos dominios en la
molécula con dos actividades diferentes. Mientras la
capacidad de unirse al ovocito se encontraria asocia-
da a la proteina fuertemente unida y residiria en el
dominio N-terminal, la proteina débilmente unida al
espermatozoide cumpliria un rol en el proceso de
capacitacion regulando canales ionicos a través del
dominio C-terminal. Recientes resultados de nuestro
grupo indican que la poblacién de CRISP1 débil-
mente unida al espermatozoide, se asociaria a través
de la formacion de un complejo entre la proteinay el
zinc (14), mientras que la poblacién fuertemente
unida, lo haria a través de los epididimosomas pre-
sentes en el fluido epididimario (resultados no publi-
cados).

Con el fin de confirmar la importancia de CRISP1
para la fertilizacién, nuestro laboratorio generé ani-
males knockout (KO) para la proteina CRISP1 estu-
diando posteriormente su fenotipo. Los estudios
indicaron que, si bien los animales KO eran fértiles,
los espermatozoides presentaban una marcada dismi-
nucion en el nivel de fosforilacion de proteinas en
tirosina, evento clave dentro del proceso de capacita-
cion de los espermatozoides como asi también exhi-
bian una disminucioén significativa en su capacidad de
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interactuar con la ZP y fusionarse con el oolema, con-
sistente con los roles propuestos para CRISP1 en el
proceso de fertilizacion (15). Asimismo, la exposicion
de ovocitos a espermatozoides KO en presencia de
diversas proteinas CRISP disponibles en el laborato-
rio indic6 que, ademads de CRISP1, otras proteinas
homologas estarian cooperando con CRISP1 para
garantizar el éxito de la fertilizacién. En base a resul-
tados de nuestro grupo indicando que la proteina tes-
ticular CRISP2, altamente homologa a CRISP1, tam-
bién participa en el proceso de fusiéon (16), CRISP2
seria la candidata mas probable a compensar la falta
de CRISP1 en el animal KO.

En conjunto, nuestros resultados apoyan la idea de
diferentes roles para una misma proteina CRISP, y la
participacion de diferentes proteinas CRISP en un
mismo evento reproductivo (Figura 1). Dado que los
espermatozoides son células inactivas a nivel trans-
cripcional, es probable que esta redundancia funcio-
nal exista en el espermatozoide como un mecanismo
para garantizar el éxito de un evento esencial como
lo es la fertilizacion.

| Diferentes funciones para una misma CrisP |

CRISP1
A B c
Fosforilacién en Q
tirosina

capacitacion  interaccion Fusion de
con ZP gametas

] D

CRISP2
Diferentes CRISPs para un mismo evento de
fertilizacién

Figura 1. Representacion esquematica de las funciones de las pro-
teinas CRISP en fertilizacion: La proteina epididimaria CRISPI
cumpliria funciones a nivel de A: la regulacién de la fosforilacion
de proteinas en tirosina durante la capacitacion, B: la union del
espermatozoide a la zona pellucida (ZP) y C: la fusion de gametas,
mientras que la proteina testicular CRISP2 cooperaria con CRISP1
en el evento de fusién (D).
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Mecanismos moleculares relacionados con la
exocitosis acrosomal en espermatozoides de
mamiferos

Molecular mechanisms associated with mam-
malian sperm acrosomal exocytosis

Mecanismos moleculares relacionados com a
exocitose acrossomal em espermatozoides de
mamiferos

Mariano G. Buffone, Ana Romarowski,
Florenza A. La Spina.

Resumen

Los espermatozoides de mamifero adquieren capacidad fe-
cundante durante su paso por el tracto femenino en un pro-
ceso denominado “capacitaciéon” espermatica. Durante este
proceso, el espermatozoide adquiere la capacidad de rea-
lizar la "exocitosis acrosomal” que permite penetrar la zona
pellucida (matriz extracelular que rodea al ovocito). En el
proceso de exocitosis acrosomal, la membrana acrosomal
externay la membrana plasmatica se fusionan en multiples
puntos, produciéndose la liberacién y dispersiéon del con-
tenido acrosomal. Esta exocitosis es un tipo particular de
secrecién regulada, que comparte mucho de los mismos
mecanismos basicos que se han descrito en otras células
secretoras, como neuronas o células del sistema endocrino.
Durante la capacitacién, se ha observado que el esperma-
tozoide atraviesa estadios intermedios de exocitosis acro-
somal con una exposicion gradual de componentes intra-
acrosomales. Este fendmeno se da coincidentemente con
una estabilizacion de las estructuras involucradas, de ma-
nera tal que la exocitosis se produzca sélo en respuesta al
estimulo adecuado. A pesar de que se han descripto nu-
merosos cambios bioquimicos asociados al proceso de ca-
pacitacion y exocitosis, la pregunta que atin no ha podido
ser contestada es: ;cudles son los cambios bioquimicos
esenciales que transforman un espermatozoide sin capa-
cidad de realizar exocitosis acrosomal ante un estimulo fi-
siolégico (no capacitados) en una célula capaz de hacerlo
(capacitados)? Asimismo, durante la capacitacién se pro-
duce una polimerizacion de la actina globular (G) en fila-
mentosa (F) en la cabeza del espermatozoide, sitio donde
ademas, han sido identificados numeroso componentes re-
lacionados con el citoesqueleto de actina. El citoesqueleto
de actina actia como un modulador de la exocitosis en di-
versos sistemas celulares. Nuestros resultados prelimina-
res indican que la polimerizacién de la actina es necesa-
ria para que los espermatozoides puedan formar los



estadios intermedios de exocitosis y eventualmente, reac-
cionar ante el estimulo adecuado.

Palabras clave: espermatozoide * exocitosis acrosomal *
citoesqueleto de actina

Summary

Mammalian sperm must undergo a process termed capaci-
tation in order to become competent to fertilize an egg. Ca-
pacitation renders the sperm competent by priming the
cells to undergo an exocytotic event called acrosomal exo-
cytosis that is stimulated by the zona pellucida (ZP) of the
egg. During exocytosis, the outer acrosomal membrane
(OAM) and the plasma membrane (PM) fuse, resulting in the
release of the acrosomal components. Although many aspects
of acrosomal exocytosis are similar to exocytosis in other cell
types, there are also some major differences. As incubation
under capacitating conditions proceeds, sperm progresses
through intermediate stages of acrosomal exocytosis that
lead to the incremental exposure and eventual release of se-
lected acrosomal components. The formation of these inter-
mediate stages is coincidental with stabilization of a primed
event (membrane docking/fusion) so that the exocytosis is re-
stricted to and occurs only in response to a specific stimulus
(ZP). Over many years, several biochemical events have been
associated with the capacitation process; however, the ques-
tion that has remained unanswered in investigations of ca-
pacitation is: what is the underlying reaction or set of reac-
tions that transform the sperm cell from a state unresponsive
to ZP-stimulated acrosomal exocytosis to the state primed to
respond to these stimuli? During the course of capacitation,
sperm intracellular globular (G)-actin is polymerized to fila-
mentous (F)-actin. In other systems, the cortical actin network
acts as a dominant negative clamp which blocks constitutive
exocytosis. Preliminary results suggest that actin polimeriza-
tion is essential for acrosomal exocitosis to occur.

Key words: spermatozoon * acrosomal exocytosis * actin cy-
toskeleton

Resumo

Os espermatozoides de mamifero adquirem capacidade
fecundante durante sua passagem pelo trato feminino num
processo denominado “capacitacdo” espermatica. Durante
este processo, o espermatozoide adquire a capacidade de
realizar a “exocitose acrossomal” que permite penetrar a
zona peldcida (matriz extracelular que rodeia o ovdcito). No
processo de exocitose acrossomal, a membrana acrossomal
externa e a membrana plasmatica se fundem em multiplos
pontos, produzindo-se a liberagéo e disperséo do contetido
acrossomal. Esta exocitose é um tipo particular de secre-
¢do regulada, que muito compartilha dos mesmos meca-
nismos bdsicos que se tém descrito em outras células se-
cretoras, como neurénios ou células do sistema enddcrino.
Durante a capacitagédo, foi observado que o espermatozoide
atravessa estadios intermedidrios de exocitose acrossomal
com uma exposicdo gradual de componentes intra-acros-
somais. Este fenémeno se da em coincidéncia com uma es-
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tabilizacado das estruturas envolvidas de maneira tal que a
exocitose seja produzida sé em resposta ao estimulo ade-
quado. Apesar de que foram descritas numerosas alteracbes
bioquimicas associadas ao processo de capacitacdo e exo-
citose, a pergunta que ainda nao pbde ser respondida é:
quais s&o as alteragbes bioquimicas essenciais que trans-
formam um espermatozoide sem capacidade de realizar
exocitose acrossomal diante de um estimulo fisioldgico (ndo
capacitados) numa célula capaz de fazé-lo (capacitados)?
Do mesmo modo, durante a capacitagéo se produz uma po-
limerizag&o da actina globular (G) em filamentosa (F) na ca-
beca do espermatozoide, lugar onde também, tém sido
identificados numerosos componentes relacionados com o
citoesqueleto de actina. O citoesqueleto de actina age
como um modulador da exocitose em diversos sistemas ce-
lulares. Nossos resultados preliminares indicam que a po-
limerizagdo da actina é necesséria para que os esperma-
tozoides possam formar os estadios intermediarios de
exocitose e eventualmente, reagir diante do estimulo ade-
quado.

Palavras chave: espermatozoide * exocitose acrossomal * ci-
toesqueleto de actina

Exocitosis acrosomal

Los espermatozoides de mamiferos adquieren capa-
cidad fecundante durante su paso por el tracto feme-
nino en un proceso denominado capacitacion esper-
matica (1). Este proceso puede también ocurrir in vitro
en medios definidos que emulan la composicion del
fluido oviductal. Varios eventos han sido asociados al
proceso de capacitacion, entre los que se encuentran los
cambios en el patréon de movimiento (hiperactividad),
cambios en la localizacién de proteinas, incremento en
la fluidez de membrana y en la permeabilidad a ciertos
iones como calcio y bicarbonato, fosforilacion de pro-
teinas, principalmente en tirosina, y polimerizacion de
la actina G a F en la cabeza del espermatozoide (2).

Mediante la capacitacion, el espermatozoide ad-
quiere la competencia para realizar la exocitosis acro-
somal que le permite penetrar la zona pelicida, matriz
extracelular que rodea al ovocito, en donde la mem-
brana acrosomal externa (MAE) y la membrana plas-
matica (MP) se fusionan en multiples puntos produ-
ciéndose la liberacién y dispersion del contenido
acrosomal. Este mecanismo de exocitosis es un tipo par-
ticular de secrecién regulada que comparte caracte-
risticas similares con mecanismos basicos descriptos
en otras cé€lulas secretoras, como neuronas o células del
sistema endocrino. Las diferencias esenciales son: 1) el
acrosoma es una vesicula secretoria tinica; 2) se forman
multiples puntos de fusion entre la membrana acroso-
mal externa (MAE) y la plasmatica (MP); 3) esta fusion
forma vesiculas hibridas que son liberadas al medio cir-
cundante durante la exocitosis; 4) no existe reciclado
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de las membranas luego de la exocitosis acrosomal,
siendo éste un proceso irreversible.

ESTADIOS INTERMEDIOS DE EXOCITOSIS
ACROSOMAL

Durante la capacitacion, el espermatozoide atraviesa
estadios intermedios de exocitosis acrosomal con una
exposicion gradual de componentes intra-acrosomales.
Estudios realizados mediante microscopia electrénica
de transmision sobre espermatozoides humanos en pro-
ceso de exocitosis acrosomal revelaron seis estadios in-
termedios (3). Mds recientemente, Zanetti y Mayorga
(4) han mostrado cambios morfolégicos graduales en
la formacion de vesiculas hibridas previo a la exocitosis
completa, con un hinchamiento del acrosoma durante
la capacitacién que disminuye la distancia entre las dos
membranas y que, posiblemente, facilite el anclaje o for-
macion de los poros de fusion.

En especies como ratén y cobayo, se han descripto
cuatro estadios intermedios que representan sucesivos
pasos hacia una exocitosis completa (5). Utilizando ra-
tones transgénicos que expresan en forma soluble la
proteina fluorescente verde (GFP) en sus acrosomas
como herramienta para evaluar la integridad acrosomal,
Kim y Gerton (5) han demostrado mediante el uso de
esferas conjugadas con anticuerpos anti-sp56 (prote-
ina de la matriz acrosomal) la relacién temporal entre
cuatro estadios intermedios de exocitosis. Los esper-
matozoides comienzan con proteina GFP en sus acro-
somas y sin unir esferas con el anticuerpo anti-sp56.
Luego, atraviesan dos estadios intermedios en los cua-
les comienzan a mostrar union a las esferas demos-
trando la exposicion de la proteina sin perdida del con-
tenido acrosomal para, posteriormente, perder la
proteina GFP y seguir mostrando unién a las esferas, ya
que la matriz acrosomal continia asociada a la cabeza
del espermatozoide por un cierto tiempo luego de re-
alizada la exocitosis acrosomal. Finalmente, todos los es-
permatozoides pierden la asociaciéon con las esferas
anti-sp56 debido a la completa liberacion de la matriz
acrosomal.

Consistente con la idea de que existen estadios in-
termedios de exocitosis, reportes previos han definido
cuatro patrones de tincion con el colorante clortetra-
ciclina (6). Los espermatozoides no capacitados po-
seen el patron “N”, los capacitados sin reaccionar el pa-
tron “B”, los capacitados en vias de sufrir exocitosis
acrosomal el patrén “S” y los reaccionados el patréon
“AR”. Los patrones B y S representan estadios interme-
dios de exocitosis y los espermatozoides pueden ser
atrapados quimicamente en estos estadios mediante el
uso de diferentes sustancias. Estudios electromicrosco-
picos del estadio “S” revelaron que las membranas MAE
y MP comienzan a unirse.

El espermatozoide capacitado podria formar pe-
quenas regiones de fusion que llevan a una creciente ex-
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posicion y eventual liberacion de los componentes acro-
somales. Dos modelos celulares para estudiar este fe-
nomeno son las células lactotropas de la glandula pi-
tuitaria de ratay las células secretoras de insulina INS-I.
Ambas células forman poros estables de fusion que per-
sisten por periodos prolongados de tiempo. En estos
dos modelos hay un retraso entre la apertura del poro
de fusion y la liberacion de los contenidos vesiculares
(7). En espermatozoides de mamiferos existen eviden-
cias que apoyarian este concepto como son los estudios
de Flaherty y Olson (8). Estos autores preincubaron es-
permatozoides de cobayo en un medio libre de calcio
y en presencia de lisolecitina. Luego, agregaron calcio
para estimular la exocitosis acrosomal de manera sin-
cronizada. Utilizando microscopia electrénica, obser-
varon que la fusién entre la MAE y Ia MP no ocurria en
el segmento apical del acrosoma y si en las zonas peri-
féricas.

La formacion de estadios intermedios durante la ca-
pacitacion podria representar el anclaje de la mem-
brana acrosomal externa con la membrana plasmatica,
que es necesario para que se lleve a cabo el proceso de
fusion de membranas de la exocitosis acrosomal. Este
proceso de formacién de estadios intermedios se da
conjuntamente con una estabilizacion de estas estruc-
turas por mecanismos atiin no conocidos, de manera tal
que la exocitosis se produzca s6lo en respuesta al esti-
mulo adecuado.

CITOESQUELETO DE ACTINAEN
ESPERMATOZOIDES Y SU RELACION CON LA
EXOCITOSIS

En otros sistemas celulares, se ha demostrado que el
citoesqueleto de actina actiia como una barrera que blo-
quea la exocitosis constitutiva. Mediante el uso de un sis-
tema de imagenes con excitaciéon por dos fotones, se ha
observado que los granulos de fusion de células acina-
res del pancreas son rapidamente recubiertos de actina-
F. Esta malla de actina-F disminuye la tasa de fusion sin
afectar el proceso fisiologico global de exocitosis, esta-
bilizando las estructuras participantes en la fusion.

En espermatozoides de mamiferos, la actina se en-
cuentra presente en su forma monomeérica (actina-G)
y polimerizada o filamentosa (actina-F). La actina ha
sido identificada en el espacio acrosomal, la region
ecuatorial y postacrosomal asi como también en la cola
del espermatozoide (8). Durante la capacitacion se pro-
duce una polimerizacién de la actina globular (G) en fi-
lamentosa (F) en la cabeza del espermatozoide (2).
Este fenémeno, sumado a la presencia de numerosas
proteinas relacionadas con actina en el espermatozoide,
sugeriria que el citoesqueleto de actina participa acti-
vamente en la funcién espermatica.

Usando membranas aisladas de espermatozoides,
Spungin y colaboradores (9) demostraron que la in-



duccién de la exocitosis acrosomal en espermatozoides
capacitados de ratén, produce una rapida desaparicion
de la actina-F. Esta despolimerizacion seria promovida
por el marcado aumento de calcio que se produce du-
rante la exocitosis acrosomal. La inhibicion de la poli-
merizacion de actina que ocurre durante la capacitacion
inhibe la exocitosis acrosomal. Estos resultados sugeri-
rian que la polimerizacién de actina es necesaria para
que la exocitosis ocurra, y que una vez que la actina ha
sido polimerizada a la forma F, debe ocurrir una rapida
despolimerizacion para que la exocitosis pueda ocurrir.

Si bien otros han demostrado el rol de las proteinas
SNARE:s y la synaptotagmina en los estadios finales de
fusion de las dos membranas (10), atn no se conoce el
mecanismo que explique el movimiento o acercamiento
de las membranas que precede a la formacién de los
puntos de fusion. El citoesqueleto de actina juega un pa-
pel importante en la exocitosis de diversos tipos celu-
lares, y se piensa que el mismo es importante para po-
sicionar las membranas de los granulos secretorios en
proximidad con la membrana plasmatica, pero que en
un estadio posterior, los filamentos de actina deben di-
sociarse para permitir el contacto entre las dos mem-
branas. Esta polimerizacion de la actina durante la ca-
pacitacion espermatica podria estar participando en
este acercamiento de las membranas intervinientes en
la fusion, para que los demas eventos moleculares pue-
dan llevarse a cabo.
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LABORATORIO DE QUIMICA
DE PROTEOGLICANOS Y MATRIZ
EXTRACELULAR

El papel de los glicosaminoglicanos en el
proceso de descondensacion cromatinica
del espermatozoide humano

Role of glycosaminoglycans in sperm
chromatin decondensation in humans.

O papel dos glicosaminoglicanos no
processo de descondensagdo cromatinica
do espermatozoide humano

Marina Romanato, Vanina Julianelli,
Barbara Farrando, Lucrecia Calvo, Juan Carlos Calvo

Resumen

En el nlcleo del espermatozoide, la cromatina se encuentra
de 6 a 8 veces mas condensada que en los nucleos de las
células somaticas. Esta condensacién es el resultado del in-
tercambio de histonas por protaminas durante el proceso de
formacién de los espermatozoides, otorgando al material ge-
nético una resistencia Unica al ataque por especies reacti-
vas de oxigeno como también al estrés que significa el tra-
yecto hasta su encuentro con el ovocito en el oviducto. Esta
condensacién tan alta debe ser relajada, una vez producida
la fecundacion del ovocito, para permitir la formacién del
prontcleo masculino y la posterior singamia. Para que ocu-
rra la descondensacion es necesaria la reduccién de los
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puentes disulfuro de las protaminas, reaccién que lleva a
cabo el glutation y, ademas, la remocién de las protaminas
con intercambio posterior o concomitante por las histonas
ovocitarias. En este punto, todavia no hay consenso sobre la
molécula involucrada. En nuestro laboratorio postulamos
que seria el heparan sulfato, basados en anélisis de des-
condensacion in vitro, en las caracteristicas estructurales de
la moléculay en su presencia en el ovocito murino, con evi-
dencias preliminares de su presencia también en el ovocito
humano (datos no mostrados).

Palabras clave: glicosaminoglicanos * cromatina * descon-
densacion * espermatozoides * heparan sulfato

Summary

In the sperm nucleus, chromatin is 6 to 8 times more con-
densed than in the nuclei of somatic cells. This high con-
densation is the result of the exchange between histones and
protamines during the process of spermatogenesis, and pro-
vides the genetic material with unique resistance to the at-
tack of reactive oxygen species, as well as to the stress of the
voyage towards the encounter with the oocyte in the oviduct.
This high condensation must be relaxed, once the fertiliza-
tion of the oocyte has taken place, in order to allow for the
formation of male pronucleus and subsequent syngamy. For
the decondensation to occur, it is necessary to reduce the
disulfide bonds in the protamines, reaction that takes place
with the assistance of glutathione, and also to remove the pro-
tamines with the subsequent or concomitant exchange with
oocyte histones. At this point, there is no consensus regard-
ing the molecule involved in this process. In these studies,
it has been postulated that this molecule is heparan sulfate,
based on in vitro decondensation studies, on the structural
characteristics of the molecule and the fact that it is present
in the murine oocyte, with preliminary evidence of its pres-
ence also in the human oocyte (data not shown).

Key words: glycosaminoglycans * chromatin * decondensa-
tion * spermatozoa * heparan sulfate

Resumo

No nucleo do espermatozoide, a cromatina se encontra de
6 a 8 vezes mais condensada que nos nicleos das células
somaéticas. Esta condensacdo é o resultado da troca de his-
tonas por protaminas durante o processo de formagéo dos es-
permatozoides, outorgando ao material genético uma resis-
téncia tnica ao ataque por espécies reativas de oxigénio bem
como ao estresse que significa o trajeto até seu encontro com
o0 ovdcito no oviduto. Esta condensacéao téo alta deve ser re-
laxada, assim que é produzida a fecundagédo do ovdcito, para
permitir a formag&o do prondcleo masculino e a posterior sin-
gamia. Para que ocorra a descondensag&o é necesséria a re-
dugéo das pontes dissulfeto das protaminas, reacado que leva
a cabo o glutation e, também, a remog&o das protaminas com
troca posterior ou concomitante pelas histonas oocitérias.
Neste ponto, ainda ndo ha consenso sobre a molécula en-
volvida. No nosso laboratério postulamos que seria o heparan
sulfato, baseados em andélises de descondensagéo in vitro, nas
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caracteristicas estruturais da molécula e em sua presenga no
ovdcito murino, com evidéncias preliminares de sua presenga
também no ovdcito humano (dados ndo mostrados).
Palavras chave: glicosaminoglicanos * cromatina * descon-
densacdo * espermatozoides * heparan sulfato

Introduccién

La funcién de la gameta masculina en el proceso de
fertilizaciéon no culmina con la penetracién al ooplasma,
sino que requiere ademas la fusiéon de su material ge-
nético con el material genético del ovocito. Para lo-
grarlo, el nticleo del espermatozoide, una vez ingresado
al ovocito, sufre una serie de cambios ultraestructurales
que culminan con la formacién del prontucleo mascu-
lino. Es conocido el alto grado de condensacion de la
cromatina espermatica, comparado con el de las célu-
las somaticas, y el impacto que la misma tiene en la pro-
teccion del material genético de las especies reactivas de
oxigeno, como también de los danos fisicos durante el
transito hacia el encuentro con el ovocito en las trompas.
Con el objetivo de explicar las fallas de fertilizacion ob-
servadas en procedimientos de reproduccion asistida,
surgi6 en la ultima década, el interés por estudiar mas
detalladamente el nucleo del espermatozoide, el proceso
de descondensacion nuclear y los factores espermaticos
y ovocitarios involucrados en dicho proceso. Esto es par-
ticularmente cierto con el advenimiento del ICSI, pues
ya no interesa si el espermatozoide puede interactuar efi-
cazmente con el cimulus, la zona pelicida o el oolema
y cobran especial importancia todos los procesos que
ocurren una vez que el espermatozoide se encuentra
dentro del ooplasma.

ORGANIZACION CROMATINICA DEL NUCLEO
ESPERMATICO

El nucleo del espermatozoide presenta una organi-
zaciéon muy particular de la cromatina, diferente de la
de las células somaticas (1) (2). La cromatina esperma-
tica se encuentra altamente condensada debido a que
durante la espermatogénesis testicular, la mayor parte
de las histonas es reemplazada por proteinas transicio-
nales y luego por protaminas. Estas son proteinas mas
pequenas (50-60 aminodcidos), mas basicas que las his-
tonas y con un alto contenido de residuos de cisteinay
arginina que neutralizan muy eficazmente las cargas del
ADN y permiten su mayor compactacion. E1 complejo
altamente condensado de protamina — ADN es estabi-
lizado por uniones disulfuro intra e intermoleculares
entre los residuos de cisteina de las protaminas, confi-
riendo al ndcleo espermatico de una extraordinaria es-
tabilidad mecanica y quimica. De esta forma se impe-
diria la descondensacién prematura de la cromatina
durante el transito del espermatozoide por el tracto ge-



nital masculino y el femenino, antes de incorporarse de-
finitivamente al ooplasma, y ademas se protegeria al
ADN espermatico de la accién de agentes mutagénicos.

Se han descripto dos grupos de protaminas, P1y P2.
Las P1 estan presentes en los espermatozoides de todas
las especies y tienen un alto contenido de cisteina y ar-
ginina, mientras que las P2 que estan presentes en al-
gunas especies (incluyendo el humano), contienen his-
tidina ademas de cisteina y arginina y pueden unir Zn2*.

La importancia de una adecuada interaccion prota-
mina /ADN espermatico en el proceso de fertilizacion
ha quedado confirmada por la observacién que ratones
knockout para P1 o P2 son infértiles (3). En el hombre,
se ha documentado la presencia de una relacion P1,/P2
alterada o incluso la ausencia de P2 en individuos in-
fértiles (4)(5). Por otra parte, el eyaculado comun-
mente contiene cantidades variables de espermatozoi-
des que no han reemplazado la mayoria de sus histonas
o proteinas transicionales por protaminas (6-8), cuyos
nucleos se conocen generalmente como nucleos inma-
duros (9), observandose que el eyaculado de hombres
infértiles contiene una mayor proporcion de los mismos
que el de hombres fértiles (10) (11).

LA DESCONDENSACION DEL NUCLEO
ESPERMATICO

El nucleo del espermatozoide se descondensa rapi-
damente luego de su penetracion en el ovocito (12). La
reduccion de los puentes disulfuro, por el glutation
(GSH) presente en el ovoplasma, seria el primer paso
de la descondensacion del nucleo espermadtico en el
ovocito. Esta reduccion es necesaria pero no suficiente
para que se produzca la descondensacion nuclear. Se ha
propuesto la participaciéon de una macromolécula con
fuerte carga negativa que pueda competir con el ADN
por las protaminas, y actuar como aceptora de las mis-
mas, posibilitando asi el reemplazo de las protaminas es-
permaticas por histonas ovocitarias.

La descondensacion de la cromatina del espermato-
zoide humano in vitro puede inducirse utilizando he-
parinay GSH (13) (14). No existe duda de la participa-
cion del GSH como tiorreductor en este proceso, pero
el papel de la heparina es ain motivo de controversia,
proponiéndose una interaccion de tipo ligando-recep-
tor (15-18) o un efecto directo sobre la cromatina del
espermatozoide, ya que se ha demostrado que la hepa-
rina posee una fuerte afinidad por las protaminas y es
capaz de combinarse con éstas formando un complejo
insoluble (19). Sin embargo, ninguna de las evidencias
existentes es directa y contundente. Unos de los puntos
a considerar es que no se ha encontrado heparina en el
complejo cumulus-ovocito y que la tnica célula capaz de
sintetizar heparina in vivo es el mastocito. Sin embargo,
existen en la literatura numerosas evidencias de la pre-
sencia de otros glicosaminoglicanos (GAGs) en el com-
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plejo cumulus — oocito en distintas especies (20-23). En-
tre ellos, el heparan sulfato (HS) es un analogo estruc-
tural de la heparina que posee en muchos sistemas bio-
16gicos acciones equivalentes a la misma (24-27). Las
evidencias experimentales acumuladas en nuestro la-
boratorio en los tltimos anos, nos han llevado a plan-
tear la hipotesis de que el HS efectivamente podria ac-
tuar como aceptor de protaminas durante la
descondensacion cromatinica del espermatozoide hu-
mano in vivo (14) (28).

EL HEPARAN SULFATO COMO ACEPTOR DE
PROTAMINAS

En nuestro laboratorio, estudiamos desde hace varios
anos, la descondensaciéon nuclear del espermatozoide
humano ¢ vitro, a fin de dilucidar el papel de la hepa-
rina en este proceso. Utilizando muestras de semen de
donantes normospérmicos de acuerdo con los crite-
rios establecidos por la Organizaciéon Mundial de la Sa-
lud (29) y mediante un ensayo de descondensacion
nuclear originariamente descrito por Reyes et al. (13)y
luego modificado en nuestro laboratorio (14), se evalué
la capacidad descondensante de distintas heparinas y
otros GAGs sobre espermatozoides humanos capacita-
dos y sobre nicleos aislados a partir de dichos esper-
matozoides. El comportamiento de los nticleos aislados,
situacion que se asemeja mads a lo que ocurre in vivo de-
bido a que el nicleo se encuentra desnudo dentro del
ooplasma antes de descondensarse, fue, en todos los ca-
sos, semejante al de los espermatozoides enteros.

La actividad descondensante de la heparina se vio
fuertemente afectada por la sulfataciéon de la molécula,
y los resultados sugirieron que se trata no sélo de un
efecto de carga neta sino que también es importante la
posicion de las cargas en la molécula (14) (28). También
evaluamos el efecto del tamano de la molécula de he-
parina sobre su capacidad descondensante, encon-
trandose que la actividad descondensante de la hepa-
rina era independiente de su peso molecular, por lo
menos dentro del rango de pesos moleculares estu-
diado (3000-18800 Da) (14)(28)).

Una vez demostrado que la actividad desconden-
sante de la heparina in vitro esta relacionada con ca-
racteristicas estructurales de la molécula, evaluamos la
actividad descondensante de otros GAGs presentes en
el complejo cumulus-ovocito con el fin de encontrar al-
gun equivalente a la heparina in vivo. S6lo el HS, ana-
logo estructural de la heparina, mostr6 actividad des-
condensante in vitro, mientras que el dcido hialurénico,
el condroitin sulfato y el dermatan sulfato fueron inac-
tivos (14) (28). Mas aun, la actividad descondensante de
la heparinay del heparan sulfato fueron similares, a pe-
sar del hecho que el heparan sulfato se encuentra le-
vemente menos sulfatado que la heparina, y posee me-
nor carga negativa neta.
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El conjunto de estos resultados nos llevé a proponer

que el HS, presente en el complejo cumulus-oocito y
ademas analogo estructural de la heparina (25) (30) (31),
podria estar funcionando como aceptor de protaminas
en el proceso de descondensacion del nucleo esperma-
tico humano in vivo. Recientemente (32) encontramos
que el heparan sulfato se encuentra presente en el cito-
plasma del ovocito murino, siendo este un punto clave
para nuestros estudios presentes y futuros. Mientras
tanto, el papel del heparan sulfato en la descondensa-
cién nuclear in vivo es una hipotesis factible.
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Caracterizacion del endometrio y del
ambiente peritoneal de mujeres que
padecen endometriosis. Estudios in vivo e
in vitro de nuevas alternativas terapéuticas
para esta enfermedad

Characterization of endometrial and
peritoneal environment of women with
endometriosis. In vivo and in vitro studies
of new therapeutic alternatives for this
disease

Caracterizagdo do endométrio e do
ambiente peritoneal de mulheres que
padecem endometriose. Estudos in vivo e
in vitro de novas alternativas terapéuticas
para esta doencga

Gabriela Meresman, Mariela Bilotas, Carla Olivares,
Analia Ricci, Juan Ignacio Baston, Rosa Inés Barafiao

Resumen

El tema de estudio de nuestro laboratorio es la endometrio-
sis, patologia benigna que afecta alrededor de un 15% de
las mujeres en edad reproductiva y que se caracteriza por la
presencia de tejido endometrial fuera de la cavidad uterina,
provocando fuertes dolores pélvicos, metrorragia y, en un
50% de los casos, infertilidad. Hemos realizado investiga-
ciones bésicas sobre el ambiente peritoneal de las mujeres
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con endometriosis y analizamos las caracteristicas del tejido
endometrial de estas pacientes. En la actualidad continua-
mos con nuestros estudios tendientes a esclarecer no solo la
posible etiologia de la endometriosis sino también a mejo-
rar su tratamiento. Nuestros estudios tienen como objetivo
la evaluacién del efecto in vitro e in vivo de nuevos meca-
nismos para tratar esta patologia en la bisqueda de nuevas
alternativas terapéuticas que ofrezcan tratamientos mas
simples, con medicamentos que acttien en forma mas directa
sobre los implantes, que inhiban los mecanismos involu-
crados en el desarrollo de la enfermedad, y que potencial-
mente sean mas eficaces en su accién de erradicar las le-
siones endometridésicas. Ademas, comenzamos a evaluar los
posibles mecanismos involucrados en la tolerancia inmuno-
l6gica hacia los implantes de tejido endometrial ectépico que
se produciria durante el establecimiento de la endometriosis.

Palabras clave: macréfagos * citoquinas * tratamiento * fac-
tor de crecimiento del endotelio vascular * ciclooxigenasa
2 * aromatasa P450

Summary

The subject matter of our laboratory is endometriosis, a be-
nign disease that affects around 15% of women of repro-
ductive age, characterized by the presence of endometrial tis-
sue outside the uterine cavity, causing severe pelvic pain,
metrorrhagia, and infertility in 50% of the cases. Basic re-
search on the peritoneal environment of women with en-
dometriosis has been conducted and the characteristics of
these patients’ endometrial tissue was analyzed. Currently,
studies to clarify the etiology of the endometriosis but also
to improve its treatment still continue. Said studies aim to
assess the in vitro and in vivo effects of new mechanisms to
treat the condition in the search for new therapeutic alter-
natives that provide simple treatments with drugs that act
more directly on the implants, that inhibit the mechanisms
involved in the development of the disease, and which are
potentially more effective in their efforts to eradicate en-
dometriotic lesions. Furthermore, the likely mechanisms in-
volved in the immunological tolerance to ectopic endometrial
tissue implants that would occur during the establishment
of endometriosis started to be assessed.

Key words: macrophages * cytokines * treatment * vascular
endotellium growth factor * ciclooxygenase 2 * aromatase
P450

Resumo

O tema de estudo de nosso laboratério é a endometriose, pa-
tologia benigna que afeta aproximadamente 15% das mu-
lheres em idade reprodutiva e que se caracteriza pela pre-
senca de tecido endometrial fora da cavidade uterina,
provocando fortes dores pélvicas, metrorragia e, em 50% dos
casos, infertilidade. Temos realizado pesquisas basicas so-
bre o ambiente peritoneal das mulheres com endometriose
e analisamos as caracteristicas do tecido endometrial des-
tas pacientes. Na atualidade continuamos com nossos es-
tudos tendentes a esclarecer ndo apenas a possivel etiologia
da endometriose, mas também a melhorar seu tratamento.
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Nossos estudos tém como objetivo a avaliacdo do efeito in
vitro e in vivo de novos mecanismos para tratar esta patolo-
gia na busca de novas alternativas terapéuticas que oferecam
tratamentos mais simples, com medicamentos que atuem em
forma mais direta sobre os implantes, que inibam os meca-
nismos envolvidos no desenvolvimento da doenca, e que po-
tencialmente sejam mais eficazes em sua acao de erradicar
as lesdes endometridticas. Também comegcamos a avaliar 0s
possiveis mecanismos envolvidos na tolerdncia imunoldgica
para os implantes de tecido endometrial ectépico que se pro-
duziria durante o estabelecimento da endometriose.

Palavras chave: macréfagos * citocinas * tratamento * fator
de crescimento do endotélio vascular * ciclooxigenase 2 * aro-
matase P450

El principal tema de investigacion de nuestro labo-
ratorio es la endometriosis. Esta patologia se caracteriza
por la presencia de tejido endometrial fuera de la cavi-
dad uterina formando quistes y/o lesiones ectopicas
principalmente en el peritoneo pélvico y ovarios. Es una
de las enfermedades ginecolégicas benignas mas fre-
cuentes en mujeres de edad reproductiva y su etiologia
ain se mantiene sin elucidar.

En un intento de esclarecer la posible causa de esta
enfermedad comenzamos nuestros estudios evaluando
el ambiente peritoneal. Como resultado de estas eva-
luaciones concluimos que el ambiente peritoneal de las
pacientes con endometriosis presenta alteraciones tanto
en los niveles de citoquinas, estradiol (Ey), progesterona
(P4) y prostaglandina Ey (PGEy) y en el niimero y fun-
cionalidad de macro6fagos. Este ambiente peritoneal al-
terado facilitaria la implantacién y crecimiento del te-
jido endometriésico fuera del utero (1)(2). Ademas
observamos que mientras el liquido peritoneal de las pa-
cientes con endometriosis minima producia un efecto
mitogénico sobre la proliferacion celular en cultivos de
endometrio normal, el liquido peritoneal de pacientes
con endometriosis avanzada o severa producia un efecto
inhibitorio de dicha proliferacion (3)

A continuacion evaluamos el tejido endometrial eu-
topico de estas pacientes y nuestros resultados demos-
traron que el mismo era menos susceptible a morir
apoptosis y que ademads poseia una proliferacion celu-
lar aumentada, hechos que lo predispondria a crecer en
un sitio ectopico (4).

Posteriormente observamos que, en mujeres con en-
dometriosis, el tratamiento con anticonceptivos orales
combinados o bien con progestagenos solos como el de-
sogestrel, producia una disminucién de la prolifera-
cion celular y un aumento de la apoptosis del tejido en-
dometrial eutépico (5).

Puesto que dentro de los tratamientos comunmente
empleados para esta patologia se destacan los agonistas
y antagonistas de GnRH, decidimos evaluar el efecto in
vitro de ambos analogos de GnRH en cultivos de células
de epitelio endometrial y observamos que los agonistas
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de GnRH estimulaban la apoptosis e inhibian la proli-
feracion celular endometrial (6). Empleando el mismo
modelo evaluamos también el efecto de los andlogos de
GnRH sobre la produccion de interleuquina 1 § (IL-13)
y el factor de crecimiento de endotelio vascular (VEGF),
como factores pro-mitogénicos, en relacion con la apop-
tosis de las células endometriales en cultivo (7). Asi-
mismo observamos que existiria una regulacion de la ex-
presion de proteinas pro y anti-apoptoticas por parte de
los agonistas y antagonistas de GnRH (8).

Ademas de continuar con nuestros estudios in-vitro
sobre cultivos primarios de tejido endometrial hemos
desarrollado un modelo de endometriosis experimen-
tal murina que se basa en el transplante aut6logo de te-
jido endometrial en un sitio ectopico. Este modelo nos
permite realizar estudios in-vivo y evaluar el efecto de
posibles tratamientos médicos.

El tejido endometrial expresa aromatasa P450, esen-
cial en la biosintesis de estrégenos. En nuestro labora-
torio hemos observado que existe expresion de la en-
zima aromatasa P450 en las lesiones endometriosicas
peritoneales rojas y negras y que la expresion de la aro-
matasa esta significativamente aumentada en el tejido
endometrial eutépico de pacientes con endometriosis
con respecto a las mujeres controles. Por lo tanto, la ac-
tividad de esta enzima favoreceria la generacion de un
ambiente hiperestrogénico que permitiria mayor desa-
rrollo y expansion de la enfermedad. Esto llevo a pen-
sar que el uso de inhibidores de la aromatasa podria te-
ner un potencial terapéutico en estas pacientes.

En nuestros estudios in vitro observamos que los in-
hibidores de aromatasa (Letrozole y Anastrozole) pro-
ducen un efecto beneficioso induciendo una significa-
tiva disminuciéon de la proliferaciéon celular y un
aumento en la apoptosis (9) y en el modelo de endo-
metriosis murino, observamos que el tratamiento con
estos inhibidores al inicio de la induccién de las lesio-
nes no impidi6 el desarrollo de las mismas pero caus6
una disminucioén significativa de su tamano, inhibicion
de la proliferacion celular y aumento de la apoptosis
(10). Estos resultados refuerzan la idea de que la inhi-
bicion de la aromatasa podria ser una estrategia nove-
dosa de tratamiento de la endometriosis.

Tal como hemos observado en nuestros primeros
estudios, en las mujeres con endometriosis existe una al-
teraciéon del ambiente peritoneal debido al estado in-
flamatorio producido por la presencia de los focos de
tejido endometrial ectopico. Esta inflamacion suele
producir fuertes dolores y en la actualidad uno de los
tratamientos anti-inflamatorios empleados en estas pa-
cientes es el celecoxib, un inhibidor selectivo de la ac-
tividad de la ciclo-oxigenasa 2 (COX-2). Por estos mo-
tivos decidimos evaluar el efecto de celecoxib sobre la
proliferacion celular, la apoptosis, la expresion de COX-
2y los niveles de VEGF y PGE, en cultivos primarios de
células epiteliales endometriales. Observamos que el ce-



lecoxib indujo una significativa disminucién de la pro-
liferacion celular y aumento de apoptosis, tanto en los
cultivos celulares de pacientes con endometriosis como
de controles. De la misma manera, el celecoxib au-
mento6 significativamente la expresion de COX-2 en
cultivos de células de epitelio endometrial de pacientes
con endometriosis. Ademas, inhibi6 significativamente
la secrecion de VEGF y de PGE, en células epiteliales en-
dometriales de estas pacientes (11).

Por otra parte, es un hecho conocido que en cual-
quier tejido u 6rgano autotransplantado es imprescin-
dible una adecuada irrigacion sanguinea para que pueda
sobrevivir. Por este motivo, en los ultimos anos comenzo
a cobrar mayor importancia la posibilidad de la regula-
cion de la angiogénesis en endometriosis ya que ésta po-
dria ser una nueva opcion terapéutica para esta patolo-
gia. Uno de los principales factores involucrados en la
neovascularizacion del tejido endometrial ectépico es el
VEGHF, el cual no s6lo seria producido por el mismo te-
jido endometrial sino también por los macrofagos peri-
toneales. Por otra parte, la secrecion de este factor an-
giogénico seria estimulada por los esteroides ovaricos,
particularmente por el aumento de estradiol.

Estos antecedentes nos llevaron a evaluar el efecto de
la terapia anti-angiogénica con bevacizumab (un anti-
cuerpo monoclonal humanizado, anti VEGF) en el mo-
delo de endometriosis murino. Observamos que el tra-
tamiento con bevacizumab indujo una disminucién
significativa en el volumen promedio de las lesiones de-
sarrolladas por raton asi como en los niveles de VEGF del
liquido peritoneal. Sin embargo, no se observaron dife-
rencias significativas en el numero de lesiones desarro-
lladas por raton. Por otra parte, el bevacizumab indujo un
aumento altamente significativo de la apoptosis en las le-
siones endometridsicas asi como una disminuciéon signi-
ficativa de la proliferacién celular en estas lesiones. Nues-
tros resultados sugieren que si bien el bevacizumab no
disminuiria el nimero de lesiones endometriosicas de-
sarrolladas, reduciria su tamano, a través de un aumento
en la apoptosis y una inhibicién en la proliferacion ce-
lular. Consistentemente, la accién del anticuerpo se ve re-
flejada en una disminucién de los niveles de VEGF.

Actualmente estamos evaluando tanto in vivo como
in vitrola accién de dos tratamientos con polifenoles na-
turales: el resveratrol (Res), una fitoalexina presente en
las uvas, y el galato de epigalocatequina (EGCG), cate-
quina mas abundante del té verde. Se ha visto que am-
bos polifenoles poseen propiedades antioxidantes, an-
tiinflamatorias y anticarcinogénicas. Observamos in vivo
que EGCG en las distintas dosis ensayadas disminuy6 el
numero y el tamano de las lesiones desarrolladas por ra-
ton, sin embargo el Res s6lo en una concentracion de
25 mg/kg disminuy6 el tamano de las lesiones. Por
otra parte, observamos in vitro que ambos compuestos
indujeron una inhibicién de la proliferacion de las cé-
lulas de epitelio endometrial. Nuestros resultados su-
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gieren un efecto inhibitorio de Res y EGCG, in vivoe in
vitro, sobre el crecimiento del tejido endometrial y ava-
lan seguir investigando estos compuestos como estra-
tegias novedosas para tratar la endometriosis (12).

Finalmente, estamos evaluando una de las posibles vias
de escape inmunoloégico de los implantes endometriosi-
cos. Nuestra hipétesis plantea que la expresion de Ga-
lectina-1 (Gal-1) en las lesiones endometridsicas facilita
la implantacién y sobrevida de las células endometriales
en un sitio ectépico. Para ello, en un estudio preliminar,
se indujeron lesiones endometridsicas en ratones hem-
bras adultos C57BL/6 wild-type y knock-out para Gal-1
(LgalsI). Luego de cuatro semanas se conté el nimero
de lesiones, se midi6 el tamano promedio, se analiz6 su
histopatologiay se determiné la proliferacion celular en
las mismas. Los resultados muestran una reduccion sig-
nificativa del tamano promedio de las lesiones en los ra-
tones LgalsI/-, aunque el numero de lesiones no fue di-
ferente entre ambos grupos. Asimismo, la tasa de
proliferacion celular fue significativamente menor en
las lesiones de ratones deficientes de Gal-1. Estos resul-
tados sustentan nuestra hipétesis sobre el rol de Gal-1 fa-
cilitando el crecimiento y desarrollo de las lesiones en-
dometridsicas al promover la proliferacion de las células
endometriales ectopicas que forman la lesion.

En sintesis, nuestro laboratorio apunta a investigar
los mecanismos fisiopatolégicos implicados en la etio-
logia de la endometriosis y estos conocimientos sus-
tentan a su vez, nuestros estudios de nuevas alternativas
terapéuticas para tratar esta enfermedad.
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DE FISIOLOGIA OVARICA

Mecanismos fisiolégicos y patologicos
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envolvidos na fungdo e angiogénese ovariana
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Resumen

El desarrollo y regresion del foliculo ovarico es un proceso
continuo y ciclico que depende de sefales endocrinas, pa-
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racrinas, autocrinas y de interacciones célula- célula. El re-
clutamiento y seleccién de foliculos lleva a la formacién de
uno o mas foliculos preovulatorios, cuyo ndmero varia en
cada especie. Estos procesos involucran la sintesis de fac-
tores locales que producen la seleccién y maduracién de los
foliculos dominantes desencadenando la ovulacién. Luego de
la ovulacioén, se forma el corpus luteum (CL), que es una
glandula transciente que se forma de las paredes remanen-
tes del foliculo. Si la prefiez o embarazo no ocurre, el CL no
sigue produciendo progesterona y regresiona en un proceso
Ilamado luteolisis. Aunque todos estos procesos (crecimiento
y regresion folicular, desarrollo del CL y lutedlisis) requieren
cambios en la red vascular ovérica, su regulacién aln es de-
bate de investigacion. En este estudio, hemos investigado el
papel del sistema Notch y su ligando DLL4 en la angiogé-
nesis y su relevancia en la fisiologia ovérica. Estos datos se
complementaron estudiando si cambios en la regulacién de
los procesos angiogénicos estan involucrados en las altera-
ciones vasculares observadas en modelos de PCOS (poli-
quistosis ovarica) y OHSS (sindrome de hiperestimulacién
ovarica) desarrollados en roedores.

Palabras clave: ovario * angiogénesis * poliquistosis ovarica *
sindrome de hiperestimulacion ovarica * sistema Notch

Summary

Ovarian follicular development and regression is a continu-
ous and cyclic process that depends on a number of en-
docrine, paracrine and autocrine signals. The cyclic recruit-
ment and selection of follicles eventually leads to the
formation of one or more preovulatory follicles, whose num-
ber varies in each species. These processes, involving a
number of locally-produced factors, result in the selection
and maturation of the dominant follicles that finally ovulate.
After ovulation, the corpus luteum (CL) is the transient en-
docrine gland that forms from the remaining wall of the ovar-
ian follicle, and if pregnancy does not occur (at the end of
each nonfertile ovarian cycle) or when it is no longer required
for maintenance of pregnancy, the CL ceases to produce
progesterone and regresses in a process called luteolysis. Al-
though all these processes (follicular growth and regression
and CL development and luteolysis) require dynamic changes
in the ovarian vascular network, their regulation is not well
understood. The role of the Notch ligand DLL4 system in an-
giogenesis and its relevance in ovarian physiology were in-
vestigated in this study. These data were complemented by
studying whether changes in the angiogenesis regulation are
associated with the vascular ovarian alterations observed in
PCOS and OHSS models developed in rodents.

Key words: ovary * angiogenesis * polycystic ovaric syn-
drome * ovarian hyperstimulation syndrome * Notch system

Resumo

O desenvolvimento e regressao do foliculo ovariano é um pro-
cesso continuo e ciclico que depende de sinais enddcrinos,
parécrinos, autdcrinos e de interagdes célula- célula. O re-
crutamento e selecao de foliculos levam a formagédo de um
ou mais foliculos pré-ovulatdrios, cujo ndmero varia em



cada espécie. Estes processos envolvem a sintese de fatores
locais que produzem a selegdo e amadurecimento dos foli-
culos dominantes desencadeando a ovulag&o. Depois da
ovulagéo, forma-se o corpus luteum (CL), que é uma glan-
dula transiente que se forma das paredes remanescentes do
foliculo. Se a prenhez ou gravidez n&o ocorrer, o CL ndo con-
tinua produzindo progesterona e regride num processo cha-
mado lutedlise. Embora todos estes processos (crescimento
e regressao folicular, desenvolvimento do CL e lutedlise) pre-
cisem de modificagbes na rede vascular ovariana, sua regu-
lag&o ainda é debate de pesquisa. Neste estudo, temos pes-
quisado o papel do sistema Notch e seu ligando DLL4 na
angiogénese e sua relevancia na fisiologia ovariana. Estes da-
dos foram complementados estudando se modificagbes na
regulagdo dos processos angiogénicos estéo envolvidas nas
alteragdes vasculares observadas em modelos de PCOS (po-
licistose ovariana) e OHSS (sindrome de hiperestimula¢ao
ovariana) desenvolvidos em roedores.

Palavras chave: ovario * angiogénese * policistose ovariana *
sindrome de hiperestimulacao ovariana * sistema Notch

El desarrollo y regresion del foliculo ovarico es un
proceso continuo y ciclico que depende de senales en-
docrinas, paracrinas, autocrinas y de interacciones cé-
lula- célula. Estos procesos involucran la sintesis de fac-
tores locales que producen la seleccion y maduracion de
los foliculos dominantes desencadenando la ovulacion.
Luego de la ovulacion, las células remanentes del foli-
culo ovarico formaran una glandula endocrina transi-
toria: el cuerpo luteo (CL). La principal funcién del CL
en mamiferos es la de secretar progesterona, la cual es
esencial para la implantacion del blastocisto y mante-
nimiento de la prenez/embarazo. Sin embargo, si ésta
no ocurre o cuando ya no es necesario para el mante-
nimiento de la placenta, el CL cesa de producir pro-
gesterona y regresiona en un proceso llamado luteoli-
sis. La apoptosis juega un papel critico en la lutedlisis y
atresia folicular. Ademas, todos estos procesos (creci-
miento y regresion folicular, desarrollo del CL y luteo-
lisis) requieren cambios dinamicos en la red vascular
ovdrica cuya regulacion ain plantea interrogantes.

La apoptosis es un proceso fisiologico que regula el
mantenimiento de la homeostasis en organismos mul-
ticelulares. Las senales apoptoticas ocurren a través de
multiples caminos independientes que convergen en
una maquinaria de destruccion celular. Los factores de
crecimiento disparan distintos caminos de transduc-
cion de senales que promueven la supervivencia celular
o inhiben la apoptosis. Entre éstos, se destacan los me-
diados por Erk 4y por PISK/Akt .

Durante el desarrollo embrionario los vasos sangui-
neos se diferencian de precursores endoteliales por
medio de una activa vasculogénesis, mientras que en el
adulto se originan de vasculatura pre-existente por un
proceso denominado angiogénesis. Este proceso ha
sido estudiado en patologias como el cancer, aunque en

IBYME 639

condiciones fisiologicas la angiogénesis se limita a al-
gunos aspectos de la reproduccion, como los cambios
ciclicos en el ovario y endometrio uterino. La diferen-
cia entre la angiogénesis patoléogica y fisiologica recae
en la regulacion precisa del balance de factores pro-y
antiangiogénicos. Durante la neovascularizacion fisio-
l6gica los vasos formados maduran, se estabilizan y de-
tienen su proliferacién. Por el contrario, los vasos en
condiciones patologicas pierden el balance apropiado
entre los reguladores positivos y negativos, no detienen
su crecimiento y se encuentran en constante remode-
lacion, dando lugar a un sistema vascular aberrante. En
el caso del ovario, los foliculos primordiales y primarios
reciben nutrientes y oxigenos por difusion pasiva, pero
para continuar con su crecimiento mas alla de estos es-
tadios los foliculos requieren de una vasculatura que se
forma alrededor de cada uno de ellos. Esta vasculatura
esta confinada a la teca de los foliculos, siendo la capa
de células de la granulosa avascular durante todo el pro-
ceso de foliculogénesis. Entre los factores que se en-
cuentran regulando la angiogénesis folicular, uno de los
principales es el VEGF (Factor de crecimiento del en-
dotelio vascular). Ademas, este factor actiia en coordi-
nacion con otros factores angiogénicos como ANGPT
(Angiopoyetinas), PDGF (Factor de crecimiento deri-
vado de plaquetas) y FGF2 (Factor de crecimiento fi-
broblastico). A medida que el desarrollo folicular con-
tinda estos factores aumentan sus niveles permitiendo
asi, un intenso desarrollo de la vasculatura luego de la
ovulacion. En nuestro laboratorio hemos demostrado
que factores angiogénicos ovaricos (VEGF y Angiopo-
yetina 1) tienen un papel protector de la atresia folicu-
lar mediado por inhibicién de la apoptosis [1-3], ade-
mas que el camino PI3K/Akt estd involucrado en el
efecto de VEGF [3].

El sistema Notch es un camino de senalizaciéon que
incluye comunicacion intercelular y regula la home-
ostasis de células embrionarias, la proliferacion y la
muerte celular. El sistema estd formado por cuatro re-
ceptores (Notchl-4) y cinco ligandos (Jaggedl, -2; Delta-
like1 (DLL1), DLL3 y DLL4), todas proteinas de mem-
brana. Los receptores Notch, una vez que interactian
con los ligandos, sufren una serie de clivajes por dife-
rentes enzimas. Estos culminan, por accion de la en-
zima y-secretasa, en la liberacion del dominio intrace-
lular del receptor el cual se transloca al nicleo donde
actda sobre genes blanco de la familia Hes y Hey. Los
ratones deficientes en alguno de estos componentes,
mueren durante la embriogénesis con defectos en el re-
modelamiento vascular [4]. En estudios realizados en
mamiferos donde los receptores Notch estan constitu-
tivamente activos, se ha observado que los mismos re-
gulan la proliferacion, diferenciacion y apoptosis de va-
rios tipos celulares.

Se ha descripto la interaccién entre componentes del
sistema Notch y la angiogénesis. En particular el li-
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gando DLL4, los receptores Notch1, Notch4 y el Factor
de Crecimiento del Endotelio Vascular A (VEGF) estan
involucrados en este proceso. Se demostré que la inhi-
bicion de la senalizacion de Notch en ovario de ratén
neonatal, disminuy6 la formacion de foliculos primor-
diales [5].

En carcinomas ovaricos se ha observado que tanto
Notch 3 como Jagged 2 se encuentran aumentados
comparado a epitelio de ovario normal [6] y en tumo-
res de ovario epiteliales se ha observado la presencia de
varios elementos de la familia de Notch y la existencia
de las formas activadas de estos receptores [7].

Uno de los objetivos del laboratorio es evaluar la ac-
cion del sistema Notch sobre el desarrollo folicular,
funcion de las células de granulosa y la angiogénesis ova-
rica. En relacién a esto hemos demostrado que la ad-
ministraciéon de un inhibidor de la y secretasa (DAPT)
a ratas prenadas, disminuye los niveles séricos de Pro-
gesterona, y que este fenéomeno estd vinculado a la re-
gulacion de la via de Notch, lo cual conduce a la apop-
tosis del CL [8]. Estos resultados demuestran por
primera vez, que la supresion de la via de Notch causa
un efecto directo sobre la funcién luteal.

En relacion a la participacion del sistema Notch en
el crecimiento e invasion de células de granulosa tu-
morales (linea celular KGN), resultados preliminares de
nuestro grupo demuestran que el DAPT es capaz de in-
hibir estos procesos en cultivos de esta linea celular.

Otro de los objetivos es dilucidar la participacion de
diferentes sistemas angiogénicos en la fisiopatologia
del sindrome de hiperestimulaciéon ovarica (OHSS) y
del sindrome de ovario poliquistico (PCOS) y evaluar
novedosas alternativas terapéuticas para el tratamiento
de estas patologias reproductivas. En estas patologias ha
sido descripto un aumento en la produccién ovarica de
VEGF.

EI OHSS es una complicacion iatrogénica severa del
crecimiento y maduracion folicular ocasionada por la
induccion de la ovulacion con gonadotrofinas en tra-
tamientos de fertilizacion asistida (ART). Aunque la
prevalencia de la forma severa de OHSS es baja (0,3-5%
de ciclos de estimulacién), es importante destacar que
el OHSS es una complicacién causada por ART que en
algunos casos puede tener resultados fatales. Las ca-
racteristicas de la enfermedad involucran: aumento en
el tamano del ovario, sobreproduccién de hormonas es-
teroideas y sustancias vasoactivas, contribuyendo de
esta manera al aumento de permeabilidad vascular,
presencia de ascitis y formacion de quistes. Estos quis-
tes son de tejido luteal y hemorragicos, y probable-
mente el mecanismo se deba o bien a un aumento de
la proliferacion/diferenciacion de las células foliculares
o ala inhibicion de la apoptosis.

Cabe resaltar que las concentraciones de VEGFA en
fluido peritoneal y folicular en pacientes con riesgo a
OHSS se correlacionan con el desarrollo del sindrome.
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Varios autores han mostrado que el VEGFA en pacien-
tes que desarrollan OHSS, proviene de un ovario hipe-
restimulado, siendo la concentracion de VEGFA en
fluido folicular 100 veces mayor que la observada en
suero [9]. También se ha observado en mujeres que de-
sarrollan la enfermedad, que el VEGFA se expresa en cé-
lulas de granulosa-luteinicas y se libera al fluido folicu-
lar en respuesta a hCG, aumentando la permeabilidad
vascular y, por consiguiente, la presencia de ascitis.

En los ultimos anos, se propuso en el laboratorio el
estudio de enfermedades reproductivas femeninas con
una angiogénesis alterada como es el caso de OHSS y
PCOS. Para ello, se desarroll6 en el laboratorio un mo-
delo animal que manifiesta OHSS en ratas inmaduras.
Uno de los objetivos fue evaluar como posible estrate-
gia terapéutica, el efecto in vivo de un agonista de
GnRH, Acetato de Leuprolide (LA), sobre el desarrollo
folicular y la formacion del cuerpo ldteo, ya que este
tipo de molécula es ampliamente utilizada en Ia clinica
ginecologica. Los resultados mostraron que en el mo-
delo de OHSS desarrollado en rata, el agonista dismi-
nuia la expresion de P450scc, StAR, ANGPT-1 y su re-
ceptor Tie-2 y afectaba la estabilidad vascular como la
proliferacion de células del cuerpo luteo conducién-
dolo a la regresion [10]. Por otro lado, en nuestro la-
boratorio se han observado altos niveles de ANGPT-1 en
pacientes sometidas a ART con alta probabilidad de de-
sarrollar OHSS comparado a pacientes controles, lo
cual también se ha detectado en foliculos periovulato-
rios provenientes de ratas que desarrollaron la patolo-
gia de OHSS (resultados preliminares).

El PCOS, por su parte, afecta a un 5 a 10% de las
mujeres en edad reproductiva causando infertilidad y
se caracteriza porque las pacientes presentan altera-
ciones endocrinas, metabolicas y reproductivas. Los
principales signos y sintomas son hiperplasia de la
teca interna y del estroma con excesiva produccion de
andrégenos, hirsutismo, obesidad, resistencia a insu-
lina, fertilidad disminuida y ovarios poliquisticos hi-
pertrofiados. A pesar de que este sindrome fue des-
cripto hace mas de 50 anos, ain no se conoce
exactamente su etiologia. Varios estudios demuestran
que las pacientes con PCOS tienen altos niveles de
VEGFA en suero y se cree que este factor proviene de
una elevada produccién ovarica [11]. Se ha demos-
trado que las mujeres que presentan PCOS tienen au-
mentado el flujo sanguineo del estroma ovarico y que
esto estaria relacionado al aumento sérico de VEGFA.
Ademas existen mayores niveles de VEGFA en fluido
folicular de pacientes con PCOS comparadas con pa-
cientes control [12]. Cabe destacar que las mujeres
que presentan PCOS, tienen mayor riesgo de desen-
cadenar OHSS cuando son sometidas a técnicas de fer-
tilizacion asistida y esto estaria relacionado al aumento
de la permeabilidad vascular dada por los altos niveles
de VEGFA ovaricos y séricos descriptos en estas pa-



cientes. Todas estas caracteristicas estarian indicando
que la angiogénesis juega un rol muy importante en el
desarrollo de estas patologias. Cabe mencionar que la
hCG no posee actividad vasoactiva por si misma, por lo
tanto, sus acciones deben estar mediadas a través de
una o mas sustancias angiogénicas liberadas por los
ovarios en respuesta a gonadotrofinas. Uno de los can-
didatos es el VEGF, que es un mediador de la angio-
génesis ovarica.

Con estos antecedentes se comenzo6 a estudiar el
efecto del Trap (inhibidor de VEGF) en un modelo de
PCOS desarrollado en ratas. Para ello, ratas Sprague
Dawley prepuiberes fueron inyectadas con DHEA, 6
mg/100 g de peso corporal durante 15 dias consecuti-
vos. Este modelo ha sido utilizado para mimetizar el
PCOS humano en roedor [13]. Tiene la ventaja de ex-
hibir las principales caracteristicas ovaricas del PCOS,
como ser quistes ovaricos y alteraciones en la foliculo-
génesis, anovulacion, ausencia de ciclos menstruales e
hiperandrogenismo.

Las ratas PCOS mostraron un aumento en el por-
centaje de area de células periendoteliales. EI Trap dis-
minuy6 el reclutamiento de estas células hasta niveles in-
feriores a los normales. Se realiz6 ademas un recuento
folicular para caracterizar las alteraciones en el desa-
rrollo de los foliculos ovaricos que presentan las ratas
PCOSy el efecto del Trap sobre el mismo.

Se observa que en las ratas PCOS, hay un mayor %
de foliculos primarios a expensas de los FPO y CLs.
También se observa una gran cantidad de quistes. El
Trap fue capaz de revertir la acumulacién de foliculos
primarios y disminuy6 el niimero de quistes, a pesar de
que esto no se vio reflejado en un aumento en el % de
foliculos ovulados o capaces de ovular. Sin embargo,
cuando analizamos el namero de ratas que presentaba
CLs en cada uno de los grupos, vimos que el Trap lo-
gro revertir la disminucion en el nimero de ratas que
ovularon hasta un valor no diferente del grupo con-
trol.

Estos resultados resultan prometedores para estu-
diar la interrelacion entre distintos mecanismos angio-
génicos en el ovario y disenar novedosas estrategias te-
rapéuticas en patologias reproductivas femeninas con
angiogénesis alterada.
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Resumen

Si bien las hormonas hipofisarias LH y ACTH son los regu-
ladores primarios de la esteroidogénesis tanto en células de
Leydig (CL) como en la zona fasciculada (ZF) adrenal, res-
pectivamente, evidencias crecientes indican que diversos
factores, locales y externos, modulan sutilmente (regulacion
fina) la fisiologia de las glandulas esteroidogénicas. El paso
regulatorio de la esteroidogénesis es el transporte del co-
lesterol a la membrana interna de la mitocondria para ser
transformado a pregnenolonay la proteina StAR es muy im-
portante en este proceso. La presencia de otras poblaciones
en testiculo (células de Sertoli, peritubulares, macréfagos y
mastocitos) y en corteza adrenal (células endoteliales, ma-
créfagos, mastocitos y células de la médula adrenal) llevé a
enfocar el estudio hacia compuestos que son secretados por
esos tipos celulares o incluso por las propias CL o ZF y que
regulan las acciones respectivas de la LH y de la ACTH en
forma autécrina y/o paracrina. Nuestro grupo de trabajo ha
demostrado que factores tales como 6xido nitrico (NO), mo-
noxido de carbono (CO) e Histamina (HA) modulan los efec-
tos de las hormonas adenohipofisarias mencionadas. En
ambos 6rganos, los diversos factores pueden actuar a través
de distintos (o similares) sistemas transductores, ya sea
para activar o inhibir la sintesis de esteroides. Ademas de la
conocida participacion del AMPc, otros segundos mensaje-
ros estan involucrados en la respuesta biolégica final

Palabras clave: célula de Leydig * células corticoadrenales *
esteroidogénesis * dxido nitrico * hemo oxigenasa * histamina

Summary

Although steroidogenesis in both Leydig (CL) and zona fas-
ciculata (ZF) adrenal cells are under the primary control of
pituitary hormones LH and ACTH, respectively, increasing ev-
idence suggests that local or external factors modulate (fine
tunning) the physiology of steroidogenic glands. The limit-
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ing step in the synthesis of all steroid hormones is the trans-
port of the substrate—cholesterol—from the outer to the in-
ner mitochondrial membrane, where it is converted into
pregnenolone. The participation of StAR protein in the mech-
anism is very important in this process. The presence of other
cell types in testis (Sertoli and peritubular cells, macrophages
and mast cells) and in the adrenal cortex (endothelial cells,
macrophages, mast cells and the near medullary cells) led
to focus this study in factors secreted by these cell types or
even the same Leydig or ZF cells that are able to modulate
LH and ACTH actions in an autocrine or paracrine way.
These studies have shown that the NO/NOS, HO/CO and his-
tamine systems modulate the effect of the above mentioned
pituitary hormones. These factors can act through similar or
different signal transduction pathways to activate or inhibit
steroid synthesis. In addition to the very well documented
participation of cAMP in the mechanism of action of both
hormones, other second messengers are also involved in the
generation of the final biological effect.

Keywords: Leydig cells * corticoadrenal cells * steroidogen-
esis * nitric oxide * heme oxygenase * histamine

Resumo

Embora os horménios hipofisarios LH e ACTH sejam os re-
guladores priméarios da esteroidogénese tanto em células de
Leydig (CL) quanto na zona fasciculada (ZF) adrenal, res-
pectivamente, evidéncias crescentes indicam que diversos
fatores, locais e externos modulam sutilmente (regulagédo
fina) a fisiologia das glandulas esteroidogénicas. O passo re-
gulatdrio da esteroidogénese é o transporte do colesterol para
a membrana interna da mitocéndria para ser transformado
em pregnenolona e a proteina StAR é muito importante
neste processo. A presenga de outras populagbes em testi-
culo (células de Sertoli, peritubulares, macréfagos e masto-
citos) e em cortex adrenal (células endoteliais, macréfagos,
mastdcitos e células da medula adrenal) levou a focar o es-
tudo em compostos que sdo secretados por esses tipos ce-
lulares ou inclusive pelas préprias CL ou ZF e que regulam
as acoes respectivas da LH e da ACTH em forma autdcrina
e/ou paracrina. Nosso grupo de trabalho tem demonstrado
que fatores tais como 6xido nitrico (NO), mondxido de car-
bono (CO) e Histamina (HA) modulam os efeitos dos hor-
ménios adeno-hipofisarios mencionados. Em ambos os or-
gaos, os diversos fatores podem atuar através de diferentes
(ou similares) sistemas transdutores, seja para ativar ou ini-
bir a sintese de esteroides. Além da conhecida participacao
do AMPc, outros segundos mensageiros estao envolvidos na
resposta bioldgica final

Palavras chave: célula de Leydig * células cortico-adrenais *
esteroidogénese * oxido nitrico * hemo oxigenase * histamina

La funcién normal del testiculo, dependiente de las
gonadotrofinas hipofisarias, involucra la produccién de
espermatozoides en los tibulos seminiferos y la sintesis
de androégenos, principalmente testosterona, en las cé-
lulas intersticiales de Leydig (CL). La produccion de tes-



tosterona es imprescindible para la funcién sexual nor-
mal, el mantenimiento de los caracteres sexuales secun-
darios, la espermatogénesis normal, y el mantenimiento
de la hematopoyesis y de la masa muscular y 6sea.

En los ultimos anos se ha aceptado que, si bien la
hormona luteinizante hipofisaria (LH) es el regulador
principal de la esteroidogénesis testicular, factores pro-
ducidos por las diversas poblaciones celulares del testi-
culo (células de Sertoli, peritubulares, macréfagos y
mastocitos) modulan las acciones de la hormona, ac-
tuando de forma autécrina y/o paracrina. Dichos fac-
tores serian también capaces de modular ala LH en su
papel como regulador de la diferenciacion y prolifera-
cion de las CL inmaduras.

En forma semejante a lo descripto para testiculo, si
bien la esteroidogénesis adrenal es regulada principal-
mente por la hormona ACTH, los diversos tipos celu-
lares que conforman la estructura de la corteza y de la
médula suprarrenal, secretan compuestos que pueden
modular la accion hormonal. Los corticosteroides pro-
ducidos en respuesta a ACTH (aldosterona en la zona
glomerulosa, y cortisol - o corticosterona en roedores-
en la zona fasciculada) estan implicados en una varie-
dad de mecanismos fisiologicos, incluyendo aquellos
que regulan la inflamacion, el sistema inmune, el me-
tabolismo de hidratos de carbono, el catabolismo de
proteinas, los niveles electroliticos en plasma y los que
caracterizan la respuesta frente al estrés. ACTH es, ade-
mas, responsable del mantenimiento de la integridad
anatémica y funcional de la glandula adrenal, lo cual
también estaria sujeto a regulacion local.

Sobre la base de publicaciones previas de nuestro
grupo de trabajo, los sistemas 6xido nitrico sintasa/6xido
nitrico (NOS/NO) y hemo oxigenasa/monoxido de car-
bono (HO/CO) y la histamina (HA), modulan los efec-
tos de las hormonas adenohipofisarias mencionadas

1-SISTEMAS NOS/NO Y HO/CO

EI NO es un radical libre inorganico gaseoso, cuya
funcion como mensajero intracelular ha sido amplia-
mente establecida en una gran variedad de tipos celu-
lares. La enzima oxido nitrico sintasa (NOS) cataliza la
sintesis de NO y L-citrulina a partir de L-arginina. Se
han identificado al menos tres isoformas de NOS, pro-
ducto de tres genes distintos: la nNOS (NOSI), la iNOS
(NOSII) y la eNOS (NOSIII). EI NO modula la este-
roidogénesis en células granulosas-luteales del ovario
humano y en células de zona glomerulosa adrenal. Tra-
bajos propios y de otros grupos han demostrado que el
NO regula la sintesis de esteroides en CL, en ZF de rata
y en células glomerulosas bovinas (1-4). En particular,
el trabajo de Del Punta et al. de 1996 tiene 137 citacio-
nes segun la base de datos Scopus, de las cuales 52 son
en los ultimos 5 anos, lo cual muestra la vigencia y re-
conocimiento de nuestros resultados
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Por su parte, se ha propuesto al CO, producido por
el clivaje oxidativo del hemo, como un modulador con
funciones semejantes a las del NO. El CO es producido
en la reaccion catalizada por la HO, en la que se genera
asimismo biliverdina e hierro. Cldsicamente se ha aso-
ciado esta actividad enzimdtica con el catabolismo de
hemoproteinas. Sin embargo, en forma mas reciente, se
han descripto efectos citoprotectores relacionados con
la actividad de HO. Hasta el momento se han caracte-
rizado tres isoformas de la enzima: la HO-1 o inducible
y las HO-2y 3 que son constitutivas. Resultados de nues-
tro grupo y de otros han permitido la identificaciéon de
HO-1yde HO-2 en células de ZF adrenal de rata, en la
linea celular Y1, y en CL tumorales MA-10 y normales de
rata (5) (6). Dado que la HO regula los niveles celulares
de hemoproteinas, su actividad modularia los niveles de
las enzimas dependientes de citocromo P450, esencia-
les en el camino esteroidogénico. La expresion consti-
tutiva de HO-2 en testiculo y glandula adrenal proba-
blemente cumpla esa funcién.

Evidencias experimentales de los ultimos anos de-
muestran que los sistemas de generacion y los meca-
nismos de accion del NO y del CO coinciden en diver-
sos aspectos. Ambos mediadores comparten al menos
un blanco de accién comun como es el grupo hemo de
la guanilil ciclasa soluble, y su accion se ha asociado a
un aumento en los niveles de GMPc. Una estrategia bio-
logica para evitar esta redundancia podria consistir en
la regulacion mutuay coordinada entre ambos sistemas
enzimaticos. En este sentido, resulta cada vez mas evi-
dente que ambos mediadores no actian siempre en
forma independiente, sino que uno puede modular la
actividad del otro. Se ha demostrado que el NO induce
la expresion de HO-1'y que la HO podria regular los ni-
veles de la hemoproteina NOS. En macréfagos obteni-
dos de animales inyectados con LPS, la HO-1 actuaria
como un inhibidor fisiol6gico de NOS disminuyendo la
disponibilidad del grupo hemo para la actividad de la
iNOS. También se ha sugerido que hay un sinergismo
entre CO y NO para proveer citoproteccion. Se estan
desarrollando experimentos que intentaran ver si estos
mecanismos son posibles en nuestros modelos experi-
mentales.

Los procesos infecciosos e inflamatorios compro-
meten fuertemente las funciones testicular y adrenal.
Sin embargo, los mecanismos involucrados en estos
efectos atin no han sido elucidados. La inflamacién in-
volucra, entre otros procesos, la activacién de monoci-
tos, macréfagos y mastocitos, lo que lleva a la produc-
cién de citoquinas proinflamatorias y especies reactivas
de oxigeno (ROS) citotoxicas, las cuales modulan la sin-
tesis de esteroides en CLy en células adrenales. La pro-
duccion de estos mediadores, que ocurre en forma sis-
témica y también localmente, se incrementa ante un
estimulo como el LPS. Al respecto, el aumento en la
muerte celular programada (apoptosis, autofagia) o no
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programada (necrosis) ocurre durante la injuria celu-
lar y puede contribuir a la etiologia de varios estados fi-
siopatolégicos. La HO-1 (a través de alguno de sus pro-
ductos: CO, biliverdina y/o bilirrubina) confiere
citoproteccion en varios tipos celulares inhibiendo la
apoptosis, la inflamacion y la proliferacion celular. Di-
cho efecto de la HO-1 puede involucrar diferentes sis-
temas de transduccion de la senal que incluye, entre
otros, p38MAPK, PI-3-K/AKT o NFkB (7-9). Estamos es-
tudiando si la induccién de HO regula la proliferacion
de células de Leydig testiculares.

2- HISTAMINA

Clasicamente reconocida como mediadora en pro-
cesos inflamatorios, la histamina (HA) ha sido gene-
ralmente asociada a los mastocitos presentes en casi to-
dos los tejidos. Sin embargo, también se ha descripto
sintesis de HA en basdfilos, plaquetas, células endote-
liales y neuronas, y existen evidencias de su participa-
cion en una gran variedad de procesos fisiol6gicos y pa-
tologicos. La sintesis de HA se produce a partir del
aminoacido L-histidina, en una reaccion catalizada por
la enzima L-histidina descarboxilasa (HDC). HA ejerce
sus multiples efectos a través de la union a receptores
acoplados a proteinas G en la membrana de sus células
blanco. Los mismos han sido designados HRH1, HRH2,
HRH3 y HRH4, y se diferencian en su patréon de ex-
presion y mecanismos de transduccion de la senal (10,
11). Varios de los procesos en los que HA interviene
como modulador involucran proliferacion celular y/o
apoptosis. Mas atin, HA tendria efectos pro apoptéticos
o anti apoptéticos segun el tipo celular.

Tanto en condiciones fisiologicas como patologicas,
el efecto final de HA sobre la proliferacion celulary/o
apoptosis estaria definido por el subtipo de receptor
con el que la amina interactia en la membrana de sus
células blanco, lo cual desencadena la activacion de
mecanismos de transduccion de la senal especificos se-
gtn el tipo celular. Estos incluyen la activacién o inhi-
bicion de las vias MAPK/ERK, IKK/NF-KB, SAPK/JNK
y JAK/STAT, en el caso de la regulacion de la prolife-
racion celular, y cambios en la expresion de proteinas
de la familia BCL2 en el caso de induccién de apopto-
sis. La mayoria de los trabajos realizados hasta el mo-
mento involucran receptores HRH1 y HRH2, pero en
los ultimos anos se centr6 la atenciéon en los subtipos
HRH3 y HRH4 y su papel en la regulacion de la proli-
feracion celular. Al respecto, cabe destacar que eviden-
cias recientes indican que HRH3 y HRH4 se expresan
en diferentes lineas celulares de glandula mamaria hu-
mana, tanto normales como transformadas, siendo la
expresion de HRH3 significativamente mayor en estas
ultimas. Ademas, se demostré una correlacion entre la
expresion de HRH3, HDC y el antigeno nuclear de
proliferacion celular (PCNA), y un efecto estimulatorio
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de HA mediado por HRH3 sobre la migracion de las cé-
lulas malignas. Por su parte, la activacion de receptores
HRH4 mostré un efecto inhibitorio sobre la prolifera-
cion celular, induciendo apoptosis (12, 13). Se estan re-
alizando estudios relacionados con los subtipos HRH3
y HRH4 y con la regulacion de la proliferacion celular

Existen muy pocas evidencias en la literatura acerca
del posible papel de la HA como modulador de la fi-
siologia de las células esteroidogénicas. Se vio que HA
estimula la sintesis de progesterona a través de recep-
tores del subtipo HRH2 por un mecanismo mediado
por AMPc, en foliculos preovulatorios de rata. Tam-
bién se ha reportado que HA tiene un efecto estimula-
torio directo sobre la secrecion de progesteronay es-
tradiol en células de la granulosa humana, sugiriendo
un rol fisiologico en la regulacion de la funcién de di-
chas células durante el ciclo menstrual. Respecto a las
funciones reproductivas en el macho, Mayerhofer et al.
(14) han sugerido que HA estimula la esteroidogénesis
a través de los receptores HRH1 en el parénquima tes-
ticular del hamster dorado. Ademads, dos trabajos re-
cientes sugieren, por un lado, la existencia de un sis-
tema histaminérgico en testiculo humano (15) y por
otra parte, que la HA estaria involucrada en la madu-
racion del testiculo, ya que en ratones KO para HDC, se
observo atrofia testicular parcial, alteraciones morfolo-
gicas de las CL y esteroidogénesis disminuida (16). Al
respecto en este punto, en nuestro conocimiento, los 3
trabajos publicados por nuestro grupo en células de
Leydig, representan las mayores contribuciones en el
tema (17-19). Ademads, hemos publicado, por invita-
cion del Editor, un capitulo de libro (20).

Los niveles testiculares de HA presentan variaciones
a diferentes edades, siendo considerablemente mayores
en ratas prepuberes, donde predominan formas inma-
duras de células de Leydig, en forma simultinea con un
mayor nimero de mastocitos intersticiales. Los altos ni-
veles de HA hallados en animales prepuberes estarian
asociados a un incremento en la proliferaciéon y/o una
inhibicién de la diferenciacion, mientras que los nive-
les mas bajos, hallados en los animales adultos, estarian
asociados a una disminucion de la proliferacion, a un
aumento de la diferenciacion, y a la regulacion de las
funciones diferenciadas. Estas diferentes concentracio-
nes de HA en distintos estadios estarian de alguna ma-
nera correlacionadas con los efectos bifasicos que he-
mos observado previamente.

Considerando los estudios que realiz6 nuestro grupo
en CLy dada la escasa, contradictoria y poco actualizada
bibliografia acerca de la accién directa de la HA sobre
la corteza adrenal, es que se estan realizando estudios
en células corticoadrenales (21). Los efectos de ACTH
en la glandula adrenal incluyen la estimulacion de la
sintesis de esteroides y una marcada vasodilatacion re-
flejada por el aumento en el flujo sanguineo a través de
la glandula. Se han localizado mastocitos en las paredes



de arteriolas en el punto de contacto de la corteza adre-
nal con la capsula de tejido conectivo, y se ha sugerido
que la HA y la serotonina producidas por dichas célu-
las incrementan el flujo del medio de perfusion y la se-
crecion de esteroides en la glandula aislada perfun-
dida en ausencia de ACTH. También se sugiere que la
HA causa relajacion de arteriolas corticoadrenales y
que estimula la sintesis de aldosterona en células glo-
merulosas (ZG) adrenales bovinas. En lo que respecta
a proliferacion, un trabajo reciente (22) compara la ex-
presion de proteinas y genes relacionados con la HA en-
tre cortezas adrenales humanas normales y tumores
adrenocorticales, demostrando un patrén de expre-
sion diferencial entre ambos, en cuanto a la expresion
de la enzima HDC, contenido de histamina y perfil de
expresion de los receptores.

Uno de los puntos de integracion entre los factores
mencionados consiste en investigar si alguno de los
efectos de la HA involucra a la modulacion del sistema
de las hemo oxigenasas (HO). Tal estudio se funda-
menta en que recientemente hemos descripto (19) que
concentraciones de HA inhibitorias de la esteroidogé-
nesis en CL actian, al menos en parte, a través de la ac-
tivacion del sistema NOS/NO. Esto concuerda con re-
sultados anteriores de Del Puntay col (1) acerca de que
el NO inhibe el proceso esteroidogénico. Si hubiere una
regulacion reciproca entre los sistemas NOS/NO y
HO/CO y su relacién con los parametros de estrés oxi-
dativo (incluyendo la produccién de ROS) tal como
planteamos en el bloque 1, entonces la HA regularia
ambos sistemas a través de uno o mas de sus subtipos de
receptores. Si asi fuere, los resultados representarian un
novedoso sistema de regulacion multifactorial que po-
dria extrapolarse no so6lo a otros sistemas esteroidogé-
nicos, sino también a varios tipos celulares con dife-
rentes funciones biolégicas.

Otro punto de vista de la importancia de estos estu-
dios radica en que los resultados obtenidos atraeran
atencion hacia nuevos efectos colaterales potenciales
del uso de antihistaminicos, que podrian alterar el nor-
mal funcionamiento del testiculo y la glandula adrenal,
comprometiendo la fertilidad humana y la produccion
de hormonas esenciales para la vida.
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Resumen

La Hiperplasia Suprarrenal Congénita (HSC) por déficit de
21-hidroxilasa representa la enfermedad autosémica recesiva
de mayor frecuencia y la causa del 90-95% de los casos de
HSC. El objetivo de nuestro trabajo es la caracterizaciéon mo-
lecular de los defectos genéticos asociados a este déficit. En
la actualidad 650 familias han sido caracterizadas, entre las
cuales hallamos 7 mutaciones noveles ubicadas en regiones
codificantes, sitios de splicingy en una region regulatoria.
Estudios de modelado molecular indican diferencias en la es-
tabilidad de la proteina mutada y/o de la carga de aminoa-
cidos de superficie y resultados preliminares demostrarian
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una disminucién de la actividad residual in vitro. Por su
parte, estudios in silico predicen que la variante de la region
regulatoria alteraria la topologia y curvatura del ADN. Los en-
sayos funcionales sugieren diferencias en la tasa transcrip-
cional del gen. Asimismo, hemos observado una gran varia-
bilidad en la estructura genémica que contiene al CYP21A2
(médulo RCCX) y hemos podido establecer que muchas de
las pacientes No Clasicas poseen sélo un alelo con mutacién
o0 bien ninguno, lo que sugeriria que los valores hormonales
considerados para la inclusion de estos pacientes estarian so-
breestimando la frecuencia de la patologia.

Palabras clave: deficiencia de 21-hidroxilasa * caracteriza-
cion molecular * mutaciones noveles

Summary

Congenital adrenal hyperplasia (CAH) due to 21-hydroxylase
deficiency is the most frequent inborn error of metabolism,
and it accounts for 90-95% of CAH cases. The goal of our
study is to fully determine all the molecular defects leading
to 21 hydroxylase deficiency in Argentinian patients. So far,
650 families have been characterized. Our analysis revealed
the presence of 7 novel mutations not previously described
in the literature, located in the coding region, splicing sites
and a variant located in a distal regulatory region. In silico
analyses of novel coding point mutations revealed changes
in protein stability or in the surface charge of the mutant en-
zymes. Functional preliminary results suggest that the en-
zymatic activity is impaired. Similarly, bioinformatic studies
predict that the variant in the distal regulatory region intro-
duces distortions in the local conformation of DNA. In vitro
assays suggest differences in the transcriptional activity of
the gene. In addition, a great variability in the genomic struc-
ture of the RCCX module was found where the CYP21A2
gene is located. On the other hand, our analyses revealed that
the cut-off value in the ACTH-stimulated 17- hydroxyprog-
esterone test might overestimate the diagnosis of the non-
classical form by including some patients with heterozygous
status.

Key words: 21-hydroxylase deficiency * molecular charac-
terization * novel mutations

Resumo

A Hiperplasia Suprarrenal Congénita (HSC) por déficit de 21-
hidroxilase representa a doenca autossémica recessiva de
maior frequéncia e a causa de 90-95% dos casos de HSC.
O objetivo do nosso trabalho é a caracterizacao molecular dos
defeitos genéticos associados a este déficit. Na atualidade,
650 familias tém sido caracterizadas, dentre as quais en-
contramos 7 mutacdes novéis localizadas em regides codi-
ficantes, sitios de splicing e numa regido regulatéria. Estu-
dos de modelagem molecular indicam diferengas na
estabilidade da proteina mutada e/ou da carga de aminod-
cidos de superficie e resultados preliminares demonstrariam
uma diminuig&do da atividade residual in vitro. Por sua vez, es-
tudos in silico predizem que a variante da regido regulatdria
alteraria a topologia e curvatura do DNA. Os ensaios funcio-



nais sugerem diferengas na taxa transcricional do gene. Do
mesmo modo, temos observado grande variabilidade na es-
trutura genémica que contém o CYP21A2 (mddulo RCCX) e
pudemos estabelecer que muitas das pacientes Nao-Classicas
possuem apenas um alelo com mutag&o ou entdo nenhum, o
que sugeriria que os valores hormonais considerados para a
inclusdo destes pacientes estariam superestimando a fre-
quéncia da patologia.

Palavras chave: deficiéncia de 21-hidroxilase * caracteriza-
¢do molecular * mutagcdes novéis

Con el nombre de Hiperplasia Suprarrenal Congé-
nita (HSC) se conoce a un conjunto de enfermedades
hereditarias de origen autosémico recesivo que pre-
sentan trastornos en la esteroidogénesis suprarrenal y
que causan déficit en la biosintesis del cortisol y aldos-
terona. La deficiencia de la enzima 21-hidroxilasa es el
desorden mas comun, representando al 90-95% de los
casos de HSC (1). La sintomatologia clinica del déficit
de 21-hidroxilasa comprende un amplio espectro de
manifestaciones que van desde formas severas con pér-
dida salina hasta aquellas con signos leves de hiperan-
drogenismo. La variabilidad de expresion es una mani-
festacion del grado de actividad residual que presenta la
enzima. Asi, la deficiencia de 21-hidroxilasa puede va-
lorarse clinicamente como severa o clasica y leve o no cla-
sica o de presentacion tardia. La cldsica, que posee dos
variantes Virilizante simple (VS) y Perdedora de sal (PS),
se manifiesta durante el periodo perinatal con signos cli-
nicos debido ala falta de produccion de aldosteronay/o
cortisol, mientras que la no clasica (NC) presenta ma-
nifestaciones clinicas menos severas después del naci-
miento, en la primera infancia, en la pubertad o en la
edad adulta y sus signos son principalmente el hiperan-
drogenismo. Las prevalencia han sido estimadas en
1/15.000 para la forma clasicay de 1,/100 a 1/1.000 para
la NC, dependiendo del origen étnico de los afectados.
Esta patologia es pasible de un tratamiento de bajo costo
que permite una calidad de vida normal. Asimismo, el
tratamiento prenatal con dexametasona, puede evitar la
virilizacion en las formas clasicas, sin que se hayan des-
cripto efectos teratogénicos con las dosis usadas.

El gen codificante, CYP21A2, esta ubicado en el cro-
mosoma 6p21.3 conformando un bloque que se en-
cuentra normalmente duplicado. Este bloque denomi-
nado RCCX (AP, A4, A21 y TNa comprende parte del
gen RP1, los genes del factor 4 del Complemento, los ge-
nes CYP21 y una region del gen TNXB que codifica para
una proteina del citoesqueleto. Las regiones duplicadas
de TNXB y RP1 constituyen pseudogenes truncados lla-
mados TNXA y RP2, respectivamente (1) (2). Aproxi-
madamente el 60% de los cromosomas contienen 2
modulos RCCX, conformando el siguiente arreglo de
telomero a centrémero: RP1-C4A-CYP21A1P-TNXA
(Médulo largo)- RP2-C4B-CYP21A2-TNXB (Médulo
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corto), con un gen activo (CYP21A2) en uno de ellosy
un pseudogen inactivo (CYP21A1P) en el otro, ambos
con 98% de identidad de secuencia. Sin embargo, se
han descripto cromosomas monomodulares, trimodu-
lares y tetramodulares, por duplicacion/delecion del
modulo que contiene al gen o al pseudogen.

Gran parte de los defectos genéticos responsables de
la deficiencia son producto del apareamiento desigual
entre el gen y el pseudogen, causando deleciones del
gen o bien la transferencia de mutaciones deletéreas del
pseudogen al gen por conversién génica. Si bien la ma-
yor parte de los afectados poseen mutaciones que pro-
vienen del pseudogen, en los Gltimos anos se han iden-
tificado mas de 130 mutaciones espontaneas como
causantes de la patologia (3).

Nuestro grupo de trabajo inici6 el estudio molecular
de la deficiencia de 21-hidroxilasa en el ano 1996. Los
primeros estudios nos permitieron estimar la distribu-
cion de las 10 mutaciones mads frecuentes en una mues-
tra preliminar de afectados (4)(5). Actualmente, mas
650 familias han sido estudiadas, detectando entre el 85
y €l 95% de los alelos clasicos y alrededor del 70% de los
alelos pertenecientes a pacientes NC. En un grupo de
pacientes en los que restaba identificar al menos una
alelo, hemos llevado a cabo una busqueda de mutacio-
nes menos frecuentes y/o noveles por secuenciacion.
Nuestros resultados demostraron la presencia de 12
mutaciones poco frecuentes previamente descriptas,
algunas de ellas asociadas a una diferente forma de
presentacion de la patologia (6) y 7 mutaciones nove-
les, 5 en regiones codificantes, 1 en un sitio dador de
splicing y 1 variante en una region regulatoria distal. Las
variantes en la region proteica involucran a residuos
aminoacidicos muy conservados evolutivamente en la
proteina (7-8). Estudios de modelado molecular indican
diferencias en la estabilidad de la proteina y/o de la
carga de aminodcidos de superficie como consecuencia
de estas mutaciones (8). Asimismo, estudios prelimi-
nares de la actividad residual in vitro de las variantes mu-
tadas demostrarian una disminucién en la capacidad de
conversion de los sustratos de la enzima en sus pro-
ductos. Por su parte, estudios bioinformaticos predicen
una alteraciéon de la topologia y curvatura del ADN
para la variante hallada en una de las regiones regula-
torias analizadas. Los estudios preliminares de su ex-
presion in vitro, sugeririan una diferencia en la tasa
transcripcional del gen (9).

Estudios previos de nuestro grupo han demostrado
también, una gran variabilidad en la estructura de la re-
gion genoémica en donde estd ubicado el gen CYP21A2
(bloque RCCX). Las mismas incluyen deleciones y du-
plicaciones del gen y pseudogen, asi como la presencia
de genes quiméricos (10). Estos resultados demuestran
la gran complejidad que posee esta region genémica 'y
su caracterizacién contribuye a una mejor comprension
de los mecanismos patologicos de la deficiencia.
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Finalmente, nuestro estudio de busqueda de muta-
ciones menos frecuentes o noveles en los pacientes,
nos ha permitido establecer que muchas de las pacien-
tes diagnosticadas como NC poseen s6lo un alelo con
mutaciéon o bien ninguno (11). Estos resultados co-
bran importancia dado que demostrarian que el hipe-
randrogenismo que se observa en estos pacientes se
debe a otras causas y no a la deficiencia de 21-hidroxi-
lasa, y que los valores hormonales considerados como li-
mite de corte para su inclusion, estarian sobreesti-
mando la frecuencia de la patologia. De hecho, todos
aquellos pacientes analizados que presentan valores de
17 OH- progesterona post-estimulo con ACTH menores
a 14 ng/mL (valor de corte: 10 ng/mlL(4) poseen sélo
un alelo del gen mutado o bien ninguno (4) (11) (12).
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Resumen

La interaccion entre las células somaticas y entre las gametas
involucra una serie de eventos moleculares que no han sido
dilucidados totalmente. Nuestro grupo de investigacién ha
desarrollado proyectos dirigidos a profundizar el conoci-
miento de dichos eventos. Los estudios han comprendido el
analisis de moduladores de la funcionalidad espermética (ej.



efecto de la temperatura de incubacién, las concentraciones
del i6n calcio, los anticuerpos antiespermaticos de fluidos
biolégicos en la motilidad, la capacitacion y la exocitosis
acrosomal). Asimismo, hemos caracterizado componentes del
espermatozoide (ej. CaM Kinasa IV, proacrosina/acrosina) y
de secreciones del tracto femenino (ej. Grp78/BiP), evaluado
su rol en el desarrollo de capacidad fecundante y, en algu-
nos casos, investigado su relacién con la infertilidad. En afios
recientes, nuestros proyectos se han extendido al estudio de
las cadherinas en eventos de adhesién celular durante la fe-
cundacién; hemos caracterizado la expresion de cadherina
epitelial y neural en tejidos reproductivos y gametas y eva-
luado su participacion en la fecundacién. Dada su recono-
cida relevancia en el cancer, hemos abordado estudios en di-
versos modelos tumorales. Nuestras investigaciones han
contribuido a la comprensioén de los eventos de interaccion
de las gametas durante la fecundacién asi como entre las cé-
lulas somaticas durante la progresién tumoral.

Palabras clave: interaccién celular * fecundacién * pro-
gresion tumoral * proacrosina/acrosina * Grp78/Bip * cad-
herinas clasicas

Summary

Cell-cell interaction between somatic cells as well as gametes
involves molecular events that have not been completely elu-
cidated. Our research group has developed projects aimed at
studying proteins and mechanisms participating in these in-
teractions. Several modulators of sperm functions have been
analyzed (i.e. incubation temperature, calcium ion concen-
tration, and antisperm antibodies present in biological flu-
ids upon sperm motility, capacitation and acrosomal exocy-
tosis). In addition, proteins from spermatozoa (i.e. CaM
Kinase 1V, proacrosin/acrosin) and from secretions of the fe-
male tract (Grp78/BiP) have been characterized, and their
role in the development of sperm fertilizing ability assessed.
In some cases, their relationship with infertility was evalu-
ated. In recent years, our projects have been extended to
study members of the cadherin superfamily and related pro-
teins; in particular, the expression of epithelial and neural
cadherin in reproductive tissues and gametes was charac-
terized and evidence of their participation in fertilization-re-
lated cell-cell adhesion events shown. Based on the vast ev-
idence of the role of these proteins in tumor progression, our
current research also involves studies of cancer models.
Our projects have contributed to the understanding of the
molecular basis of cell-cell interaction during fertilization as
well as during tumor progression.

Key words: cell-cell interaction* fertilization* tumor progres-
sion* proacrosin/acrosin* Grp78/Bip * classical cadherins

Resumo

A interacdo entre as células soméaticas e entre os gametas en-
volve uma série de eventos moleculares que nao tém sido elu-
cidados totalmente. Nosso grupo de pesquisa tem desenvol-
vido projetos encaminhados a aprofundar o conhecimento de
tais eventos. Os estudos tém compreendido a anélise de mo-
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duladores da funcionalidade espermatica (ex. efeito da tem-
peratura de incubagéo, as concentragdes do ion célcio, os an-
ticorpos antiespermaticos de fluidos biolégicos na motilidade,
a capacitagéo e a exocitose acrossomal). Do mesmo modo, ca-
racterizamos componentes do espermatozoide (ex. CaM Kinase
1V, proacrosina /acrosina) e de secregdes do trato feminino (ex.
Grp78/BiP), avaliamos seu papel no desenvolvimento de ca-
pacidade fecundante e, em alguns casos, investigamos sua re-
lagdo com a infertilidade. Em anos recentes, nossos projetos
se tém estendido ao estudo das caderinas em eventos de ade-
sdo celular durante a fecundagao; temos caracterizado a ex-
pressdo de caderina epitelial e neural em tecidos reprodutivos
e gametas e avaliamos sua participagdo na fecundagdo. Dada
sua reconhecida relevancia no cancer, temos abordado estu-
dos em diversos modelos tumorais. Nossas pesquisas tém con-
tribuido & compreenséo dos eventos de interagdo dos game-
tas durante a fecundag&o bem como entre as células somaticas
durante a progressao tumoral.

Palavras chave: interagao celular * fecundacao * progressao
tumoral * proacrosina/acrosina * Grp78/Bip * caderinas
classicas

Introduccién

La interaccion entre las células somaticas y entre las ga-
metas involucra una serie de eventos moleculares com-
plejos que no han sido dilucidados totalmente. Desde su
constitucion hace 15 anos, nuestro grupo de investigacion
ha desarrollado proyectos de investigacion dirigidos al es-
tudio de los mecanismos moleculares y las entidades que
participan en el reconocimiento de las gametas durante
la fecundacién. Como parte de los proyectos, hemos es-
tudiado el rol de diversos componentes del espermato-
zoide y de las secreciones del tracto femenino en el de-
sarrollo de su capacidad fecundante, asi como hemos
evaluado requerimientos in vitro (ej. el rol de la tempe-
ratura de incubacion y del i6n calcio (Ca2*) del medio de
cultivo de espermatozoides para el desarrollo de estrate-
gias de abordaje de algunos de los eventos de este pro-
ceso). En anos recientes nuestras investigaciones estan en-
focadas en el estudio de miembros de la superfamilia de
moléculas de adhesion llamadas cadherinas y proteinas re-
lacionadas a éstas en eventos de adhesion celular du-
rante la fecundacion. Dada la reconocida relevancia de
miembros de esta familia de moléculas de adhesion en la
progresion del cancer, nuestras investigaciones se han
extendido a su estudio en diversos modelos tumorales.
Los disenos experimentales han involucrado el uso de ga-
metas y tejidos reproductivos de distintas especies de ma-
miferos (modelo humano, murino y bovino) asi como li-
neas celulares y muestras de tejidos no tumorales y
tumorales de diversos origenes. En los abordajes de es-
tudio empleamos estrategias celulares, bioquimicas, mo-
leculares y funcionales. En los parrafos siguientes se pre-
senta una revision de algunos de los proyectos realizados.
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GENERALIDADES DEL PROCESO DE LA
FECUNDACION

La fecundacion involucra una secuencia coordinada
de interacciones moleculares entre el espermatozoide
y el 6vulo que dan origen a una zigota. Los espermato-
zoides son células altamente especializadas y polariza-
das, que se forman de manera continua en el epitelio se-
minifero del testiculo durante la espermatogénesis. Sin
embargo, el espermatozoide que deja la gonada es in-
motil o presenta motilidad no progresiva y no puede fe-
cundar al ovocito; ambas propiedades son adquiridas
durante su transito por el epididimo en un proceso co-
nocido como maduracion epididimaria. Luego de la
eyaculacion, los espermatozoides deben permanecer
un tiempo en el tracto reproductivo femenino donde
sufren una serie de cambios metabdlicos y funcionales
conocidos en conjunto como capacitaciéon esperma-
tica. Los espermatozoides interactian con las células del
tracto reproductivo de la hembra y sus secreciones y de-
sarrollan un patrén de motilidad llamado hiperactiva-
cion, que facilita su acercamiento y la penetracion de las
envolturas del ovocito. Una vez en el sitio de fecunda-
cion, los espermatozoides comienzan una serie com-
pleja de interacciones con el ovocito y sus envolturas,
particularmente las células del cumulus y la corona ra-
diata y la zona pellucida (ZP) hasta alcanzar el cito-
plasma. Los espermatozoides sufren la exocitosis acro-
somal (EA), evento que permite la liberacion de
enzimas acrosomales que asisten al espermatozoide en
el proceso, asi como la redistribucion de proteinas en
diferentes subregiones de la gameta y el consecuente
desarrollo de capacidad fusogénica del segmento ecua-
torial, que participaria en la fusién con el oolema (1-3).

En las ultimas décadas, mucho se ha avanzado en re-
lacion al conocimiento de las bases de este proceso; sin
embargo, los mecanismos moleculares involucrados
aun no han sido dilucidados en su totalidad. La identi-
ficacién y caracterizacion de las moléculas que partici-
pan en el proceso de fecundacion asi como la com-
prension de los mecanismos que regulan su expresion
y funciones pueden contribuir no solo a comprender los
mecanismos involucrados en la interaccién espermato-
zoide-ovocito, sino también al mejoramiento de las he-
rramientas actuales para el manejo de las gametas, el de-
sarrollo de nuevas alternativas para el diagnoéstico y
tratamiento para la infertilidad humana y nuevos mé-
todos anticonceptivos.

REQUERIMIENTOS DE TEMPERATURA Y DE
IONES CALCIO EN LOS PROCESOS DE
CAPACITACION Y DE EXOCITOSIS ACROSOMAL

Los eventos de la capacitacion y la EA se encuentran
estrechamente relacionados, situaciéon que hace difi-
cultosa la evaluacion de los mecanismos y los compo-
nentes involucrados de manera independiente. En un
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proyecto orientado a disociar estos procesos, evaluamos
los requerimientos de temperatura e iones Ca2* para su
ocurrencia en condiciones in vitro en el modelo del es-
permatozoide humano. Los resultados de estos estudios
revelaron que la incubacion de los espermatozoides a 20
°C impide la capacitacion espermatica pero es sufi-
ciente para sontener una respuesta a la induccion de la
EA por un inductor fisiol6gico (fluido folicular) en es-
permatozoides previamente capacitados (4). Los estu-
dios permitieron determinar ademas el requerimiento
de concentraciones diferenciales de iones Ca%+ en el me-
dio de incubacion de los espermatozoides in vitro para
la ocurrencia de ambos eventos: mientras 0,22 mM es
suficiente para el desarrollo de eventos asociados a la ca-
pacitacion (niveles de fosforilacion en proteinas fosfo-
riladas en residuos tirosina y motilidad hiperactivada),
se necesitan concentraciones mayores del cation diva-
lente (al menos 0,58 mM) para producir la maxima res-
puesta de las gametas a la induccién de la EA mediada
por el fluido folicular y para obtener la maxima tasa de
union a la ZP (5). La formulacion de medios de cultivo
con cantidades diferenciales de i6n CaZ* permitié abor-
dar otros estudios, entre ellos identificar anticuerpos an-
tiespermaticos inductores de la EA en sueros de muje-
res en consulta/tratamiento por infertilidad vy
determinar su efecto sobre la interaccion espermatica
sobre componentes de la ZP (6) (7), asi como determi-
nar que la chaperona Grp78/Bip, que se incoporaria al
espermatozoide durante la capacitacion, modula la in-
teraccion entre ambas gametas de manera dependiente
de los iones Ca2*+ (8 ver en detalle mds adelante). Te-
niendo en cuenta que los medios de cultivo para manejo
de espermatozoides en general tiene concentraciones
milimolares de iones Ca2* (2 mM), la formulacién de
medios de cultivo con cantidades diferenciales del cation
divalente podran impactar en el manejo de patologias
espermaticas, entre ellas la ocurrencia prematura de la
capacitacion y/o EA.

PROTEINAS INVOLUCRADAS EN LA
MOTILIDAD DEL ESPERMATOZOIDE: KINASAS
DEPENDIENTES DEL ION CALCIO EN EL
ESPERMATOZOIDE HUMANO

Los mecanismos involucrados en la regulacion de la
motilidad del espermatozoide de mamiferos no se co-
nocen totalmente. Los estudios mencionados en la sec-
cién anterior (5) revelaron que los iones Ca2* juegan
un rol clave en el mantenimiento de la motilidad. Sin
embargo, los mecanismos subyacentes a este fenémeno
no han sido dilucidados. Dado que los iones Ca2* pue-
den unirse a calmodulina y este complejo regula la ac-
tividad de muchas enzimas, entre ellas las proteinas ki-
nadas dependiente de Ca?*/calmodulina (CaM kinasas),
desarrollamos un estudio iniciado como parte de la te-
sis doctoral de la Dra. C. Marin Briggiler y luego com-
pletado de manera conjunta con el grupo liderado por



el Dr. P. Visconti, en ese momento miembro de la Univ.
de Virgina, EEUU. En el mismo, evaluamos la relevancia
de la presencia de iones Ca2* en el medio de incubacién
para la motilidad de los espermatozoides humanos y es-
tudiamos la participacién de las proteinas CaM kinasas en
la motilidad. Los estudios confirmaron el requerimiento
de los iones Ca?* en el medio de incubacién para el
mantenimiento de la motilidad, determinandose que
una concentracion de 0,22 mM del i6n divalente es su-
ficiente para su mantenimiento. La participacion de las
CaM kinasas en la regulacion de la motilidad esperma-
tica dependiente de los iones Ca%* fue confirmada a tra-
vés del uso de inhibidores de estas kinasas (activos:
KN62, KN93; inactivos: KN04 y KN92), observandose
una disminucién significativa en el porcentaje de es-
permatozoides motiles; en particular, la incubacién con
el KN62 condujo a una reduccion significativa en los va-
lores de los parametros cinematicos y afectaron negati-
vamente de manera significativa la cantidad de ATP en
la gameta, pero no alteraron la viabilidad celular, la fos-
forilacion global en residuos tirosina y la respuesta de
las células a inductores fisiolégicos de la EA. Final-
mente, estudios adicionales permitieron a detectar una
forma de 61 KDa para la proteina kinasa IV Ca2* /cal-
modulina-dependiente (CaM kinasa IV) espermatica,
que fue localizada en el flagelo; los estudios ademads de-
mostraron un aumento de su actividad durante la ca-
pacitacion y su inhibicion con KN62 (9).

ADQUISICION DE PROTEINAS DURANTE LA
CAPACITACION: LA CHAPERONA Grp78/BiP

Como se mencionara previamente, los espermato-
zoides completan la adquisicion de su capacidad fe-
cundante durante su transito por el tracto reproductor
de la hembra (1-3). Numerosas evidencias sugieren que
el entorno oviductal tiene un rol esencial en las etapas
finales de la adquisicion de competencia funcional de
las gametas que llevan al éxito de la fecundacion. Los es-
permatozoides que llegan al oviducto, interactuan con
las células del epitelio oviductal y con sus secreciones,
habiéndose observado un efecto del medio condicio-
nado de cultivos de estas células en la preservacion de
la vitalidad y motilidad espermaticas, asi como en la es-
timulacién de eventos relacionados con la capacitacion
en animales, especialmente en el modelo bovino (10).
Sin embargo, los efectos sobre la capacitaciéon en el
modelo humano no son concluyentes (11). Teniendo
en cuenta evidencias previas que demostraron la de-
teccion de una forma secretoria la chaperona
Grp78/BiP (Glucose regulated protein 78/ Binding immu-
noglobulin Protein) y hallazgos preliminares en nuestro la-
boratorio sobre su deteccion en el fluido folicular, rea-
lizamos un proyecto en colaboraciéon con la Dra. V.
Corrigal y col. del King’s College London School of Medicine
(Londres, Reino Unido) para estudiar su expresion en
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tejidos y secreciones del oviducto humano y evaluar su
asociacion al espermatozoide y su rol en eventos rela-
cionados con la fecundacion. En cortes histologicos de
las secciones del isthmus y ampulla del oviducto hu-
mano, la Grp78/BiP fue inmunolocalizada en las cé-
lulas oviductales de ambas regiones, presentando ma-
yor senal en la ultima. La forma secretoria de esta
chaperona fue inmunodetectada en perfiles electro-
foreticos de proteinas de fluido oviductal y de medio
condicionado de cultivos de células de tejido tubario
humano. El analisis de los fluidos recuperados en di-
ferentes momentos del ciclo menstrual ademas revel6
la presencia de mayores niveles de Grp78/BiP en el pe-
riodo periovulatorio. Asimismo, Grp78/BiP recombi-
nante se asoci6 a la regién acrosomal de la cabeza del
espermatozoide humano capacitado y demostro tener
un rol modulador de la interaccion entre las gametas
de manera dependiente de los iones. Ca2*. Los resul-
tados obtenidos concordaron con dos informes publi-
cados durante el curso de la investigacién en el modelo
humano que describieron formas secretorias de la cha-
perona, su expresion en el oviducto y su capacidad de
interactuar con el espermatozoide (12) (13). El estudio
completado por nuestro grupo reporto, por primera
vez, la secrecion de la Grp78 por las células epiteliales
oviductales humanas, asi como demostré su asocia-
cién a la region del capuchoén acrosomal del esper-
matozoide y present6 evidencias de su rol modulador
de la activacion de la gameta en eventos de la fecun-
dacion (Figura 1).

PROTEASAS ESPERMATICAS Y EL PROCESO
DE LA FECUNDACION:
PROACROSINA/ACROSINA

La participacion de proteasas de tipo tripsina en la
interaccion de gametas fue propuesta a partir de estu-
dios que revelaron la capacidad de los inhibidores de
tripsina de bloquear la penetraciéon espermadtica del
ovocito (14). De las proteasas acrosomales de este tipo,
una de las mds abundantes y estudiadas es Acrosina
(EC 3.4.21.10), una endoproteasa con sitio activo de se-
rina y especificidad por las uniones peptidicas de resi-
duos Arginina o Lisina. Acrosina se sintetiza y almacena
como zimoégeno inactivo (proacrosina) en el acrosoma
de las espermatidas redondas de todos los mamiferos es-
tudiados y se activaria durante la EA en el sitio de la fe-
cundacion (15) (16).

En estudios realizados por nuestro grupo de investi-
gacion, el sistema proacrosina/acrosina fue immuno-
localizado en la regién apical de la cabeza y corres-
pondiente al granulo acrosomal de espermatozoides
permeabilizados no capacitados y capacitados, mientras
que luego de la EA se observé inmunoreactividad en la
region ecuatorial o desaparicion de la senal para la
proteasa. Dado que la secuencia aminoacidica de pro-
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Anti Grp-78
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[B-gal ree 100 pup/ml 1844 1852

Figura 1. Expresion de Grp78 en el oviducto humano, su incorpora-
cién al espermatozoide humano y efecto sobre la interaccion de las
gametas. A. Inmunolocalizacién de Grp78 en secciones de trompa
de Fallopio (isthmusy ampulla) humanas utilizando anticuerpo anti
Grp78 (Santa Cruz Biotech) 2 mg/mL, anti conejo marcado con FITC
(1:100), y contratincién con ioduro de propidio. Como control se in-
cluye tincion con IgG de conejo 2 pg/mL. B. Unién de Grp78 re-
combinante (Grp78 rec) a espermatozoides humanos. Los esperma-
tozoides capacitados por 4 h se incubaron con Grp78 rec (100 pg/mL)
o PBS (control) por 4 h adicionales, fueron lavados para eliminar la
proteina no unida y procesados para inmunocitoquimica. Se utilizé
anti Grp78(Santa Cruz Biotech) 20 pg/mL, anti conejo marcado con
CY3 (1:750). C. Efecto de la incubacién de espermatozoides sobre
la interaccion con la ZP. Los espermatozoides métiles fueron incu-
bados por 4 h en condiciones capacitantes y expuestos a Hemizo-
nae (HZ) en presencia de diferentes concentraciones de Grp78 rec.
La HZ correspondiente fue incubada con PBS como control. Luego
de 4 h de incubacion, se removieron los espermatozoides débilmente
unidos y se contaron los espermatozoides unidos por HZ. Se reali-
zaron ensayos con 100 pg/mL de B-galactosidasa como control. Los
resultados se expresan como media =+ EEM; n > 7. * P < 0.05 vs.
control. El experimento fue realizado en medio conteniendo Ca+ o
Sr2+ (datos de ref. 8).
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acrosina no indica la presencia de regiones transmem-
brana, la proteasa no estaria asociada directamente a la
membrana del acrosoma y seria un componente de la
matriz acrosomal. La proenzima humana puede ser ex-
traida de espermatozoides utilizando soluciones acidas
que permiten disociar complejos formados con protei-
nas acrosomales y con el agregado de inhibidores de
proteasas para prevenir su activacion. En electroforesis
bajo condiciones reductoras, proacrosina humana mi-
gra como una forma doble de Mr 53.000-55.000 y
58.000-61.000, igual tamano molecular que el observado
en ensayos de zimografia de extractos acidos. La acti-
vacion de la proenzima seguiria el mecanismo pro-
puesto para la isoforma de cerdo, observindose formas
de 52 kDa y 34 kDa que representarian el intermedia-
rio a-acrosina y la proteasa activa f-acrosina, respecti-
vamente, ademas de otras formas de procesamiento de
22-24y 16 KDa. Su activacion puede ser completamente
inhibida en presencia de benzamidina, sugiriendo la
participacion de serina proteasas en el mecanismo de
activacion. Si bien proacrosina purificada tiene capaci-
dad de autoactivarse in vitro, el proceso de activacion en
el acrosoma estaria regulado por otros factores. En par-
ticular, estudios conjuntos entre nuestro laboratorio
con el grupo del Dr Coronel de la Universidad de Cor-
doba, Argentina, revelan que tanto la activacion como
la actividad de la proteasa humana presente en extrac-
tos dcidos serian inhibidas por la proteina caltrin del
plasma seminal (16-18).

En relacion a las funciones del sistema proacro-
sina/acrosina, estudios realizados utilizando el modelo
de knock outindicaron que esta enzima no seria esencial
para el proceso de fecundacion (19) (20). Sin embargo,
los espermatozoides deficientes en proacrosina/acrosina
mostraron un retraso en la penetraciéon de la ZP nor-
males y en ensayos de competencia espermatica no fe-
cundaron al ovocito (20). Estudios complementarios
llevaron a proponer su participaciéon en la activa-
cion/liberacion de los contenidos acrosomales durante
la EA. En concordancia con estas observaciones, se iden-
tificaron alteraciones en los patrones de activacion de
proacrosina de espermatozoides de individuos subférti-
les sin alteraciones en los parametros seminales y con
una capacidad disminuida de fecundar ovocitos in vitro
(21) asi como un anticuerpo monoclonal dirigido con-
tra el dominio de activacion de la proenzima produjo
una inhibicién del porcentaje de espermatozoides hu-
manos reaccionados sobre la ZP homéloga (22).

Ademas de su funcion de proteasa, el sistema proa-
crosina/acrosina tendria un rol en el reconocimientoy
unién del espermatozoide a glicoproteinas de la ZP ho-
mologa (15); sin embargo, los estudios en el modelo hu-
mano eran escasos. Empleando ensayos de union en fase
solida (Ligand bloty ensayo en placa de poliestireno) se
completaron una serie de experimentaciones para ca-
racterizar la interaccion entre proacrosina/acrosina hu-



mana y glicoproteinas de la ZP homoéloga. Para los es-
tudios se utiliz6 proacrosina/acrosina recuperada de
espermatozoides y glicoproteinas obtenidas de ovocitos
humanos de descarte de programas de fecundacion in
vitro, asi como formas recombinantes de proacrosina
(Rec-40) y productos truncados de su expresion (Re-30,
Rec-20, Rec-10. Rec-6) generados en bacterias y glico-
proteinas recombinantes de la ZP expresadas en células
CHO (rec-hZPA, rec-hZPB, rec-hZPC). Los estudios re-
velaron la capacidad maxima de Rec-40 de interactuar
principalmente con rec-hZPA, en concordancia con es-
tudios en otras especies y demostraron el rol de los azu-
cares fucosa y manosa, presentes en los oligosacaridos de
la ZP, en la interaccion con la proenzima (23-25).
Teniendo en cuenta las funciones identificadas para el
sistema de proacrosina/acrosina y que anticuerpos con-
tra proteinas espermaticas han sido asociados a infertili-
dad humana, resulto6 relevante determinar la incidencia
de anticuerpos contra el sistema proacrosina,/acrosina en
el suero de las mujeres en consulta por infertilidad. Em-
pleando un ensayo de ELISA con la proacrosina hu-
mana recombinante (Rec-40) como antigeno (ELISA-
Acro), se determiné una incidencia del 19% sobre un
total de 179 sueros con anticuerpos contra el sistema de
la proteasa. Una evaluacion en paralelo realizada con el
método de rutina de diagnéstico de infertilidad inmu-
nologica (ensayo de immunobeads, IBT), arrojo resul-
tados similares (incidencia de anticuerpos antiesperma-
ticos contra proteinas espermaticas de superficie: 20%).
Sin embargo, de los sueros antiacrosina positivos, s6lo 6
fueron IB positivos, indicando que el ensayo clinico de ru-
tina no permite predecir la presencia de anticuerpos an-
tiacrosina. Estudios complementarios permitieron iden-
tificar un grupo de sueros que so6lo reconocieron la
region C-terminal de proacrosina, involucrada en el me-
canismo de activacién de la proenzimay en la interaccion
de proacrosina con componentes de la ZP. Todos esos
sueros afectaron la union de proacrosina recombinante
ala proteina ZPA'y en algunos casos también inhibieron
la activacion de la proenzima (26) (Figura 2). Estos es-
tudios, en conjunto con los que realizamos usando un an-
ticuerpo monoclonal contra la proenzima que mostraron
un comportamiento similar y que inhibieron la EA (22),
sugirieron el posible efecto deletéreo de los anticuerpos
anticrosina sobre la fertilidad. Empleando un modelo ex-
perimental murino de inmunizacién genética contra
proacrosina humana, se comprob6 la respuesta humoral
hacia la proacrosina/acrosina humana en los animales in-
munizados, determindndose ademas la capacidad de
esos anticuerpos generados de afectar la activacion de
proacrosinay de bloquear la interaccion con la rec-hZPA;
asimismo, los anticuerpos inhibieron de forma dosis-de-
pendiente la fecundacion in vitroy afectaron la fertilidad
in vivo de los ratones, observandose un menor numero
de crias en las hembras inmunizadas y de un tamano sig-
nificativamente menor que las nacidas de hembras con-
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Figura 2: El sistema proacrosina/acrosina. Deteccion de anticuerpos
en el suero de mujeres en consulta por infertilidad y reactividad a
distintas regiones de la proenzima. A. Deteccién de anticuerpos anti-
proteinas espermaticas de superficie, mediante “Immunobead Binding
Test” (IBT) y anticuerpos anti-proacrosina/acrosina, mediante ELISA
indirecto (ELISA-Acro). Se analizaron los sueros de 179 mujeres en
consulta por infertilidad, 36 (20%) presentaron anticuerpos contra an-
tigenos de superficie seglin ensayo de IBT (>50% de espermatozoides
unidos a microesferas) y en 34 (19%) se detectaron anticuerpos anti-
proacrosina, segtin ensayo de ELISA-Acro. Sélo en 6 pacientes se en-
contr6 concordancia entre ambos ensayos. B. Analisis de las regiones
de proacrosina reconocidas por los anticuerpos presentes en pacien-
tes en consulta por infertilidad. Los sueros en los que se detectaron
anticuerpos anti-proacrosina (n=34) utilizando proacrosina recombi-
nante humana (Rec-40; aa 1-402) como antigeno fueron enfrentados
a segmentos de la proteina truncados en el extremo C-terminal: Rec-
30 (aa 1-300), Rec-20 (aa 1-190) y Rec-10 (aa 1-160). De los 34 sue-
ros analizados, 25 presentaron reactividad contra Rec-30 y 9 recono-
cieron a Rec-20 y Rec-10. En linea de puntos se indica el valor de corte
establecido para el ensayo (D0=0,270) (datos de ref. 26).

troles (27), confirmando su efecto negativo sobre la fer-
tilidad e indirectamente la relevancia de este complejo
enzimatico en el proceso de la fecundacion.

EXPRESION DE MIEMBROS DE LAS
CADHERINAS CLASICAS EN TEJIDOS )
REPRODUCTIVOS Y GAMETAS Y EVALUACION
DE SU PARTICIPACION EN LA FECUNDACION

La adhesion célula-célula regula numerosos procesos
como el crecimiento, la movilidad, la diferenciacion y
la supervivencia de las mismas. Las cadherinas confor-
man una superfamilia de glicoproteinas transmem-
brana que intervienen en la uniéon célula-célula en
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forma dependiente de iones Ca2*. Dentro de la familia
de las cadherinas Tipo I o clasicas, se encuentran la cad-
herina epitelial (uvomorulina, CAM120/80; cadE) yla
cadherina neural (cadN). Como el resto de los miem-
bros de la familia, poseen 5 dominios extracelulares cad-
herina (EC1-ECH), un dominio tinico transmembrana
y un dominio citoplasmatico. Los dominios cadherina
extracelulares participan en las interacciones con mo-
léculas de cadherina en la superficie de células adya-
centes; una vez mds los iones Ca2* cumplen un rol
clave, dado que su union a sitios especificos cambia la
conformacion de la proteina haciendo que el dominio
EC1 adquiera rigidez y permita la interaccion entre
cadherinas. Por su parte, el dominio citoplasmatico
une a la cadherina con moléculas adaptadoras, entre
ellas -catenina, y a través de ellas interactua con la red
de filamentos de actina, para estabilizar la adhesion ce-
lular; esta region de la proteina también estd involu-
crada en el trafico y senalizacion celular (28) (29).

Dado que cadE y cadN participan en la adhesion ce-
lular dependiente de iones Ca%ty que el proceso de la
fecundacion involucra eventos de adhesion celular en-
tre células somadticas y gametas y entre gametas entre si
que requieren de la presencia de este catién divalente,
surgio el interés de caracterizar la expresion de ambas
moléculas de adhesion en tejidos reproductivos y ga-
metas y evaluar su posible participacion en la fecunda-
cion; al inicio del proyecto, los estudios reportados so-
bre su presencia en las gametas eran escasos y el estudio
de su rol en la fecundacién no tenia antecedentes. La
expresion de cadE en el epididimo fue confirmada,
determindandose la presencia del transcripto, asi como
la proteina en las células principales del epitelio epidi-
dimario y la forma completa de Mr 120.000 en extrac-
tos proteicos del epididimo y de espermatozoides. CadE
fue inmunolocalizada en espermatozoides no capacita-
dos, capacitados y reaccionados, en regiones subcelu-
lares que participan en la interaccion gamética en par-
ticular en la membrana plasmatica del ovocito; la
proteina adaptadora (-catenina acompano la localiza-
cion de cadE. En ensayos in vitro de interaccion de ga-
metas (ensayo de Hemizona para evaluar la interac-
cién espermatica con la ZP 'y ensayo de penetracion de
ovocitos de hdmster sin ZP para evaluar la unién y fu-
sion del espermatozoide al ovocito) los anticuerpos
anti-cadE inhibieron de manera significativa la unién
del espermatozoide a componentes asociados a la es-
tructura de la ZP y la penetracion de los espermatozoi-
des a ovocitos de hamster (30). Asimismo, se identifico
la presencia y colocalizaciéon en el espermatozoide de
un modulador negativo de las funciones de cadE, la pro-
teina disadherina e inicialmente identificada principa-
mente en células tumorales invasivas (31).

Los estudios sobre cadN confirmaron la expresion
de la molécula de adhesion en el testiculo y permitie-
ron determinar los niveles de expresion del trans-
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cripto en la gonada y el epididimo. Asimismo, las eva-
luaciones revelaron la presencia de la forma completa
de cadN de 135 KDa en extractos de testiculo y esper-
matozoides eyaculados. La proteina fue inmunoloca-
lizada en el capuchén acrosomal de espermatozoides
no capacitados y capacitados, mientras que se localizé
en el segmento ecuatorial de los reaccionados. Asi-
mismo, cadN fue localizada en la superficie del ovo-
cito. La preincubacion de los espermatozoides con
anticuerpos especificos no afect6 su capacidad de in-
teractuar con la ZP pero produjo una inhibicién sig-
nificativa de la penetracion de los ovocitos de hamster,
permitiendo proponer un rol para cadN en eventos
que llevan a la fusion del espermatozoide al ovocito
(32) (Figura 3).

cadE + cadN

Figura 3. Cadherinas epitelial y neural. Inmunodeteccién en game-
tas humanas. Inmunolocalizaciéon de cadE y cadN en espermato-
zoides y ovocitos humanos A. Los espermatozoides fueron seleccio-
nados y posteriormente fijados y sometidos a ensayos de
inmunocitoquimica y registro por microscopia laser confocal. B. In-
munodeteccion de cadE y cadN en ovocitos humanos de descarte de
programas de reproduccién asistida sin ZP (estudios realizados en
colaboracién con el centro CEGYR) y evaluacién empleando mi-
croscopia laser confocal. En A. y B. se emplearon los anticuerpos anti
cadE (H-108) y anti cadN (H-63) (2 pg/mL, Santa Cruz Biotech) se-
guido de incubacién con anti conejo marcado con CY3 (1:750). Como
control se incluyé tincién con 1gG de conejo 2 pug/mL (datos no mos-
trados) (datos de ref. 30 y 32).

Los estudios para ambas proteinas se han extendido
alos modelos murino (Veiga et al, resultados no publi-
cados) y bovino (Caballero et al., en consideracion; Ar-
zondo et al., resultados no publicados), obteniéndose re-
sultados que apoyan los encontrados en el modelo
humano.



CADHERINA EPITELIAL Y LA PROGRESION,
TUMORAL. ALTERACIONES EN LA ADHESION
CELULAR MEDIADA POR CADHERINA
EPITELIAL. ESTUDIOS EN LINEAS CELULARES

La alteracion de la adhesion celular es un mecanismo
clave en la progresion tumoral y en los procesos de me-
tastasis; como parte de ese proceso, €n NUMErosos can-
ceres se han identificado anormalidades en la expresion
de cadE, la que se asocia de manera inversa a la agresi-
vidad del tumor. La pérdida de cadE en las células trans-
formadas impide la formacién de las uniones adheren-
tes y les permite ignorar el ordenamiento tisular, infiltrar
el estroma y eventualmente migrar hacia otros sitios. La
supresion de la adhesion célula-célula puede disparar la
liberacion de cé€lulas tumorales del tumor primario y
conferirle propiedades invasivas. Los cambios en la ex-
presion de cadE inducen respuestas celulares que llevan
ala conversion de las células epiteliales en células con ca-
racteristicas mesenquimales, con un aumento de la mo-
tilidad y la invasividad, en un proceso llamado transicion
epitelio-mesenquimal (EMT, por sus siglas en inglés Epit-
helial-Mesenchymal Transition) (33).

La presencia de alteraciones en la expresion de cadE
ha sido documentada en numerosos tumores de diversos
origenes tisulares. Particularmente, el cincer de mama es
la causa principal de mortalidad por cancer en mujeres,
representando el 14%; es el tipo de cancer mas comun
en las mujeres y representa el 23% de los canceres fe-
meninos. Se ha descripto que la disminucion parcial o to-
tal de cadE se asocia con la pérdida de caracteristicas de
diferenciacion, la adquisicion de invasividad celular, un
mayor grado tumoral, un comportamiento metastasico
de las células y un pronéstico pobre. Los estudios in vi-
tro demuestran que las lineas celulares de cancer hu-
mano con morfologia epiteloide y diferenciada expresan
cadE y son poco invasivas, mientras que las lineas con una
morfologia del tipo fibroblastoide son invasivas y han per-
dido la expresion de cadE. Como parte de los proyectos
desarrollados por nuestro grupo en este area de investi-
gacion, se caracterizo la expresion de cadE y de protei-
nas relacionadas en las lineas celulares IBH-6 e IBH-4.
Ambas lineas celulares fueron desarrolladas en el IBYME
por la Dra. I.LLuthyy col. a partir de carcinomas ductales
infiltrantes de mama humanos. Como parte de los re-
sultados, se identifico una forma distintiva de cadE de 89
KDa, truncada en el extremo C-terminal y presente en ba-
jos niveles (<30% de la forma completa en células MCF-7),
determinandose ademas la presencia de niveles de trans-
cripto de cadE aproximadamente 1000 veces menores
que en MCF-7. CadE present6 una localizacion intrace-
lular puntillada y se contrapuso a la tipica localizacién
proteica en los bordes celulares y sitios de contacto en
MCF-7; B-catenina acompané a cadE y se identificaron
cambios en la estructura de los filamentos de actina con
deteccion de fibras de estrés de actina y una disminucion
de las adhesiones focales. Estos cambios son caracteristi-
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cos de la transformacion celular y sugieren una reorga-
nizacion dinamica del citoesqueleto celular (Figura 4).
Los estudios se han extendido a la evaluacion de mode-
los experimentales de cancer murino de mama (Lapyckyj
et al, manuscrito en elaboracion), y de vejiga (Lapyckyj et
al., manuscrito en elaboracién). En colaboracion con el
grupo liderado por el Dr. J Reventos y col. del Hospital
de Vall d’Hebron de Barcelona, Espana, nos encontra-
mos estudiando diversos modelos de estudio de cancer
de endometrio y de ovario (analisis en curso). Los mo-
delos seran empleados en el estudio de las bases mole-
culares del cancer y podran ser utilizados en el diseno de
estrategias y herramientas para su diagnostico y trata-
miento.

IBH-4

IBH-6 MCF-7

Figura 4. Expresion de miembros del complejo adherente: cadherina
epitelial, p-catenina y actina filamentosa en lineas celulares de can-
cer de mama humano. Anélisis de localizacién de miembros del com-
plejo adherente (cadE, S-cateninay actina filamentosa) lineas celulares
de cancer de mama humano IBH-4, IBH-6 y MCF-7. A. Inmunocito-
quimica de fluorescencia y analisis por microscopia laser confocal de
cadE (HECD-1, Zymed seguido de incubacién con anti conejo marcado
con CY3 1:750) en células IBH-6, IBH-4 y MCF-7. B. Deteccién de
actina filamentosa (F-actina, verde) con faloidina-FITC (Invitrogen
Life Technologies) en ensayos de colocalizacién con f-catenina
(610153, BD Biosciences 1:1000), seguido de incubacién con anti
conejo marcado con CY3 1:750). Como control se incluyé tincién con
IgG de conejo o ratén agregado a la misma concentracién que el pri-
mer anticuerpo especifico (datos no mostrados) (datos de ref. 34).

En conclusion, los proyectos abordados por nuestro grupo de
wnvestigacion han contribuido a la comprension de los eventos
de interaccion de las gametas durante la fecundacion, asi como
entre las células somaticas durante la progresion tumoral.
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Interacciones entre factores de crecimiento
(GFs) y el receptor de progesterona (PR) en
cancer de mama.

Growth factors (GFs) and progesterone
receptor (PR) crosstalks in breast cancer

Interacbes entre fatores de crescimento
(GFs) e o receptor de progesterona (PR)
em cancer de mama.

Patricia V. Elizalde, Cecilia Proietti, Roxana
Schillaci, Maria E. Balafia, Leticia Labriola,
Mariana Salatino, Wendy Béguelin,

Romina Carnevale, Celeste Diaz Flaqué,
Eduardo H. Charreau

Resumen

En trabajos previos hemos demostramos la existencia de in-
teracciones bi-direccionales entre las vias de los progesta-
genos y de la heregulina (HRG) en cancer mamario. Encon-
tramos que los progestégenos regulan la actividad y expresién
del ErbB-2 y de la HRG. Describimos que la interaccion en-
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tre la via de la progesterona y de la HRG ocurre a nivel del
PR que es activado transcripcionalmente por la HRG. Ade-
mas encontramos que los progestagenos inducen la activa-
cion transcripcional de la proteina transductora de sefiales
y activadora de la transcripcion 3 (Stat3), que es un requi-
sito para el crecimiento inducido por progestagenos en can-
cer mamario. Demostramos que Stat3 es un punto de con-
vergencia entre las vias de PR y de HRG/ErbB-2 en céncer
de mama, ya que la HRG, a través del ErbB-2, induce la ac-
tivacion de Stat3 mediante la integracién del PR como mo-
lécula sefializadora. En linea con estos resultados, descri-
bimos la funcién de Stat3 como coactivador del PR activado
por progesterona y como integrante de un complejo trans-
cripcional en donde ErbB-2 actlia como coactivador de
Stat3 sobre el promotor de ciclina D1. Estos resultados
proveen nuevos blancos moleculares como terapéuticas al-
ternativas para el tratamiento del cancer de mama resistente
a las terapias anti-hormonales y anti-tirosina quinasa.

Palabras clave: cancer de mama * receptor de progesterona *
ErbB2 * heregulina

Summary

Accumulating findings, including ours, have proven the pre-
sence of bidirectional interactions between progestins and
heregulin (HRG) signaling pathways in breast cancer. On the
one hand, we showed that PR activates the HRG/ErbB-2
pathway. On the other, we found that HRG induces PR trans-
criptional activation. We have provided the first demonstra-
tion that progestins induced transcriptional activation of the
signal transducer and activator of transcription 3 (Stat3),
which is an absolute requirement for progestin-mediated in
vitro and in vivo breast cancer growth. We have identified
Stat3 as a convergence point between PR and HRG/ErbB-2
signaling pathways in breast cancer, given that Stat3 is acti-
vated by HRG via ErbB-2 and through the co-option of PR
function as a signaling molecule. In line with these results,
we have described Stat3 as a coactivator of ligand activated-
PR and as part of a novel transcriptional complex where
ErbB-2 functions as a Stat3 coactivator in progestin-induced
cyclin D1 promoter activation. These results provide novel
molecular targets as alternative therapies for breast cancer
resistant to anti-hormonal and anti-tyrosine kinase therapies.

Key words: Breast cancer * progesterone receptor * ErbB2 *
heregulin ErbB2

Resumo

Em trabalhos prévios temos demonstrado a existéncia de
interagdes bidirecionais entre as vias dos progestdgenos e da
heregulina (HRG) em cancer mamdario. Encontramos que 0s
progestagenos regulam a atividade e expressao do ErbB-2 e
da HRG. Descrevemos que a interag&o entre a via da proges-
terona e da HRG ocorre em nivel do PR que é ativado trans-
cricionalmente pela HRG. Além disso encontramos que os pro-
gestagenos induzem a ativagdo transcricional da proteina
transdutora de sinais e ativadora da transcricdo 3 (Stat3), que
é um requisito para o crescimento induzido por progestdgenos
em cancer mamdario. Demonstramos que Stat3 é um ponto
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de convergéncia entre as vias de PR e de HRG/ErbB-2 em
cancer de mama, ja que a HRG, através do ErbB-2, induz a
ativagdo de Stat3 mediante a integragcdo do PR como molé-
cula sinalizadora. Em linha com estes resultados, descreve-
mos a funcdo de Stat3 como coativador do PR ativado por
progesterona e como integrante de um complexo transcri-
cional onde ErbB-2 atua como coativador de Stat3 sobre o
promotor de ciclina D1. Estes resultados fornecem novos
alvos moleculares como terapéuticas alternativas para o tra-
tamento do cdncer de mama resistente as terapias anti-hor-
monais e anti-tirosina quinase.

Palavras chave: cancer de mama * receptor de progestero-
na * ErbB2 * heregulina

Los efectos de la progesterona en la glandula ma-
maria son controversiales debido a la complejidad es-
tructural y funcional de este 6rgano. Dependiendo del
modelo experimental, del contexto celular y de la du-
racion del tratamiento, la progesterona puede ejercer
efectos proliferativos o antiproliferativos en el creci-
miento del epitelio mamario. Se ha hipotetizado que,
luego de una ronda de proliferacion, el pulso inicial de
progesterona actia como un factor iniciador para las ac-
ciones de factores secundarios involucrados en vias pro-
liferativas, de diferenciacion o apoptoéticas. Entonces, se-
rian los multiples factores secundarios que regulan el
crecimiento y desarrollo de un tumor de mama, en
combinacion con la progesterona, los que contribuyen
con esta variedad de efectos (1).

Nuestro laboratorio trabaja en el estudio de las in-
teracciones funcionales entre hormonas esteroideas,
en particular la progesterona, GFs y factores de trans-
cripcion en cancer de mama. En este campo de in-
vestigacion hemos demostrado la existencia de inte-
racciones bi-direccionales entre los caminos de
transduccion de senales de los progestagenos y de la
heregulina (HRG), proteina ligando de los recepto-
res con actividad de tirosina quinasa tipo I (RTKs tipo
I). Especificamente hemos encontrado que los pro-
gestagenos regulan la actividad y expresion de los RTKs,
tipo I (ErbB-1, ErbB-2, ErbB-3 y ErbB-4) y de su li-
gando, HRG, en cancer de mama, en modelos de raton
y humanos (2). Encontramos también que existe una in-
teraccion jerarquica funcional entre el ErbB-2 y el re-
ceptor del factor de crecimiento semejante a la insulina
tipo I (IGF-IR), perteneciente a los RTKs tipo II, en el
cancer de mama (3). Este trabajo demostré por primera
vez que el IGF-IR dirige la activacion del ErbB-2,
abriendo una nueva posibilidad de intervencion tera-
péutica en cancer de mama resistente a estrategias de
bloqueo del ErbB-2.

Con el fin de investigar la participacion de los pro-
gestagenos y del PR en la progresion tumoral, estudia-
mos la regulacion de caveolina-1, componente estruc-
tural de las caveolas y cuya expresion estd asociada a la
progresion y metastasis de tumores de mama y de pros-
tata. Reportamos la induccién de caveolina-1 en cancer
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de mama y demostramos su rol en la proliferacion in-
ducida por progestagenos, constituyendo asi un posible
blanco en el tratamiento del cancer de mama (4).

Nuestro grupo describié que la interaccion entre la
via de la progesteronay de la HRG ocurre a nivel del PR
que es activado transcripcionalmente por la HRG (5).
Esta activacion requiere la presencia de un ErbB-2 fun-
cional y activo. Esta fue la primera demostracion en li-
teratura de la activacion transcripcional ligando-inde-
pendiente del PR.

En nuestra linea de trabajo mas reciente nos encon-
tramos investigando la formacion de complejos multimé-
ricos entre receptores de hormonas esteroideas y protei-
nas transductoras de senales y activadoras de transcripcion
(Stats) en los promotores de genes que participan en la
regulacion del crecimiento y capacidad metastasica del
cancer de mama. En este campo, hemos demostrado la ca-
pacidad de los progestagenos de activar transcripcional-
mente a Stat3 (6). Dicha activacion es un evento necesa-
rio para la proliferacién inducida por progestagenos en las
células de cancer de mama humanas y murinas. En linea
con estos resultados, probamos que Stat3 y PR forman un
complejo transcripcional en donde Stat3 acttia como co-
activador del PR en la transcripcion de los genes bcl-X 'y
p21CIP1 inyolucrados en la regulacion del ciclo celular in-
ducida por progestigenos (7). Evaluamos ademds la par-
ticipacion de Stat3 en la red de interacciones bi-direccio-
nales entre PR y HRG/ErbB-2 en cancer de mama.
Probamos que la HRG, a través del ErbB-2, induce la acti-
vacion de Stat3 mediante la integracion necesaria del PR
como molécula senalizadora (8). Mas ain, demostramos
que la activacién de Stat3 es un requisito absoluto en la
proliferacion inducida por HRG en células de cancer de
mama. Stat3 activada actiia asi como un factor efector rio
abajo de la via HRG/ErbB-2 y del PR activado indepen-
diente de su ligando para estimular la proliferacion del
cancer de mama. Esta interaccién entre ErbB-2, PRy Stat3
necesaria para el crecimiento del cancer de mama, junto
con los novedosos y recientes resultados sobre la localiza-
cioén nuclear del ErbB-2 y su funcién como regulador
transcripcional, nos impulsaron a estudiar la localizacion
nuclear del ErbB-2 inducida por progestagenos y la aso-
ciacion fisica y funcional con Stat3 a nivel nuclear (9).
Nuestros resultados describen por primera vez que los
progestagenos inducen el ensamblado de un complejo
transcripcional integrado por Stat3/ErbB-2 en donde
ErbB-2 actiia como coactivador de Stat3. Dilucidamos ade-
mas la presencia del PR en este complejo. Probamos que
la funcion de ErbB-2 como coactivador de Stat3 regula la
transcripcion del gen de ciclina D1, inducido por proges-
tagenos y esencial para el crecimiento del cancer de mama.
El bloqueo de la translocacion de ErbB-2 mediante la
transfeccion de una forma mutante dominante negativa in-
capaz de migrar al niicleo, inhibi6 la expresion de ciclina
D1 y la proliferacion inducida por progestagenos en cé-
lulas de cancer de mama. Nuestros hallazgos revelan una



nueva intervencion terapéutica para tumores mamarios
PR+/ErbB-2+ que consiste en el bloqueo especifico de la
translocacion de ErbB-2 al niicleo. Otro campo de activa
investigacion en nuestro laboratorio son los efectos no ge-
noémicos de los progestagenos en el desarrollo del cancer
de mama. Demostramos que los progestagenos inducen el
crecimiento celular, regulan la actividad de las metalo-
proteasas y la metastasis a través de la capacidad del PR de
activar vias de senalizacion dependientes de la quinasa c-
Src (10). Estos resultados sugieren una intervencion tera-
péutica para tumores PR+ que consiste en el bloqueo es-
pecifico de la funcién del PR como activador de las vias de
senalizacion.

Actualmente estamos estudiando los efectos no ge-
noémicos de los progestagenos en el factor de trans-
cripcion AP-1, dimero compuesto por Jun y Fos, acti-
vados por fosforilacion y cuya presencia en tumores
mamarios esta asociada a mal pronéstico. Nuestro ob-
jetivo es demostrar la activacion de AP-1 por progesta-
genos y demostrar su participacion en la transcripcion
del gen de ciclina D1 que contiene elementos respon-
dedores a AP-1 en su promotor.
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Crecimiento del cancer de mama
dependiente de receptores hormonales:
aportes de un modelo experimental

Growth of hormone receptor dependent
breast cancer: Contributions of an
experimental model

Crescimento do cancer de mama receptor
de hormdnio dependente: contribuigoes
de um modelo experimental

Claudia Lanari,Virginia Novaro, Carolina Lamb,
Victoria Fabris, Paola Rojas, Sebastian Giulianelli,
Maria Gorostiaga, Victoria Wargon, Tomas Guillardoy,
Maria Laura Polo, Marina Riggio, Gonzalo Sequeira,
Ana Sahores, Maria Pampera

Resumen

Si bien los estrégenos han demostrado tener un rol prota-
gbnico en el cancer de mama, hoy se sabe que la progeste-
rona, asi como sus derivados sintéticos, ejercen roles proli-
ferativos tanto en la glandula mamaria normal como

Acta Bioquim Clin Latinoam 2011; 45 (4): 599-719



660 Instituto de Biologia y Medicina Experimental

neoplésica. Utilizando un modelo experimental de céancer
mamario murino, iniciado en la Academia Nacional de Me-
dicinay trasladado al IBYME en el afio 1995, demostramos
la importancia de los fibroblastos asociados a tumor en la
provision de factores de crecimiento que activan en forma li-
gando-independiente a los receptores de progesterona (RPs)
en las células tumorales. En este articulo mencionamos la
importancia por un lado de la proporcién de isoformas del RP
en la determinacién de la respuesta al tratamiento hormo-
nal, y por otro, los mecanismos por los cuales el factor de cre-
cimiento fibroblastico 2 (FGF2) estromal participaria en el
crecimiento tumoral imitando la accion de la hormona.

Palabras clave: cancer de mama * receptores de progeste-
rona * hormono independencia * estroma * factor de creci-
miento fibroblastico * receptores de factor de crecimiento fi-
broblastico

Summary

It is well known that estrogens are key players regulating
breast cancer growth. In addition, there is compelling evi-
dence pointing out that progestins induce proliferative effects
in normal and in neoplastic mammary glands. Using a murine
breast cancer model, first developed in the National Academy
of Medicine in Buenos Aires, and then moved to the IBYME
in 1995, we demonstrated that carcinoma associated fibrob-
lasts provide growth factors such as fibroblast growth factor 2
(FGF2), which are involved in the ligand independent activa-
tion of progesterone receptors (PR) of tumor cells. This arti-
cle briefly describes, on one hand, the relevance of the eval-
uation of the PR isoform ratio to predict hormone
responsiveness, and on the other hand, the mechanisms by
which stromal FGF2 mimics the effects of progesterone to
stimulate tumor growth.

Key words: breast cancer * progesterone receptors * hormone
independence * stroma,* fibroblast growth factor * fibrob-
last growth factor receptors

Resumo

Embora os estrégenos tenham demonstrado ter um papel
protagbnico no cancer de mama, hoje se sabe que a proges-
terona, bem como seus derivados sintéticos, exerce papéis pro-
liferativos tanto na gldndula mamaria normal quanto neopla-
sica. Utilizando um modelo experimental de cancer mamario
murino, iniciado na Academia Nacional de Medicina e trasla-
dado ao IBYME no ano 1995, demonstramos a importancia dos
fibroblastos associados a tumor na provisdo de fatores de
crescimento que ativam em forma ligando-independente os re-
ceptores de progesterona (RPs) nas células tumorais. Neste ar-
tigo mencionamos a importéncia, de um lado, da proporgédo de
isoformas do RP na determinac&o da resposta ao tratamento
hormonal, e do outro, dos mecanismos pelos quais o fator de
crescimento fibroblastico 2 (FGF2) estromal participaria no
crescimento tumoral imitando a agdo do horménio.

Palavras chave: cancer de mama * receptores de progeste-
rona * horménio independéncia * estroma * fator de cresci-
mento fibroblastico (FGF) * receptores de FGF (FGFR)
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Cuando en el ano 1983, trabajando en el Laborato-
rio de Leucemia Experimental de la Academia Nacional
de Medicina con el Dr. A Molinolo y la Dra. CD Pas-
qualini, teniamos ratones BALB/c tratados con acetato
de medroxiprogesterona (MPA) para inhibir la fibro-
matogénesis inducida por un cuerpo extrano, y apare-
cieron carcinomas mamarios, nos sorprendimos. Si bien
habia datos que vinculaban a los progestagenos con
cancer de mama, la mayoria de ellos apuntaban a los es-
trégenos como hormonas promotoras y/o iniciadoras
en cancer de mama. Hoy, casi treinta anos después, no
quedan dudas que los progestagenos participan en el
desarrollo del cancer de mama. El uso de MPA en la te-
rapia de reemplazo hormonal fue lo que marcé la di-
ferencia. Las evidencias experimentales estaban a la
vista sin embargo el consenso se obtuvo después de la
publicaciéon del WHI Study en Estados Unidos en el
2002 (1) y del Million Study en Inglaterra 2003 (2) (3),
que mostraron claramente un aumento de cancer de
mama en mujeres tratadas con ambas hormonas.

Las investigaciones en nuestro laboratorio se basaron
en caracterizar este nuevo modelo experimental en el
cual la mayor parte de los tumores de mama se clasifi-
caron como carcinomas mamarios ductales infiltrantes
con expresion de receptores de estrégenos (RE) y de
progesterona (RP) y se mantenian por transplantes sin-
geneicos en ratones tratados con hormona. Ocasional-
mente surgian variantes tumorales con crecimiento au-
tonomo, llamadas hormono-independientes por su
capacidad de crecer sin el aporte exégeno de hormona.
Cuando se evalu6 la capacidad de los tumores de res-
ponder a distintos tratamientos hormonales descubri-
mos que muchos de ellos desaparecian casi completa-
mente con tratamiento con antiprogestigenos o
estrégenos y parcialmente con tamoxifeno. Otros tu-
mores eran resistentes desde el comienzo; sin embargo,
todos mantenian la expresion de RE y RP. Esto motivo
que la mayor parte de las investigaciones de nuestro la-
boratorio, ya mudado en 1995 al IBYME se han dedicado
a tratar de comprender los mecanismos por los cuales los
tumores se vuelven hormono independientes o se hacen
resistentes a la terapia hormonal (revisado en (4)).

Correlacion de expresién de isoformas
de receptor de progesteronay respuesta al
tratamiento hormonal

Existen dos isoformas del RP ampliamente recono-
cidas que se transcriben a partir del mismo gen: la mas
grande es la isoforma B (RP-B) de 115 kDa y la mas pe-
quena la isoforma A (RP-A) de 83 kDa en ratén y 94 kDa
en humanos. La isoforma RP-A se ve mas comprometida
en cancer de mama, ya que hay un mayor porcentaje de
tumores RP positivos que expresan mayores niveles de



isoforma A que B. A su vez éstos responderian menos al
tamoxifeno en comparacion con los que expresan mas
isoforma B que A (5). Nuestro grupo demostré que el
perfil de isoformas de RP es diferente en carcinomas
mamarios con distinta respuesta hormonal. Los tumo-
res HI que regresionaban con antiprogestagenos o es-
trogenos expresaban altos niveles de RP-A, mientras
que los resistentes constitutivos o los que fueron expe-
rimentalmente manipulados para ser resistentes (resis-
tencia adquirida) mostraban mayores niveles de RP-B.
Eso nos llevo a evaluar el porqué del silenciamiento de
RP-A en tumores resistentes. Lo que sabemos al dia de
hoy es que los tumores resistentes constitutivos muestran
metilacion del promotor. Por lo tanto, el tratamiento de
estos tumores con agentes desmetilantes, induce la re-
expresion de RP-Ay la consiguiente recuperacion de la
sensibilidad a los antiprogestagenos (6). No ocurre lo
mismo con los resistentes adquiridos, pero en éstos, el
tratamiento con estrogenos induce la reexpresion de
RP-A, respondiendo ahora a la terapia conjunta de es-
trogenos y antiprogestagenos (7). Esta ida y vuelta de
RP-A sugiere la presencia de mecanismos regulatorios
epigenéticos mas alla de la metilaciéon que se estan es-
tudiados actualmente en el laboratorio. El mensaje cli-
nico de esta parte de nuestro trabajo, es la sugerencia
que aun los tumores que se hicieron resistentes a la te-
rapia endocrina pueden ser direccionados para otro ci-
clo de tratamiento.

Quién activa a los receptores hormonales cuando
las hormonas no estan presentes o lo estan en
muy pequefia cantidad?

El otro tema que nos interesé es conocer qué es lo
que activa a los receptores hormonales en tumores HI
de modo tal que el bloqueo de los receptores permite
frenar al crecimiento tumoral. Utilizamos nuestro mo-
delo experimental para tratar de contestar este inte-
rrogante. Observaciones del laboratorio nos mostra-
ban primero, que es muy dificil cultivar estos tumores
en ausencia de fibroblastos, cuando los cultivos estaban
contaminados con fibroblastos crecian mucho mejor y
por otro lado, cuando las células tumorales purificadas
de un tumor HD o de uno HI eran cultivados en plas-
tico, eran indistinguibles entre si. Esto sugeria clara-
mente que factores del huésped participan en el creci-
miento HI. Uno de los componentes que conforma el
estroma tumoral son los fibroblastos asociados a carci-
noma (CAF). Postulamos entonces que los CAF de un
tumor HI producirian factores de crecimiento que ac-
tivarian a receptores de las células epiteliales que a su
vez interactuarian con RP para activar la proliferacion
celular. Nos concentramos en el factor de crecimiento
fibroblastico 2 (FGF2) y sus receptores FGFR. Elegi-
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mos este factor porque de los varios estudiados en su
momento, fue el tinico capaz de reemplazar al MPA en
su efecto proliferativo in vitro.

De acuerdo a la hipétesis planteada, demostramos
que el estroma del tumor HI es diferente al del tumor
HD (8) y que in vitro los CAF de los tumores HI pro-
ducen mas FGF2 que los tumores HD. El FGF2 por
otra parte induce la activacion de los RP. Demostramos
asimismo que el FGF2 activa al FGFR2 e induce la tras-
locacion nuclear del mismo de modo que interaccio-
naria con el RP junto con STAT5 induciendo la trans-
cripcion de genes blanco, como MYCy Ciclina D1,y la
expresion de diversas proteinas reguladas por proges-
terona. La interaccion entre FGFR-2 y RP fue confir-
mada por estudios de microscopia confocal, co-inmu-
noprecipitaciones y ensayos de EMSA en placa. Para
confirmar la hipétesis planteada que el eje FGF2-FGFR-
2 esta involucrado en el crecimiento HI demostramos
que el inhibidor de FGFR (PD173074) inhibe el creci-
miento HI y que la administracion exégena de FGF2 a
un tumor HD es capaz de estimular el crecimiento de
un tumor imitando la accion de la hormona (9) (10).

Todos estos estudios fueron corroborados en la linea
celular humana T47D que se comporté de manera muy
similar a los tumores de nuestro modelo experimental.
Mas aun, la transfeccién constitutiva de un dominante
activo del FGFR-2 a células T47D logré volverlas tumo-
rigénicas al implantarlas en ratones inmunosuprimi-
dos en ausencia de hormona (11).

En conjunto estos resultados muestran la participa-
cion del estroma en el crecimiento tumoral y sugieren
el uso de terapias combinadas incorporando a inhibi-
dores de FGFR en conjunto con la terapia endocrina
para demorar la resistencia endocrina.

Referencias bibliograficas

1. Women'’s Health Initiative. Risks and benefits of estro-
gen plus progestin in healthy postmenopausal women:
principal results From the Women’s Health Initiative ran-
domized controlled trial. JAMA 2002; 288(3): 321-3.

2. Beral V. Breast cancer and hormone-replacement ther-
apy in the Million Women Study. Lancet 2003;
362(9382): 419-27.

3. Beral V, Reeves G, Bull D, Green J. Breast Cancer Risk
in Relation to the Interval Between Menopause and
Starting Hormone Therapy. J Natl Cancer Inst 2011; 16:
103(4): 296-305.

4. Lanari C, Lamb CA, Fabris VT, Helguero LA, Soldati R,
Bottino MC, et al. The MPA mouse breast cancer model:
evidence for a role of progesterone receptors in breast
cancer. Endocr Relat Cancer 2009; 16(2): 333-50.

5. Hopp TA, Weiss HL, Hilsenbeck SG, Cui Y, Allred DC,
Horwitz KB, et al. Breast cancer patients with proges-
terone receptor PR-A-rich tumors have poorer disease-free
survival rates. Clin Cancer Res 2004; 10(8): 2751-60.

Acta Bioquim Clin Latinoam 2011; 45 (4): 599-719



662 Instituto de Biologia y Medicina Experimental

6. Wargon V, Fernandez SV, Goin M, Giulianelli S, Russo
J, Lanari C. Hypermethylation of the progesterone re-
ceptor A in constitutive antiprogestin-resistant mouse
mammary carcinomas. Breast Cancer Res Treat 2011;
126(2): 319-32.

7. Wargon V, Helguero LA, Bolado J, Rojas P, Novaro V,
Molinolo A, et al. Reversal of antiprogestin resistance
and progesterone receptor isoform ratio in acquired re-
sistant mammary carcinomas. Breast Cancer Res Treat
2009; 116(3): 449-60.

8. Giulianelli S, Herschkowitz JI, Patel V, Lamb CA,
Gutkind JS, Molinolo A, et al. MPA-induced gene ex-
pression and stromal and parenchymal gene expression
profiles in luminal murine mammary carcinomas with
different hormonal requirements. Breast Cancer Res
Treat 2011; 129(1): 49-67.

9. Giulianelli S, Cerliani JP, Lamb CA, Fabris VT, Bottino
MC, Gorostiaga MA, et al. Carcinoma-associated fi-
broblasts activate progesterone receptors and induce
hormone independent mammary tumor growth: A role for
the FGF-2/FGFR-2 axis. Int J Cancer 2008; 123(11):
2518-31.

10. Cerliani JP, Giulianelli S, Sahores A, Wargon V, Gongora
A, Baldi A, et al. Mifepristone inhibits MPA-and FGF2-
induced mammary tumor growth but not FGF2-induced
mammary hyperplasia. Medicina (B Aires) 2010; 70(6):
529-32.

11. Cerliani JP, Guillardoy T, Giulianelli S, Vaque JP,
Gutkind JS, Vanzulli SlI, et al. Interaction between
FGFR-2, STAT5 and progesterone receptors in breast
cancer. Cancer Res 2011; 15; 71(10): 3720-31.

LABORATORIO DE HORMONAS
Y CANCER

Receptores a.,-adrenérgicos y cancer de
mama

a.,-adrenoceptors and breast cancer

Receptores a.,-adrenérgicos e cancer de
mama

Isabel Alicia Lithy, Ariana Bruzzone,
Cecilia Pérez Pifiero, Lilian Castillo

Resumen

El cancer de mama es la neoplasia mas frecuente entre las
mujeres. Las experiencias estresantes causan la liberacion
de adrenalina y noradrenalina, que se unen a 9 receptores
adrenérgicos. Nuestro grupo ha trabajado durante los tltimos
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afios en la caracterizacion de los receptores a,-adrenérgicos
y en el efecto de su estimulacién en diferentes modelos ex-
perimentales de cancer de mama para contribuir a mejorar
la calidad de vida de las pacientes. En células tumorales y
no tumorales mamarias humanas encontramos que las ca-
tecolaminas endégenas adrenalina y noradrenalina y el ago-
nista especifico ay-adrenérgico clonidina estimulan signifi-
cativamente la proliferacion celular. La inhibicién de los
niveles de AMP ciclico correlacionan con la estimulacién de
dichos receptores. Hemos descripto la expresién de por lo
menos un subtipo de receptor ay-adrenérgico en estas lineas
tanto a nivel de ARNm (medida por RT-PCR) como de pro-
teina (por inmunocitoquimica y unién de un antagonista ra-
diactivo). Ademas hemos demostrado que los agonistas op-
adrenérgicos aumentan el crecimiento tumoral en modelos
experimentales de cancer de mama (tumores inducidos ori-
ginalmente por acetato de medroxiprogesterona y xeno-
transplantes de células tumorales humanas). En todos los ca-
sos el antagonista ay-adrenérgico rauwolscina inhibi6 el
crecimiento de los tumores control, pudiendo pensarse en
utilizarlo como terapia adyuvante.

Palabras clave: cancer de mama * receptores adrenérgicos *
clonidina * rauwolscina

Summary

Breast cancer is the most frequent women neoplasia. Stress-
ing experiences enhance adrenalin and noradrenalin re-
lease. These catecholamines bind to 9 different adrenocep-
tors. Our group has described and characterized the
ap-adrenoceptors and analyzed their effect in breast cancer
models in order to contribute to a better quality of life in pa-
tients. The stimulation of these receptors with adrenalin, no-
radrenalin or ap-adrenergic agonists in both tumor and non-
tumor human breast cells significantly stimulates cell
proliferation, in correlation with inhibited cyclic AMP levels.
At least one ay-adrenergic subtype in expressed in every cell
line studied at the mRNA level (by RT-PCR) and at the pro-
tein level (immunocytochemistry and a radioactive antago-
nist binding). We have also found that the o,-adrenergic ag-
onists enhance tumor growth in experimental models of
breast cancer (transplanted mouse tumors originally in-
duced by medroxyprogesterone acetate and human breast
cancer cells xenotransplanted in nude mice). In every tumor
model the a,-adrenergic antagonist rauwolscine inhibited tu-
mor growth, suggesting the possibility of its utilization as an
adjuvant therapy.

Key words: breast cancer * adrenoceptors * clonidine * rau-
wolscine

Resumo

O céncer de mama é a neoplasia mais frequente entre as mu-
Iheres. As experiéncias estressantes causam a liberacao de
adrenalina e noradrenalina, que se unem a 9 receptores adre-
nérgicos. Nosso grupo tem trabalhado durante os uUltimos
anos na caracterizagdo dos receptores o.p-adrenérgicos e no
efeito de sua estimulagdo em diferentes modelos experi-



mentais de cancer de mama para contribuir a melhorar a
qualidade de vida das pacientes. Em células tumorais e ndo
tumorais mamarias humanas encontramos que as catecola-
minas enddgenas adrenalina e noradrenalina e o agonista es-
pecifico ay-adrenérgico clonidina estimulam significativa-
mente a proliferacdo celular. A inibigdo dos niveis de AMP
ciclico se correlaciona com a estimulacdo de tais receptores.
Temos descrito a expressao de pelo menos um subtipo de re-
ceptor ap-adrenérgico nestas linhas tanto em nivel de ARNm
(medida por RT-PCR) quanto de proteina (por imunocito-
quimica e unido de um antagonista radiativo). Além disso te-
mos demonstrado que os agonistas op-adrenérgicos au-
mentam o crescimento tumoral em modelos experimentais
de cancer de mama (tumores induzidos originalmente por
acetato de medroxiprogesterona e xenotransplantes de cé-
lulas tumorais humanas). Em todos os casos o antagonista
ap-adrenérgico rauwolscine inibiu o crescimento dos tumo-
res controle, podendo pensar em utiliza-lo como terapia ad-
Juvante.

Palavras chaves: cancer de mama * receptores adrenérgicos *
clonidina * rauwolscine

El cancer de mama es la neoplasia mas frecuente en-
tre las mujeres (23%) (1). En la Argentina, cada ano,
mueren aproximadamente 5.400 mujeres y se estima
que se diagnostican alrededor de 17.000 casos nuevos
(2). Es, ademas, el cancer mas prevalente en la mayoria
de las areas geograficas. Por lo tanto el cancer de mama
es un problema relevante para la salud en nuestro pais
asi como en la mayoria de los paises del mundo. Los an-
tiestrogenos han sido la terapia mas importante para las
pacientes con cancer de mama con receptores positivos
y han logrado un indudable progreso en el tratamiento,
mejorando significativamente la sobrevida (3). Sin em-
bargo, en una gran proporciéon de pacientes, sobre
todo en aquellas con recurrencia o metdstasis, se pro-
duce resistencia al tratamiento (3). Por esta razon es de
importancia clinica encontrar otros tratamientos con
mecanismos de accion diferente para complementar las
terapias disponibles.

Las experiencias estresantes activan componentes
del sistema limbico, que incluye el hipotalamo, el hi-
pocampo y la amigdala entre otras regiones. En res-
puesta a senales neurosensoriales, se activa por un lado
el eje hipotalamo-hipofiso-suprarrenal y por otro lado
el sistema simpatico. Los ganglios cercanos a la médula
espinal liberan noradrenalina, mientras que las células
cromoafines de la médula suprarrenal liberan adrena-
lina (4). Las catecolaminas naturales adrenalina y no-
radrenalina se unen a 9 receptores adrenérgicos, que se
dividen en tres grandes grupos, receptores o, 0o y -
adrenérgicos, ejerciendo su accion a través de esta
unioén. Los receptores adrenérgicos pertenecen a la fa-
milia de receptores de siete pasos transmembrana aco-
plados a proteina G (GPCR). Luego de la unién de los
ligandos end6genos epinefrina y norepinefrina, se pro-
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duce un cambio conformacional que lleva a la activa-
cion de proteinas heterotriméricas que unen GTP. Los
receptores Og-adrenérgicos se acoplan fundamental-
mente con proteinas G de la familia G;/,. La se-
nalizacion es tanto por la subunidad Go inhibitoria co-
mo por las subunidades By. La activacion de la proteina
Ga; lleva a una inhibicion de la adenilil ciclasa que re-
sulta en una disminucién de los niveles intracelulares de
adenosina monofosfato ciclico (AMPc). En cambio, la
liberacion de las subunidades 3y cumple importantes ro-
les en la funcién celular (por ejemplo neuronal) me-
diante la regulacién de canales de Ca2*y la activacién
de proteina kinasas activadas por mitégenos (MAPK)
fundamentalmente kinasas reguladas por senales ex-
tracelulares (Erk) 1/2 (5).

Nuestro grupo ha estado trabajando durante los ul-
timos anos en la caracterizacion de los receptores oy
adrenérgicos y en el efecto de su estimulacion en dife-
rentes modelos experimentales de cancer de mama
para contribuir a mejorar la calidad de vida de las pa-
cientes. El objetivo de estos trabajos es contribuir al co-
nocimiento de la influencia de estos receptores sobre la
progresion de estos tumores.

En un primer trabajo sobre acciéon adrenérgica en cé-
lulas tumorales mamarias humanas MCF-7 (6), encon-
tramos que las dos catecolaminas endégenas, adrenalina
o epinefrina y noradrenalina o norepinefrina, asi como
también el agonista especifico ag-adrenérgico clonidina
estimulan significativamente la proliferacion celular
(medida por incorporacion de timidina tritiada) a con-
centraciones ente 10 pMy 10 nM. Al incubar las células
en presencia de antagonistas de los receptores adrenér-
gicos, se observo que el antagonista a-adrenérgico pro-
panolol no revertia este aumento de la proliferacion ce-
lular, mientras que el antagonista o-adrenérgico
fentolamina y el antagonista a,-adrenérgico yohimbina
si lo hacian. Para corroborar un efecto ag-adrenérgico,
se analizaron los niveles de AMP ciclico (AMPc) con las
diferentes incubaciones. Se observo que adrenalina, no-
radrenalina y clonidina provocaban una inhibicion de es-
tos niveles, que era revertida por la presencia simultanea
del antagonista o,-adrenérgico yohimbina.

Posteriormente hemos descripto los receptores oo-
adrenérgicos en diversas lineas celulares de mama hu-
mana, tanto tumorales como no tumorales (7). Las li-
neas mamarias humanas IBH-6 e IBH-7 desarrolladas en
el laboratorio a partir de tumores primarios de pacien-
tes (8), la linea MCF-7 y 1a no tumoral HBL-100 expre-
san los subtipos de receptor 0op y toc-adrenérgicos. En
cambio expresan un solo subtipo las células malignas
HS-578T (094) y MDA-MB-231 y la linea no tumoral
MCF-10A (aigg). Todos los compuestos a. y ag-adrenér-
gicos compitieron efectivamente en ensayos de binding
por los receptores ae-adrenérgicos, incluyendo adre-
nalina o epinefrina, noradrenalina o norepinefrina,
yohimbina, clonidina, rauwolscina y prazosin (que es un
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antagonista oy-adrenérgico con alta afinidad por los
subtipos dgp Y Qo). Se comprobd la expresion de di-
chos receptores mediante inmunocitoquimica. En todas
las lineas celulares los agonistas op-adrenérgicos pro-
vocaban un incremento en la proliferacion celular.
Ademas hemos demostrado que los compuestos oo-
adrenérgicos aumentan el crecimiento tumoral en mo-
delos experimentales de cancer de mama (9). Se con-
firmé la expresion de receptores ag-adrenérgicos en la
linea tumoral mamaria murina MC4-L5 mediante in-
munocitoquimica, inmunofluorescencia y RT-PCR. La
incubacién de esta linea tumoral por 2 dias con ago-
nistas ao-adrenérgicos (clonidina y dexmedetomidina)
incrementa significativamente la proliferacion celular.
Estos agonistas también estimularon significativamente
el crecimiento de todos los tumores analizados (C4-
HD, CC4-2-HD y CC4-3-HI) independientemente de la
sensibilidad al acetato de medroxiprogesteronay de la
inoculacién de esta hormona a los ratones. Estos tu-
mores fueron desarrollados en el laboratorio de la Dra.
Claudia Lanari (10). Los antagonistas o,-adrenérgicos
yohimbina y rauwolscina revirtieron completamente el
efecto del agonista clonidina. Sin embargo, el grupo
que recibi6 solamente yohimbina mostr6 en todos los
casos un incremento constante aunque no significativo
del crecimiento tumoral mientras que la rauwolscina
sola disminuy6 en todos los casos significativamente el
crecimiento tumoral, comportandose como un ago-
nista inverso. En los tumores CC4-3-HI, el tratamiento
con rauwolscina aumento la apoptosis y disminuy6 el in-
dice mit6tico, mientras que la clonidina tuvo la accion
inversa. Posteriormente (11) se analizo6 el efecto de las
lineas tumorales mamarias humanas desarrolladas en el
laboratorio y creciendo en ratones desnudos (12). Se
comprob6 que la clonidina también aumento el creci-
miento tumoral de las células IBH-4 e IBH-6 creciendo
en ratones inmunodeficientes. En este modelo experi-
mental también se observé una reversiéon del efecto
del agonista ag-adrenérgicos por parte del antagonista
rauwolscina, que en ausencia del agonista inhibi6 el cre-
cimiento tumoral, comportindose nuevamente como
agonista inverso. Se realizaron cultivos primarios de es-
tos tumores, separando las células epiteliales de las es-
tromales. Al incubar las células en cultivo con clonidina,
se observé que la misma estimulaba la proliferacion
celular de la fraccion enriquecida en células epiteliales,
de la fraccion enriquecida en fibroblastos asociados a tu-
mor y del cocultivo de ambas fracciones en ambos tu-
mores (IBH-4 e IBH-6). El antagonista as-adrenérgico
rauwolscina revirtié en todas las fracciones el efecto de
clonidina. Sin embargo cuando se incubaron las células
solamente en presencia de rauwolscina todas las frac-
ciones procedentes de tumores IBH-4 evidenciaron una
inhibicion de la proliferacion celular, mientras que no
se observo este efecto en las fracciones provenientes de
tumores IBH-6. En ese mismo trabajo describimos que
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los fibroblastos murinos normales y asociados a tumor
expresaban receptores oe-adrenérgicos mediante in-
munocitoquimica e inmunohistoquimica. Esta marca-
cion era también visible en tumores murinos y humanos
tanto en células epiteliales como estromales. Los com-
puestos o-adrenérgicos en todos los casos estimularon
la proliferaciéon de ambos tipos celulares.

En conjunto, estos trabajos demuestran que los re-
ceptores oo-adrenérgicos se expresan en tumores de
mama tanto humanos como murinos y que su activacion
estd asociada a un incremento de la proliferacion celu-
lar y del crecimiento tumoral. En todos los casos el an-
tagonista ap-adrenérgico rauwolscina revirtié el efecto
proliferativo, y, lo que es mds importante aun, en au-
sencia de agonistas inhibi6 la proliferacion celular y el
crecimiento tumoral al compararlo con el control, su-
giriendo la posibilidad de su empleo como terapia com-
plementaria para el cancer de mama.
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LABORATORIO DE SENALIZACION
EN MELANOMA

El receptor Rorl y su rol en cancer
The role of Ror1 receptor in cancer

O receptor Rorl e seu papel em cancer

Pablo Lépez Bergami

Resumen

Las proteinas Wnt son ligandos que activan sefiales involu-
cradas en proliferacién, sobrevida, adhesién, migracion, di-
ferenciacién y polaridad celular y como tal estan involucra-
das en una amplia variedad de patologias. A diferencia de la
via Wnt canénica (o dependiente de beta-catenina) la via no
canbnica posee numerosas ramificaciones y ha sido muy
poco estudiada. Evidencias obtenidas en los Ultimos afios su-
gieren que la via Wnt no canénica (a través de Wntba) juga-
ria un importante rol en la progresiéon de numerosos tipos de
tumores, incluyendo melanoma. Tradicionalmente, la mayor
parte de la sefalizacién por Wnt ha sido atribuida a la acti-
vacién de Fzd y LRP. Sin embargo, evidencias mas recientes
indican que Wnt puede ejercer sus efectos a través de re-
ceptores alternativos Rorl y 2 (receptor huérfano 1y 2 similar
a tirosina quinasa). Estas proteinas son receptores de Tirosina
Quinasa con una arquitectura funcional excepcional dentro de
su familia ya que son los Unicos en poseer dominios Kringle
y dominios ricos en serina y treonina en el extremo C-termi-
nal. Originalmente clonados como receptores huérfanos, su
caracterizacion como receptores Wnt es relativamente reciente
por lo cual su rol esta en proceso de ser dilucidado.

Palabras clave: Wnt no-canénico * receptores Ror * cancer

Summary
Whnts are ligands that stimulate several signal trans-

duction pathways involved in cell proliferation, sur-
vival, migration, and differentiation. Wnt pathway mal-
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function has been implied in various forms of disease.
The most extensively studied Wnt pathway, termed
canonical, results in stabilization of B-catenin and acti-
vation of gene expression by TCF and LEF transcription fac-
tors. However, Wnts can also activate numerous non-canon-
ical pathways which are independent of -catenin. These
non-canonical pathways have been much less studied. Re-
cent evidences suggest that the Wnt non-canonical pathway
(via Wntba) would play an important role in several types of
cancer, including melanoma. The Wnt signaling has usually
been related to activation of Fzd and LRP receptors. How-
ever, more recent data indicate that Wnt can activate the al-
ternative receptors Rorl and 2 (receptor tyrosine kinase-like
orphan receptor 1 and 2). These proteins belong to the Ty-
rosine kinase family and have particular functional domain
such as the Kringle domains and Serine/Threonine domains
at the C-terminal. Originally cloned as orphan receptors, they
were more recently characterized as Wnt receptors and their
cellular role is being elucidated.

Key words: non-canonical Wnt * Ror receptors * cancer

Resumo

As proteinas Wnt s&o ligandos que ativam sinais envolvidos em
proliferagdo, sobrevida, ades&o, migragdo, diferenciacdo e
polaridade celular e como tal estédo envolvidas numa ampla va-
riedade de patologias. A diferenca da via Wnt canénica (ou de-
pendente de beta-catenina) a via ndo candnica possui nume-
rosas ramificagbes e tem sido muito pouco estudada.
Evidéncias obtidas nos tltimos anos sugerem que a via Wnt
n&o candnica (através de Wntba) teria um importante papel
na progresséo de numerosos tipos de tumores, incluindo me-
lanoma. Tradicionalmente, a maior parte da sinalizag&o por
Whnt tem sido atribuida a ativacdo de Fzd e LRP. Entretanto,
evidéncias mais recentes indicam que Wnt pode exercer seus
efeitos através de receptores alternativos Rorl e 2 (Recep-
tor tyrosine kinase-like orphan receptor 1 and 2). Estas pro-
teinas séo receptores de Tirosina Quinase com uma arqui-
tetura funcional excepcional dentro de sua familia ja que sdo
0s tinicos em possuir dominios Kringle e dominios ricos em
serina e treonina no extremo C-terminal. Originalmente clo-
nados como receptores drfaos, sua caracterizagdo como re-
ceptores Wnt é relativamente recente pelo qual seu papel
estd em processo de ser elucidado.

Palavras chave: Wnt ndo-canénico * receptores Ror * cancer

El melanoma es un grave problema sanitario debido
a su creciente incidencia (es el quinto tumor mas fre-
cuente), su pésimo diagnostico en el estadio metastasico
y la falta de terapias efectivas. Distintos enfoques tera-
péuticos han fallado debido, entre otros motivos, a que
en este tumor se observa una activacion simultanea de
varias vias de senalizacion. El objetivo general de los es-
tudios que lleva adelante nuestro laboratorio es contri-
buir a mejorar el conocimiento de las vias de transduc-
cion de senales activas en melanoma. La suma de estos
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esfuerzos, sin duda, resultara en mas y mejores alter-
nativas terapéuticas contra esta enfermedad. A conti-
nuacién se resumen los actuales proyectos del labora-
torio.

Proyecto 1: Estudio del rol biol6gico de la via de se-
nalizacion Wnt/Rorl en melanoma.

Proyecto 2: Caracterizacion de la via de senalizacion
Wnt no canodnica.

Proyecto 3: Estudio del rol de GDF9 en cancer.

Proyecto 4: Identificacién y caracterizacion de blan-
cos transcripcionales de STAT3.

Las vias de senalizacion Wnt no canénico,
JAK/STAT3 y TGF-f se encuentran activas en forma
constitutiva en melanoma y se ha demostrado su con-
tribucion a distintos aspectos del desarrollo y progresion
de melanoma.

La via de senalizacién Wnt no canénica ha sido muy
poco estudiada y los mecanismos biologicos y molecu-
lares involucrados se conocen solo superficialmente. El
primero de los proyectos tiene como objetivo determi-
nar los mecanismos por los cuales la activacion de esta
via contribuye al desarrollo y progresiéon de melanoma.
El segundo proyecto complementa al anterior ya que
pretende identificar los ligandos Wnt, los receptores y
los mediadores celulares involucrados en esta via de se-
nalizacion.

GDF9 (Growth Differentiation Factor 9) es un miem-
bro de la familia de TGF- que ha sido caracterizado
como un factor de crecimiento ovdrico. Sin embargo,
hemos observado que GDF9 es sobreexpresado en
melanoma y podria contribuir al desarrollo tumoral.
Actualmente, nos encontramos avocados a determinar
el rol biolégico de este factor de crecimiento en me-
lanoma.

El factor de transcripcion STAT3 cumple un impor-
tante rol en tumorigénesis. Nuestro objetivo es identi-
ficar nuevos blancos transcripcionales de STAT3 y ca-
racterizar sus funciones en el contexto del desarrollo y
progresiéon tumoral. Trabajos realizados en el labora-
torio han establecido que la proteina scaffold RACKI1 y
la proteina quinasa PDKI1 son reguladas por STAT3 y al
aumentar su expresion incrementan la actividad de
otras vias de senalizacion tales como PKC, JNK vy
PI3K/AKkt.

El receptor Rorl y su rol en cancer

La sefalizacién Wnt candnica y no-candnica

Las glicoproteinas Wnt forman una familia de 19
miembros que poseen entre 20% y 85% de identidad de
aminodcidos entre si. Estas proteinas son secretadas y ac-
tdan como ligandos extracelulares en forma aut6crina
y paracrina activando diferentes vias de senalizacion
involucradas en proliferacion, adhesion, sobrevida, mi-
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gracion, diferenciacion y polaridad celular (1). Las pro-
tefnas Wnt se unen basicamente a tres tipos de recep-
tores de membrana: Frizzled (Fzd o Fz, perteneciente a
la familia de Receptores acoplados a proteina G), LRP
(Low-density lipoprotein veceptor- related protein) y ciertos re-
ceptores de tirosina quinasa (Rorl, Ror2y Ryk) (1)(2).
La unién de Wnt a sus receptores lleva a la fosforila-
ci6én y activacion de la proteina citosodlica Disheveled
(Dvl) mediante mecanismos no completamente es-
clarecidos. Dvl (particularmente Dvl2) juega un rol
clave, ya que rio abajo de esta proteina la senal se ra-
mifica hacia la denominada via canénica y multiples
vias no canonicas (1).

La via canoénica involucra la unién de Wnt a recepto-
res de tipo Fzd en presencia de co-receptores LRP. En esta
via, la activacion de Dvl estabiliza -catenina, que de otra
manera es ubiquitinada y degradada. f-catenina puede asi
translocar al nucleo, activar al factor de transcripcion
Tcf/Lefy regular la expresion de numerosos genes. Mds
recientemente se ha demostrado que Wnt puede activar
vias alternativas, independientes de f-catenina y por lo tan-
to denominadas no-canénicas. En estos casos, las prote-
inas LRP no son necesarias y Wnt se une a receptores Fzd
y, como se estableci6é mas recientemente, a los de tipo Ti-
rosina Quinasa Rorl/2 o Ryk. El término “vias no cané-
nicas” es utilizado en realidad para referirse a un conjunto
numeroso de vias de senalizacion alternativas, tales como
Wnt/calcineurina/NFAT, Wnt/PKC, Wnt/CAMKII,
Wnt/Rho/ROCK, Wnt/proteina GB /Y/ fosfodiesterasa/
cGMP (PDE), Wnt/proteina & /Y/ fosfolipasa C (PLC)
y Wnt/JNK que se activan en respuesta a senales no ca-
nonicas (2). Esta sobre-simplificacion pone de manifies-
to la superficialidad de nuestro conocimiento de estas vias
no canonicas. Aspectos tales como los factores que de-
terminan la activacion de una via por sobre las otras o el
grado de superposicion entre ellas no han sido elucida-
dos atn.

Otro interrogante clave que no ha sido esclarecido
aun es porque algunos Wnts inducen alternativamente
distintas vias de senalizacion y regulan aspectos tan di-
versos de la vida celular en distintos sistemas. Sin dudas,
el elevado numero de genes intervinientes ha dificul-
tado su estudio. En mamiferos, se han identificado 19
genes Wnty 10 genes Fzd ademas de un inusual nimero
de moduladores solubles como sFRP, Dickkopf (Dkk) y
WIFI, entre otros. El sistema se torna aiin mas complejo
por el hecho de que varios Fzd pueden actuar como re-
ceptores de un Wnt particular y que ciertos Fzd puede
unir varios Wnts. Inicialmente, se consideré que algunos
Wnts eran especificos para la via canénica o no-canoé-
nica (por ejemplo, Wntl, Wnt3a, Wnt3b, Wnt7ay Wnt8
para la canénica y Wnt2, Wnt4 Wntba, Wntbb, Wnt6,
Wnt7b y Wntl1 para la no canénica) pero mds recien-
temente se ha demostrado en forma concluyente que
esta especificidad no es tal y que en ciertas circunstan-
cias aun los Wnts considerados “mas especificos” pue-



den afectar ambas vias (1). Wntba, por ejemplo, ademas
de activar la via no-canoénica suele inhibir la via cano-
nica. Estas y otras evidencias similares han dado origen
a un nuevo paradigma que sostiene que la capacidad de
activar una u otra via no reside solo en los ligandos Wnt
sino que ademas esta dada por el conjunto de recepto-
res expresados por la célula (2).

Los Receptores de Tirosina Quinasa Rorl y Ror2

Tradicionalmente, la mayor parte de la senalizacion
por Wnt ha sido atribuida a la activacion de Fzd y LRP.
Sin embargo, evidencias mds recientes indican que Wnt
puede ejercer sus efectos a través de receptores alter-
nativos como Ryk y Ror. Los receptores Rorl y Ror2 (Re-
ceptor tyrosine kinase-like orphan receptor 1 and 2) fue-
ron clonados hace 19 anos y caracterizados como
Receptores de Tirosina Quinasa huérfanos por desco-
nocerse sus ligandos (3). Rorl y Ror2 poseen 58% de
identidad a nivel de aminodcidos y comparten todos sus
dominios funcionales. Estos receptores poseen una ar-
quitectura funcional excepcional dentro de su familia
ya que son los tinicos en poseer dominios Kringle y do-
minios ricos en Serina y Treonina en el extremo C-ter-
minal. Gracias a estos dominios (involucrados en la for-
macién de uniones proteina-proteina), se especula que
estos receptores podrian regular y/o ser regulados por
proteinas hasta ahora no involucradas en la senalizacion
por receptores de Tirosina Quinasa. Interesantemente,
los dominios de Serina/Treonina se encuentran con-
servados entre ortélogos de Ror2 pero no entre ort6-
logos de Rorl. Estudios en roedores demuestran pa-
trones definidos de expresion espaciotemporal de Rorl
y Ror2 en tejidos embrionarios, congruentes con su rol
critico en desarrollo y organogénesis (4). Los diferen-
tes fenotipos observados en estos estudios sugieren que
Rorl y Ror2 cumplen distintos roles en el organismo.
Luego del nacimiento estas proteinas dejan de expre-
sarse (4) y no son detectadas en tejidos normales adul-
tos (b).

El descubrimiento en 2003 de que estas proteinas ac-
tuaban como receptores de Wnt (a través de su dominio
rico en cisteinas, CRD) (6) aumento el interés en ellas.
La mayoria de los estudios hasta la fecha se han focali-
zado en Ror2. Recientemente, se ha propuesto un mo-
delo por el cual Ror2 (y probablemente también Rorl)
cumplirian en la via no canénica un rol similar al del co-
receptor LRP5/6 en la via candnica (7). De esta ma-
nera, distintos Wnt, al unirse con receptores Ror o LRP
activarian la via no canénica o la canénica. De esta ma-
nera la competencia de estos coreceptores por Fzd pro-
duce una inhibicion reciproca. Este modelo resalta la
importancia de la expresion diferencial de receptores
y permite explicar el hecho de que Ror2 puede activar
la via canénica o la no canénica en distintos tipos celu-
lares. Estas y otras observaciones abonan el concepto de
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que la senalizacion por Wnt es fuertemente depen-
diente del balance entre los distintos Wnts expresados
y sobretodo de la cohorte de receptores en la célula (2).
Por razones dificiles de comprender, los trabajos que in-
volucraron a Rorl son muchisimo menos numerosos
que los que tratan sobre Ror2, a pesar de que evidencias
genéticas y bioquimicas sugieren que ambos receptores
poseen funciones distintas. Por este motivo, se ha pro-
fundizado muy poco en las funciones y caracteristicas de
la senalizacion de este receptor en una célula humana
adulta. Se ha demostrado que Rorl se une a Wntba pero
no a Wnt3, Wntbb, o Wntl6 en células HEK293 y que es
capaz de activar Rac en respuesta a Wntba en células
HeLay L. Se ha descripto que la activaciéon de Rorl por
Wntba requiere la fosforilacion de Rorl por GSK3 (7),
aunque también se ha descripto la transfosforilacion de
Rorl por parte del receptor Met. Recientemente se de-
termin6é que Rorl sufre procesos de glicosilacion y
mono-ubiquitinacién pero no se ha establecido como
estos afectan su funcion.

Participacién de Ror1 en cancer

Las evidencias que proponen un rol de Rorl en cdn-
cer son escasas aunque muy importantes desde el punto
de vista funcional. Debe destacarse sin embargo, que la
mayoria de los hallazgos que aqui se describen son muy
recientes, reflejando el creciente interés en las funcio-
nes de Rorl. Se ha establecido claramente que Rorl
(pero no Ror2) esta sobreexpresado en leucemias (5)
y cancer renal. Dada su falta de expresion en tejidos nor-
males adultos se ha propuesto el uso de Rorl como mar-
cador o como posible blanco terapéutico en leucemia
linfocitica crénica (LLC). Mas alla de estos trabajos re-
alizados en leucemias, Ror1 juega un rol importante en
la célula tumoral (8). Se ha demostrado que la inhibi-
ciéon de Rorl mediante RNA de interferencia induce
muerte celular en dos tipos de células muy disimiles:
HeLay linfocitos B provenientes de LLC. La inhibicion
de Rorl también ha sido asociada a una reduccion en la
proliferacion y en la capacidad tumorigénica de células
de carcinoma gastrico y cancer de pulmon. Se determino
que Rorl podria intervenir en la activacion de la via Wnt
no canonica en metastasis cerebrales de cancer de
mama. Estas observaciones se han producido en paralelo
con el reconocimiento del importante rol en cancer de
Ror2 (9). Otro punto a tener muy en cuenta es que el rol
de Rorl debe ser analizado conjuntamente con el de las
proteinas Wnt, sus tnicos ligandos conocidos. Este as-
pecto sera detallado en la siguiente seccion.

La via Wnt en melanoma

La activacion de la via canénica en melanoma se
debe en muchos casos a modificaciones en interme-
diarios de esta via como APC e ICAT que llevan a la ac-
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tivacion y localizacion nuclear de p-catenina. Los Wnt
que mas frecuentemente activan esta via en melanoma
son Wntl y Wnt3a. Originalmente se considero que la
via canoénica tenia un rol prooncogénico pero en la ac-
tualidad su rol se encuentra sujeto a debate (10).

La activacion constitutiva de la via no-canoénica, fun-
damentalmente a través de Wntba, también es una ca-
racteristica distintiva de melanoma aunque se descono-
cen en profundidad los mecanismos moleculares
involucrados. La expresion de otros Wnt “no canénicos”
asociados a otros tipos de tumores como Wnt2, Wnt4,
Wnt7b y Wntll no ha sido estudiada en melanoma.
Wntba se encuentra sobreexpresada en melanoma (pre-
sumiblemente por la accion de STAT3) e induce au-
mentos en la adhesion, motilidad e invasion, la activacion
de EMT (Transicion Epitelial-Mesenquimal), la inhibi-
cioén de la expresion de supresores de metastasis como
Kiss-1 y el aumento de expresion de activadores de me-
tastasis como CD44 (11). Muchos de estos efectos son me-
diados por la activaciéon de PKC, aunque persisten dudas
sobre que isoforma es la involucrada. Sin embargo, debe
hacerse notar que algunos de los experimentos en estos
trabajos fueron realizados induciendo la sobreexpresion
de Wntba en células que naturalmente expresaban altos
niveles de este ligando, lo cual relativiza el significado de
estas conclusiones. Interesantemente, la deteccion de
Wntba en biopsias se correlacioné directamente con es-
tadios mas avanzados e inversamente con la sobrevida del
paciente. La sobreexpresion de Wntba en los tumores es
localizada y ocurre en sitios de invasion activa y las célu-
las muestran caracteristicas morfologicas asociadas a un
comportamiento agresivo. Los receptores de Wntba ca-
racterizados hasta el presente en melanoma son Fzd5 y
Ror2. La expresion de este ultimo no solo correlaciona
con la de Wntba sino que es necesaria para la induccion
de metastasis de células B16 dependiente de Wntba.
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Resumen

La interferencia del ARN es un fenémeno por el cual pe-
quefias moléculas de ARN doble cadena inhiben la expresién
génica de manera secuencia especifica. Esta via se en-
cuentra altamente conservada en los organismos eucariotas.
Existen varios tipos de ARN interferentes, entre ellos se en-
cuentran los shARN (del inglés short hairping RNA) que a su
vez, dan lugar a los siARN (del inglés small interfering
RNA). La activacién de esta via de manera exégena consti-
tuye una estrategia prometedora para el tratamiento de miul-
tiples enfermedades humanas tales como el cancer, las in-
fecciones virales, las enfermedades autoinmunes vy
neurodegenerativas. En el presente articulo se realiza la



descripcion de estas pequefias moléculas, asi como también
de la via involucrada y cuéles son los efectos de su activa-
cion. También se explican los problemas que presenta su
aplicacion y las perspectivas de su uso como agentes tera-
péuticos.

Palabras clave: iARN * siARN * shARN * silenciamiento gé-
nico * vectores virales * cancer

Summary

RNA interference is a phenomenon in which small double
stranded RNAs mediate sequence-specific regulation of
gene expression. This pathway is highly preserved in eu-
karyotic organisms. There are many types of interfering
RNAs, among them, shRNAs (short hairping RNA) which give
rise to siRNA (small interfering RNA). The exogenous acti-
vation of this pathway is a promising strategy as a treatment
for various human diseases such as cancer, viral infections,
autoimmune, and neurodegenerative diseases. In this article
these small molecules, the pathway involved and the effects
of their activation are described. In addition, the problems
and perspectives of their application as therapeutic agents
are presented.

Key words: iRNA * siRNA * shRNA * gene silencing * viral
vectors * cancer

Resumo

A interferéncia do ARN é um fenémeno pelo qual pequenas
moléculas de ARN cadeia dupla inibem a expressao génica
de maneira sequéncia especifica. Esta via se encontra alta-
mente conservada nos organismos eucariotas. Existem varios
tipos de ARN interferentes, entre eles se encontram os
ShARN (do inglés short hairping RNA) que por sua vez, dao
lugar aos siARN (do inglés small interfering RNA). A ativa-
¢do desta via de maneira exégena constitui uma estratégia
promissora para o tratamento de mdltiplas doencas huma-
nas tais como o cancer, as infecgoées virais, as doengas au-
toimunes e neurodegenerativas. No presente artigo é reali-
zada a descricdo destas pequenas moléculas, bem como da
via envolvida e quais sdo os efeitos de sua ativacdo. Também
se explicam os problemas que apresenta sua aplicacao e as
perspectivas de seu uso como agentes terapéuticos.

Palavras chave: iARN * siARN * shARN * silenciamento gé-
nico * vetores virais * cancer

Interferencia del ARN

La interferencia del ARN (iARN) es un mecanismo
muy conservado en el cual moléculas pequenas de ARN
silencian la expresion génica de manera post-trascrip-
cional (1). Esta via ha sido reconocida como una de las
principales formas de regulacion de la expresion génica
en células eucariotas (2). Existen varios tipos de ARN pe-
quenos regulatorios. Entre ellos, se encuentran los ARNs
pequenos interferentes (siARN, del inglés small interfering
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RNAs) que consisten en moléculas de ARN doble ca-
dena de 21-23 nucleétidos con 2 6 3 nucleétidos libres en
el extremo 3” de manera simétrica (3). También existen
los shARN (del inglés short hairping RNA) que son ARNs
doble cadena que poseen una zona perfectamente com-
plementaria y un rulo que no presenta complementa-
riedad. Los shARNs son tomados en el citoplasma por
una enzima llamada Dicer, que es una ribonucleasa tipo
III, que corta el shARN dando lugar al siARN (4). En-
tonces, los siARNs son incorporados a un complejo lla-
mado RISK (del inglés RNA-induced silencing complex)
cuyo nucleo catalitico estd constituido por la proteina Ar-
gonauta 2 (Ago2) que degrada una de las dos hebras.
Cual de las dos hebras es degradada se determina por las
propiedades termodinamicas de las terminales del siARN
que, a su vez, determinan su orientacion dentro del Ago2
y cudl de las dos hebras va a servir como hebra guia (5).
Esto da lugar a un complejo RISK activado que contiene
un fragmento de ARN simple cadena que es antisentido
con respecto al ARN mensajero (ARNm) blanco (6).
Este complejo permite la union con el ARNm y Ago2
rompe la unién fosfodiéster del ARNm que se ubica en
el medio del sitio de reconocimiento siARN:ARNm. Los
fragmentos del ARNm resultantes son liberados, y, por
ende, son degradados al ser reconocidos como trans-
criptos aberrantes. El complejo activado puede actuar so-
bre varias moléculas de ARNm de manera sucesiva, am-
pliando el efecto de silenciamiento (7).

Por otro lado, ademas del efecto post-transcripcional,
los siARNs promueven la modificacion del ADN, facili-
tando el silenciamiento de la cromatina, mediante la ex-
pansion de segmentos de heterocromatina, a través del
complejo RITS (del inglés RNA-induced transcriptional si-
lencing) (8).

Silenciamiento génico selectivo

Conociendo la existencia de este tipo de mecanismo
en los organismos, se pens6 en la posibilidad de regu-
lar la expresion de ciertos genes induciendo esta via por
medio de la introduccion de siARNs de manera exo6-
gena. Esto podria permitir contrarrestar la sobreex-
presion de genes que se observa en distintas patologias,
entre ellas, el cancer. La interferencia de la expresion
del ARN pude ser lograda de dos formas: 1) mediante
la introduccioén al citoplasma de siARNSs, o 2) mediante
la incorporacion al nucleo de casetes que codifiquen
shARNSs. En ambos casos, el mecanismo de ARNi s6lo
permite una inhibicién parcial o knock down de la ex-
presion del gen de interés, a diferencia de las técnicas
existentes de knock out (9).

Se debe tener en cuenta que la eficacia del siARN di-
senado depende de la accesibilidad de la zona de apa-
reamiento en el ARNm, de la presencia de estructuras
secundarias o de su asociacion con proteinas.
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Efectos inespecificos (off-target)

Los siARNs y los shARNSs, pueden producir una re-
duccion no deseada de la expresion de algunos genes
cuya secuencia es similar a la reconocida por siARN, de-
bido al corte del ARNm correspondiente o por la inhi-
bicién de su traduccion (10) (11). Estos efectos pueden
reducirse mediante la modificacion quimica del se-
gundo residuo de la hebra activa del siARN, sin afectar
al silenciamiento del ARNm especifico (12). Ademas, es
necesario eliminar en el diseno todos los siARNs que
presenten una cierta similitud con las moléculas de
ARNMm no buscadas, mediante la utilizacién de BLAST.

El problema de la llegada a destino

Los siARNs son moléculas cargadas negativamente
que no pueden a penetrar facilmente las membranas li-
pidicas celulares sin algin compuesto carrier que las
asista. Ademads, los siARNs que no se modifican quimi-
camente generalmente son degradados por las ARNa-
sas presentes en el suero. A su vez, se debe tener en
cuenta la dificultad adicional que representa la admi-
nistracion in vivo de siARNS, ya sea que se realice de ma-
nera sistémica o localizada.

In vitro, estas dificultades pueden ser superadas para
la mayoria de los tipos celulares si los siARNs se unen a
reactivos lipidicos catiénicos. Sin embargo, existen mu-
chas limitaciones en el uso de esta estrategia debido a la
falta de especificidad con respecto al tipo celular que se
pretenda como blanco del tratamiento, como asi tam-
bién, debido a la toxicidad de muchos de estos reactivos.

Con el fin de lograr una mayor especificidad de los
siARNs por la poblacion celular blanco in vivo, se ha de-
sarrollado una serie de estrategias que incluyen la con-
jugacion de los siARNs a agentes que reconocen de
manera especifica moléculas presentes en la superficie
celular de la poblacién blanco, como por ejemplo an-
ticuerpos, ligandos y aptameros.

La duracion del efecto de silenciamiento

Las formas antes mencionadas de administracion de
los siARNs llevan a un silenciamiento transitorio, ya
que la concentracion intracelular de los siARNs va a ir
disminuyendo debido a las divisiones celulares y a su de-
gradacion. Por el contrario, si se logra que la poblacion
blanco exprese los shARNs de interés, esto va a permi-
tir que el efecto de silenciamiento dure hasta tanto la cé-
lula los transcriba. Esto es una cualidad ideal para el tra-
tamiento de enfermedades crénicas. En este contexto,
los virus y vectores derivados de los mismos constituyen
un sistema que permite no sélo superar el problema de
atravesar la membrana plasmatica, sino también de pe-
netrar la envoltura nuclear resultando en la incorpora-
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cion de la secuencia que codifica para el shARN al ge-
noma, posibilitando la expresion de los shARNs de ma-
nera estable.

El diseno de vectores virales fue posible gracias al des-
cubrimiento de que la expresion de shRNAs induce la
maquinaria de ARNi (13). Esta estrategia involucra el
clonado de un oligonucleétido que codifica para el
shARN en un plasmido o vector viral que permite la ex-
presion endogena del shARN, que luego es procesado
en el citoplasma de la célula hospedadora, dando lugar
a los siARNs.

Perspectivas terapéuticas

Un gran numero de trabajos constituyen la prueba
de que el mecanismo de ARNi puede ser potencial-
mente utilizado para el tratamiento de una gran varie-
dad de enfermedades (14)(15). Mas aun, algunos
siARNSs ya estan siendo utilizados en pruebas clinicas
(16). Particularmente, en nuestro laboratorio, teniendo
como modelo de trabajo al melanoma humano, nos
propusimos estudiar los beneficios del silenciamiento
de factores proangiogénicos que se encuentran sobre-
expresados en este tipo de cancer como posible terapia,
ya que estos genes contribuyen al desarrollo y progre-
sion de la enfermedad. Con este fin, hemos desarro-
llado algunos shARNSs que tienen como blanco a uno de
estos factores y, utilizando vectores virales derivados de
retrovirus, se lograron establecer lineas celulares que ex-
presan de manera estable el shARN y que muestran un
silenciamiento de entre el 75y el 95% que, a su vez, co-
rrelaciona con un aumento en la apoptosis.

Sin embargo, y a pesar del gran potencial de estas téc-
nicas, existen grandes limitaciones en el uso de siARNs
debido a las fallas con respecto a la seguridad y efectivi-
dad de los métodos para su administracion especifica en
los tejidos o tipos celulares deseados. A pesar de estas di-
ficultades consideramos que, con el continuo avance en
las investigaciones, estas dificultades podran ser supera-
das y que el uso de siARNs y shARN dard lugar a trata-
mientos efectivos contra enfermedades humanas.
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Resumen

La angiogénesis es un proceso complejo caracterizado por
una cascada de eventos que llevan a la activacion, prolife-
racion y migracion de células endoteliales y al remodelado
y estabilizacién del tejido vascular. Recientes intentos por es-
timular angiogénesis se han enfocado en la entrega de fac-
tores de crecimientos tales como el factor de crecimiento en-
dotelial (VEGF) y el factor de crecimiento fibrobléstico basico
(bFGF), terapia génica y terapia basada en células, pero es-
tos procedimientos son caros y los mecanismos de entrega
6ptimos son atin poco comprendidos, por lo tanto, contar con
estrategias mas sencillas y menos costosas para inducir an-
giogénesis, representarian una muy buena alternativa al uso
de factores de crecimientos costosos para estimular la neo-
vascularizacién en un tejido en reparacién. Los vidrios bio-
activos han sido ampliamente investigados para la regene-
racion de tejido 6seo, sin embargo ha habido poca
investigacion en la aplicacion de los vidrios biactivos para re-
parar tejidos blandos altamente vascularizados y particular-
mente, la influencia que tienen sobre la neovascularizacién.
Sin embargo recientes trabajos han mostrado la habilidad de
los vidrios bioactivos para promover angiogénesis lo cual es
critico para numerosas aplicaciones en la reparacién de he-
rida y en estrategias para la ingenieria de tejidos. Este arti-
culo, en la primera parte; presenta una vision general de los
vidrios bioactivos haciendo énfasis en las caracteristicas
que determinan la bioactividad de los vidrios de silicato bio-
activos y en la segunda parte, revisa la evidencia existente
en la bibliografia sobre estudios que han demostrado el po-
tencial de los vidrios bioactivos, particularmente el 45S5
Bioglass® de estimular la angiogénesis, a través de sus
productos de disolucién idnica.

Palabras clave: angiogénesis * vidrios bioactivos * bioglass *
reparacion y regeneracion de tejidos * ingenieria de tejidos

Summary

Angiogenesis is complex multi-step process that involves en-
dothelial cell activation, dissolution of surrounding basement
membrane, increased endothelial cell proliferation and mi-
gration, tube formation to form a vascular network. Recent
attempts to stimulate angiogenesis have focused on the de-
livery of growth factors and cytokines, such us vascular en-
dothelial growth factor (VEGF) and basic fibroblast growth
factor (bFGF), gene therapy and cells-based therapy. How-
ever the growth factors are expensive and the optimal deliv-
ery strategies are unclear. Therefore use others easier and
cheaper strategies to induce angiogenesis could provide
and alternative approach to the use of expensive growth fac-
tor for stimulating neovascularization of wound repair. While
the bioactive glasses have been extensively investigated for
bone repair and regeneration, there has been relatively lit-
tle research on the application of bioactive glass to highly
vascularized soft tissues repair and particularly, the effect on
the neovascularization. However, there is emerging evidence
in the literature that the use of bioactive glasses in bioma-
terial-based tissue engineering strategies may improve the
vascularization, it is the major limitation of tissue engineer-
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ing approaches for the replacement of diseased or damaged
tissue. This article, in the first part, reviews the bioactivity
characteristics of silicate bioactive glasses. In the second
part, discusses the evidences in the literature showing the
angiogenic potential of bioactive glasses ionic dissolution
products, focusing on 45S5 bioglass®.

Key words: angiogenesis * bioactive glasses * bioglass *
wound repair and tissue engineering

Resumo

A angiogénese é um processo complexo caracterizado por
uma cascata de eventos que levam a ativacdo, proliferacdo
e migragdo de células endoteliais e a remodelagem e esta-
bilizacdo do tecido vascular. Recentes tentativas por esti-
mular angiogénese tém se focado na entrega de fatores de
crescimentos tais como o fator de crescimento endotelial
(VEGF) e o fator de crescimento fibroblastico basico (bFGF),
terapia génica e terapia baseada em células, mas estes pro-
cedimentos sao caros e 0s mecanismos de entrega 6timos sao
ainda pouco compreendidos, portanto, poder contar com es-
tratégias mais simples e menos custosas para induzir an-
giogénese, representariam uma muito boa alternativa ao uso
de fatores de crescimentos custosos para estimular a neovas-
cularizagdo num tecido em reparagdo. Os vidros bioativos
tém sido amplamente pesquisados para a regeneragéo de te-
cido dsseo, entretanto tem havido pouca pesquisa na aplica-
¢&o dos vidros bioativos para reparar tecidos moles altamente
vascularizados e particularmente, a influéncia que tém sobre
a neovascularizagdo. Entretanto recentes trabalhos tém mos-
trado a habilidade dos vidros bioativos para promover angio-
génese o qual é critico para numerosas aplicacbes na repara-
¢do de ferida e em estratégias para a engenharia de tecidos.
Este artigo, na primeira parte; apresenta uma visao geral dos
vidros bioativos fazendo énfase nas caracteristicas que deter-
minam a bioatividade dos vidros de silicato bioativos e, na se-
gunda parte, revisa a evidéncia existente na bibliografia sobre
estudos que tém demonstrado o potencial dos vidros bioati-
vos, particularmente o0 45S5 Bioglass® de estimular a angio-
génese, através de seus produtos de dissolugéo ibnica.

Palavras chave: angiogénese * vidros bioativos * bioglass * re-
paracao e regeneracao de tecidos * engenharia de tecidos

Biomateriales

Los biomateriales son materiales sintéticos o naturales
modificados que tienen la habilidad de coexistir en con-
tacto con tejidos del cuerpo humano sin causar ningtin
grado de dano al cuerpo (1). Los biomateriales han sido
categorizados, segin el comportamiento biolégico de-
sencadenado por los mismos, en: biomateriales de pri-
mera, segunda y tercera generacion. Los materiales de
primera generacion han demostrado un comporta-
miento bioinerte (no-bioactivo), mientras que los de se-
gunda y tercera generacion poseen propiedades bioac-
tivas (2). La nueva generacion de materiales bioactivos,
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denominada tercera generaciéon, comprende a todos
aquellos materiales biorreabsorvibles y/o biodegrada-
bles que tienen la capacidad de estimular respuestas ce-
lulares especificas a nivel molecular como resultado de la
liberacion de iones a partir de los mismos (3).

Vidrios Bioactivos

Un material bioactivo ha sido definido como un ma-
terial que ha sido disennado para inducir un respuesta
biologica especifica (4). La caracteristica comun que
comparten todos los materiales bioactivos es una mo-
dificacion cinética, dependiente del tiempo que ocurre
bajo implantacion (5). La superficie forma una capa de
hidroxicarbonatoapatita (HCA) biol6gicamente activa
que provee la interfase de uniéon con los tejidos. La
HCA que se forma sobre el implante bioactivo es es-
tructural y quimicamente equivalente a la fase mineral
del hueso (5). La habilidad de un material de precipi-
tar sobre su superficie una capa de HCA cuando es su-
mergido en un fluido fisiol6gico simulado in vitro, es a
menudo tomado como un indicador de bioactividad
(6), pero este concepto esta siendo cuestionado de-
bido a la creciente evidencia de que no siempre la bio-
actividad observada in vitro, implique estrictamente una
bioactividad in vivo (4). La unién al tejido 6seo fue pri-
mero demostrado para ciertos rangos de composicion
de vidrios bioactivos que contenian SiOy, NayO, CaO'y
P,O5 en proporciones especificas, estos presentaban
tres caracteristicas composicionales claves que los dis-
tinguian de los vidrios tradicionales: [1] menos del 60%
de SiOy, [2] alto contenido de NayO y CaO'y (3) alta re-
laci6én CaO/PyOj. Estas caracteristicas composiciona-
les hacen a la superficie del material altamente reactiva
cuando es expuesta a medios acuosos (5).

Vidrios de Silicato Bioactivos

Desde su descubrimiento hace aproximadamente
40 anos, el vidrio de silicato bioactivo 45S5 Bioglass
(composicion en %; 45% SiOy 24,5% NayO, 24,5%
Ca0, y 6% PyO5) ha sido el mads ampliamente investi-
gado para aplicaciones biomédicas (4). Este material
inorganico provee un medioambiente ideal para la co-
lonizacion, proliferacion y diferenciacion de osteoblas-
tos para formar hueso nuevo exhibiendo, una unién
mecanicamente fuerte a la superficie del implante. Por
otro lado, las reacciones sobre la superficie del vidrio
bioactivo induce la liberacién de concentraciones cri-
ticas de iones solubles, por ejemplo, Si, Cay P, los cua-
les han mostrado favorecer respuestas intacelulares y ex-
tracelulares que promueven una respuesta rapida de
formacion de hueso (7), genéticamente controlada,
por la sobreregulaciéon de genes que participan en la



proliferacion de osteblastos (8-10). Si bien los vidrios
bioactivos, particularmente el 45S5, han sido amplia-
mente investigados para la regeneracion y reparacion
de hueso, hay relativamente pocos estudios respecto a
la aplicacion de los vidrios bioactivos para reparar o re-
generar tejidos blandos. Sin embargo, recientes traba-
jos han mostrado la habilidad de los vidrios bioactivos
de promover angiogénesis in vitro (11-13), lo cual es un
obstaculo cuando se precisa establecer un sistema vas-
cular maduro en un tejido en regeneracion. Recientes
intentos por estimular angiogénesis se han enfocado en
la entrega de factores de crecimientos tales como el fac-
tor de crecimiento endotelial (VEGF) y el factor de
crecimiento fibroblastico basico (bFGF), terapia génica
y terapia basada en células (13), pero estos procedi-
mientos son caros y los mecanismos de entrega 6ptimos
son aun poco comprendidos. Por lo tanto la habilidad
de un vidrio bioactivo para inducir angiogénesis podria
proveer una buena alternativa al uso de factores de cre-
cimiento caros, para estimular la neovascularizacion
de un tejido en reparacion (4).

Vidrios de boro-silicatos bioactivos

Nuevos vidrios bioactivos basados en el 4555 Bio-
glass®, han sido desarrollados, reemplazando comple-
tamente el SiOy en el 45585 por ByOg (generando un vi-
drio de boro bioactivo), reemplazando parcialmente el
SiOy por ByOg en el vidrio 4555 o simplemente agre-
gando a la formula 45S5 ciertas concentraciones de
ByOg (produciendo vidrios de borosilicato bioactivos)
(14) (15). Estos vidrios bioactivos debido a su baja du-
rabilidad quimica se degradan mds rapido y se con-
vierten mas completamente en un material similar a la
HCA en un medio fisiolégico cuando son comparados
con el 45S5. Por lo tanto, la facil fabricacion, la posibi-
lidad de controlar la tasa de degradacion de estos vidrios
variando la concertacién de By por otro lado, ya que ha
sido bien establecido que el boro desempenaria fun-
ciones en la angiogénesis y la reparacion tisular (16-18),
estas caracteristicas lo hacen especialmente 1util para
aplicaciones en ingenieria de tejidos (4). Si bien se
puede establecer que la bioactividad de los vidrios 4555
Bioglass® dopados con Boro ha sido bien documen-
tada, los datos existentes con especto a los efectos bio-
l6gicos son escasos y controversiales por lo que son ne-
cesarios mas estudios tanto, in vitro como in vivo para
poder clarificar esta cuestion.

Productos de Disolucion lénica IDPs
Por mucho tiempo se asumi6 que la formacion de

una capa de HCA superficial era el requerimiento cri-
tico para la bioactividad de un material. Sin embargo,
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hoy se sabe que la formaciéon de HCA es 1til, pero no
es un fenémeno critico para determinar la bioactivi-
dad (19). Nueva evidencia cientifica indica que los pro-
ductos de disolucion de los vidrios bioactivos son la
clave para comprender el comportamiento bioactivo
de un vidrio tanto in vitro como in vivo (20). La libe-
racion de iones a partir de un vidrio bioactivo, se da
como resultado de una secuencia de reacciones qui-
micas que se llevan a cabo en la superficie del material
bioactivo, que en ultima instancia llevan a la precipi-
tacion de una capa de HCA policristalina (5). Resu-
midamente, cuando el vidrio bioactivo toma contacto
con un fluido fisiolégico del cuerpo o simulado se
produce una rapida reacciéon de intercambio i6nico de
Na*y Ca%+ desde el material con H* (o H3O*) desde la
solucion llevando a la formacion de grupos silanoles
(Si-OH) sobre la superficie del vidrio. Esta etapa eleva
el pH de la solucion lo que genera el ataque de SiOy
liberandose el Si en forma de acido salicilico Si(OH) 4.
La continua liberacién Si(OH), y formacion de Si-
OH, lleva a la condensacion y polimerizacion de una
capa rica en SiOy en el material carente de Naty Ca%+.
La disolucion del material continda, y ahora acoplado
al intercambio i6nico de Ca%ty (PO4)3 entre el vidrio
y la solucion se forma una capa de fosfato de calcio
amorfa (ACP) sobre la capa rica en SiOy. Esta capa al-
tamente reactiva, una vez formada, incorpora (OH)"y
(CO3)- desde la solucion cristalizando como una capa
de HCA policristalina. Como implante y en contacto
con fluidos fisiolégicos del cuerpo y luego de formada
la capa de HCA, sobre el vidrio se genera una super-
ficie de reaccién que incrementa la adsorcion y de-
sorcion de factores de crecimientos y el periodo de
tiempo de permanencia de macrofagos en la zona tra-
tada que son requeridos para preparar el sitio de im-
plante para la reparacion tisular, el proceso de unién
del vidrio con el tejido y la posterior diferenciacion y
proliferacion de las células involucradas en la regene-
racion del tejido. La mineralizaciéon de la matriz que
le sigue a la maduracion de osteocitos luego que se en-
capsulan en una matriz de HCA-colageno es el pro-
ducto final observado in vivo cuando el tejido en cues-
tion es el tejido 6seo (4) (19).

Mecanismos de accién de los productos de
disolucion i6nica

Como se expuso anteriormente, el fenémeno clave
de bioactividad de los vidrios bioactivos y en particular
el Bioglass®, era la tasa controlada de liberacion de io-
nes, especialmente concentraciones criticas de Si, Ca, P
y Na (19). La subsecuente liberacion de estos iones
luego de la exposicion de los vidrios bioactivos a un am-
biente fisiol6gico incrementaria la bioactividad de estos
materiales y serian los responsables de la respuesta bio-
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l6gica observada hasta ahora. Con respecto a la osteo-
génesis ya ha sido bien establecido, con estudios in vi-
tro e in vivo, el potencial osteogénico del Bioglass®
(5) (19). Si bien atn no estd muy claro el mecanismo de
accion a nivel molecular de los IDPs se cree que estos ac-
tuarian regulando la expresion génica de ciertas molé-
culas relevantes, que intervienen en los procesos de
control del ciclo celular de osteoblastos y en la prolife-
racion y diferenciacién, promoviendo ademas, la pro-
duccion de componentes de la matriz 6sea (8) (9) posi-
blemente a través de senales celulares que involucrarian
las vias de senalizacion de las MAP Kinasas (10). La bi-
bliografia actual sobre el efecto de los vidrios sobre el
proceso angiogénico es escasa y la mayoria de los estu-
dios fueron realizados en modelos in vitro de cultivo de
células relevantes en contacto directo con el material.
Hoppe (20) postula, basado en la bibliografia, que los
IDPs actuarian estimulando la secrecion de factores de
crecimiento angiogénicos desde los fibroblastos como
el VEGF y bFGF lo que llevaria a un incremento en la
proliferacion, diferenciacién y migracion de células en-
doteliales generando una red de tubulos de células en-
doteliales conectadas. Hasta ahora se ha postulado, ba-
sado en la bibliografia existente, que los vidrios
bioactivos estimularian la proliferacion de células en-
doteliales, pero estos trabajos son escasos y fueron ba-
sados en la respuesta observada de células endoteliales
humanas en contacto directo con el material (7). Por lo
tanto, son necesarios mas trabajos futuros que analicen
la respuesta angiogénica, tanto in vilro como in vivo, a
los productos de disolucion iénica de los vidrios bioac-
tivos.
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El sistema eph/ephrin, un ejemplo de
versatilidad y diversidad funcional en
biologia molecular del cancery la
angiogénesis

The eph/ephrin system, an example of
versatility and functional diversity in
molecular biology of cancer and
angiogenesis

O sistema eph/ephrin, um exemplo de
versatilidade e diversidade funcional em
biologia molecular do céncer e a
angiogénese

Martin C. Gémez, Gabriela B. Bravo,
Carla Gatto Caceres, Adrian Géngora, Alberto Baldi

Resumen

Los receptores Eph y Ephrin son moléculas altamente ver-
satiles, reguladoras de procesos tan diversos como la guia de
axones, la modulacién de plasticidad sinaptica, la morfogé-
nesis del sistema vascular y el tamafio y organizacion de 6r-
ganos. Los receptores Eph comprenden la familia mas nu-
merosa de receptores de tirosina quinasa y sus ligandos
Ephrin estan anclados o atraviesan la membrana plasmatica.
El sistema Eph/Ephrin se caracteriza por desencadenar vias
de sefializacion bi-direccional, tanto a través del receptor
como a través del ligando. Mediante contacto célula-célula,
y dependiendo del repertorio de receptores expresados, del
tipo y el contexto celular, pueden controlar respuestas ce-
lulares muy diversas como la adhesién, morfologia, prolife-
racion y migracion. Estos roles no estéan confinados a pro-
cesos fisiolégicos, sino su importancia resalta atin méas en
una variedad de patologias humanas y, en particular, en can-
cer. El receptor EphB4 esta sobre-expresado en varios tipos
tumorales y, con respecto a su funcionamiento, diversos ar-
ticulos publicados muestran discrepancias, ya que su acti-
vacién puede desencadenar sefiales pro- o anti-tumorales se-
gln la naturaleza del contexto celular. La expresién de su
ligando EphrinB2, tanto en las células tumorales como en
el endotelio asociado, esté relacionado a su alta vasculari-
zacién. Entender los mecanismos que controlan la funcién
del sistema Eph/Ephrin proporcionaria conocimientos pro-
fundos para comprender los principios biolégicos y permitir
el desarrollo de nuevas drogas terapéuticas. Por ejemplo,
mientras que anticuerpos contra VEGF ya son utilizados
para el tratamiento del céancer, la interferencia simultanea
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del sistema EphB4/EphrinB2 seria Gtil para actuar durante
la angiogénesis tumoral y la progresion del cancer.

Palabras clave: Eph/Ephrin * angiogénesis

Summary

Eph receptors and Ephrins are highly versatile regulators of
processes as diverse as axon guidance, modulation of synap-
tic plasticity, morphogenesis of the vascular system or the pat-
terning of organs. The Eph receptors are the largest family of
receptor tyrosine kinases and their Ephrin ligands are bound
to the plasmatic membrane or are transmembrane. The
Eph/Ephrin system is characterized by activating bi-directional
signals, throughout both the receptor and the ligand. By
cell-cell contact, and depending on the expressed receptors
set, cell type and context, it can trigger a wide array of cel-
lular responses like cell adhesion, morphology, proliferation
and migration. These roles are not confined to physiological
processes, but are highly relevant for a variety of human
pathologies and, in particular, cancer. EphrB4 receptor is
overexpressed in various tumor types and with respect to its
function, several published articles have shown discrepancies,
since its activation can trigger pro- or anti-tumoral signals. The
expression of its EphrinB2 ligand in both tumor cells and in
the associated endothelium is related to its high vascularity.
Thus, understanding the key mechanisms controlling
Eph/Ephrin function would not only provide deeper insight
into interesting biological principles, but it might also enable
the development of new therapeutic reagents. For example,
while antibodies against VEGF are already used for the treat-
ment of cancer, inhibition of ephrin-B2 might be useful to si-
multaneously interfere with the function of VEGFRZ2 and
VEGFR3, which act together during angiogenesis.

Key words: Eph/Ephrin * angiogenesis

Resumo

Os receptores Eph e Ephrin sdo moléculas altamente versa-
teis, reguladoras de processos téo diversos como guia de axo-
nios, modulagdo de plasticidade sindptica, morfogénese do
sistema vascular e o tamanho e organizagdo de drgdos. Os
receptores Eph compreendem a familia mais numerosa de
receptores de tirosina quinase e seus ligandos Ephrin estdo
ancorados ou atravessam a membrana plasmatica. O sistema
Eph/Ephrin se caracteriza por desencadear vias de sinaliza-
¢do bidirecional, tanto através do receptor quanto através do
ligando. Mediante contato célula-célula, e dependendo do re-
pertdrio de receptores expressos, do tipo e o contexto celu-
lar, podem controlar respostas celulares muito diversas como
a adesédo, morfologia, proliferacdo e migragdo. Estes papéis
néo estao confinados a processos fisiolégicos, mas sua im-
portancia salienta mais ainda numa variedade de patologias
humanas e, em particular, em céncer. O receptor EphB4 esta
sobre-expresso em Vvarios tipos tumorais e, com relacdo a seu
funcionamento, diversos artigos publicados mostram diver-
géncias, visto que sua ativagdo pode desencadear sinais pro
ou anti-tumorais conforme a natureza do contexto celular. A
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expressdo de seu ligando EphrinB2, tanto nas células tu-
morais quanto no endotélio associado, esta relacionada com
Sua alta vascularizacdo. Entender os mecanismos que con-
trolam a fungdo do sistema Eph/Ephrin proporcionaria co-
nhecimentos profundos para compreender os principios bio-
Iégicos e permitir também o desenvolvimento de novas drogas
terapéuticas. Por exemplo, enquanto anticorpos contra VEGF
Ja sdo utilizados para o tratamento do cancer, a interferéncia
simultdnea do sistema EphB4/EphrinB2 seria (til para atuar
durante a angiogénese tumoral e a progressao do cancer.

Palavras chave: Eph/Ephrin * angiogénese

Familias de Ephy Ephrin

Los receptores denominados Eph (erytropoietin-pro-
ducing hepatocellular carcinoma) comprenden la familia
mas numerosa de receptores de tirosina quinasa del
reino animal y estan presentes en la mayoria de los tipos
celulares. Los receptores Eph han sido subdivididos en
dos clases, EphA y EphB, basandose en la homologia de
sus secuencias y en las propiedades de sus ligandos Eph-
rins (Eph receptor interacting protein). Estos ligandos se di-
viden en EphrinA, los cuales se encuentran anclados a la
membrana plasmatica por glucosil-fosfatidil-inositol
(GPI), y EphrinB, caracterizados por ser proteinas trans-
membrana. A diferencia de los clasicos receptores de fac-
tores de crecimiento, la unién del receptor/ligando
Eph/Ephrin desencadena transducciones de senales bi-
direccionales, tanto en las células que presentan el re-
ceptor (proceso denominado “senalizacion forward”)
como también en las células que presentan el ligando
(“senalizacion reverse”) (1). La interaccion del receptor
Eph con su ligando Ephrin conduce a la regulacion de
la morfologia, adhesién y migracion a través de la mo-
dificacion de la organizacion del citoesqueleto e in-
fluenciando las actividades de moléculas de adhesion in-
tercelular. Recientes trabajos han mostrado que ademas
participan en el control de la proliferacion y la sobrevida,
como también en otras funciones celulares especificas ta-
les como plasticidad neuronal, secrecién de insulina, re-
modelacion del hueso y regulaciéon inmunologica (2).

En humanos, nueve receptores EphA (EphAl-
EphA9) se unen en forma promiscua a cinco EphrinA
(EphrinAl-EphrinAb), y cinco receptores de la subclase
EphB (EphB1-B4 y EphB6) se unen a tres ligandos Eph-
rinB (EphrinBI1-EphrinB3), con la tinica excepcion que
EphB4 sélo es activado por EphrinB2. La parte extrace-
lular de los receptores Eph incluye un dominio de unién
a Ephrin N-terminal que es necesario y suficiente para
el reconocimiento y la unién al ligando, una region rica
en cisteina y dos repeticiones similares a fibronectina
tipo III las cuales podrian estar involucradas en las in-
teracciones de dimerizacion receptor-receptor (3). Se-
parado por un dominio transmembrana, el dominio ci-
toplasmatico incluye un segmento yuxtamembrana, un
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dominio tirosina quinasa y un dominio SAM. Los ligan-
dos de Ephrin estan caracterizados por la presencia de
un unico dominio de unioén al receptor en el extremo N-
terminal separado de la membrana por un segmento de
40 aminodcidos. Las moléculas de la subclase EphrinA,
ancladas a la célula por GPI, se encuentran agrupadas en
dominios de membrana tipo lipid rafis, 1as cuales estarian
asociadas con proteinas citoplasmaticas. Los ligandos de
EphrinB atraviesan la membrana y poseen un dominio
citoplasmatico que incluye un motivo PDZ C-terminal,
capaz de activar la via de la familia de quinasa Src (2).

Recientes estudios estructurales y biofisicos sugieren
que el mecanismo para la iniciacion de la senalizacion
bidireccional involucra inicialmente un contacto célula-
célulay posteriormente la unién de ligandos y recepto-
res en una relacion estequiométrica de 1:1. Estos com-
plejos de heterodimeros Eph-Ephrin crean superficies
de interaccion que juntan pares de dimeros en estruc-
turas tetraméricas desencadenando la senalizacion “for-
ward”y “reverse”. Aunque la formacion de estos comple-
jos de tetrameros Eph-Ephrin es suficiente para la
fosforilacion del receptor, la agregacion de varios de es-
tos tetrameros y el tamano de estos agregados serian ab-
solutamente esenciales para determinar la intensidad de
la senal y su naturaleza fisiologica. Sin embargo, se ha
descrito que existen otros mecanismos que definen la se-
nalizacion del sistema Eph/Ephrin, como la activacion
en cis entre moléculas receptor y ligando de una misma
célula, la interaccion con otros receptores (por ejemplo:
Erb2, E-cadherina) (4) y la trans-endocitosis, haciendo
que el estudio de este sistema sea un tanto complejo.

Si bien los receptores Eph y sus ligandos Ephrin es-
tan presentes en la mayoria de los tipos celulares, sus ac-
tividades se encuentran mejor caracterizadas en el sis-
tema nervioso central y en el desarrollo embrionario del
sistema circulatorio. En el sistema nervioso central re-
gulan varios procesos tales como guia de direcciona-
miento de axones, la migracion de células de la cresta
neural y la sinaptogénesis. La activacion de receptores
Eph en las células de la cresta neural o en los conos de
crecimiento axonal dispara la retraccion ante los tejidos
que expresan las moléculas de ligando Ephrin com-
plementarias a los mismos (5).

El corte enzimatico de las moléculas de Ephrin por
la metaloproteasa ADAMI10 unida a membrana pre-
senta otra posible explicacién molecular para cambiar
entre adhesion y repulsiéon. Se ha mostrado que la
union de EphA3 con EphrinAb expone un motivo de
reconocimiento de metaloproteasas y dispara el corte
de EphrinAb5 por ADAMI0. Esta liberaciéon de Ephrin
de la superficie del ax6n conduce a la retraccion de las
células que expresan EphAb, mientras que el bloqueo
de la escision conduce a una interaccion adhesiva ex-
tensa (6).

Otro mecanismo que media la conversiéon de inte-
racciones adhesivas en senales repulsivas consiste en re-



tirar el complejo Eph-Ephrin de la superficie celular por
endocitosis. Durante este proceso denominado trans
endocitosis, el complejo receptorligando intacto, y posi-
blemente las proteinas citoplasmaticas asociadas, junto
con la membrana circundante son endocitados por la
célula que expresa Eph o Ephrin. Estructuras intrace-
lulares revestidas por doble membrana fueron obser-
vadas por microscopia electrénica en hipocampo de
rata (7). La trans endocitosis cesa la adhesion y permite
la retraccion celular. Este proceso de despegado de cé-
lulas que requiere tanto de la activaciéon de Eph (via for-
ward) como de la internalizacién del complejo de se-
nalizacion, depende de la polimerizacion de moléculas
de actina y de la actividad de la GTPasa pequena Racl.

Recientes descubrimientos han evidenciado que la
interaccion Eph-Ephrin no estd confinada a la zona de
contacto entre dos células adyacentes, sino que ademas
se han reportado interacciones en cis entre receptores
y ligandos expresados en la misma célula. Mientras las
interacciones convencionales en trans entre células dis-
tintas involucran el dominio de Ephrin y el correspon-
diente dominio de union a ligando del receptor, Eph-
rinAb puede unirse en c¢is al dominio extracelular de
fibronectina tipo III del receptor EphA3 en la misma cé-
lula, bloqueando la activaciéon del mismo y contrarres-
tando la senalizacion forward desencadenada por el
contacto célula-célula. Este modelo de inhibicion en cis
podria explicar como se generan gradientes de recep-
tores activos parcialmente solapados durante el desa-
rrollo del sistema visual (8).

Ephy ephrin en el sistema cardiovascular

El posicionamiento espacial y temporal apropiado de
células endoteliales durante el nacimiento de los vasos
es un requerimiento necesario para la formacion de
anastomosis y redes diferenciadas de vasos sanguineos
que eventualmente permitirian la direccion del flujo
sanguineo. Diversas moléculas Eph-Ephrin son expre-
sadas en el sistema cardiovascular, sin embargo EphB4
y su ligando EphrinB2 han atraido mayor interés. Eph-
rinB2 es expresada principalmente en el endotelio ar-
terial, mientras que EphB4 es especifica del endotelio
venoso. Por esto, se ha propuesto a estas dos moléculas
como marcadores candidatos para la diferenciacion ar-
terio-venosa (9). La relevancia del funcionamiento de
EphB4 y EphrinB2 durante la vasculogénesis es indis-
cutida, dado que ratones transgénicos knockou! para
EphB4 o EphrinB2 mueren en estadios embrionarios
tempranos por una desorganizacion de vasos sangui-
neos. Recientemente se demostré que el calibre de ar-
terias y venas y la localizacion de células endoteliales
cuyo destino es la aorta o las venas cardinales esta fina-
mente regulado por un balance entre Notch y el sistema
EphB4/EphrinB2 (10).
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Durante etapas tardias del desarrollo embrionario y
en el adulto, la formacion regenerativa o patologica de
nuevos vasos se caracteriza por el remodelamientoy la
generacion de nuevos capilares por brotacion de la vas-
culatura existente, proceso denominado angiogénesis.
La expresion de EphrinB2 esta aumentada durante el
remodelamiento activo de vasos, sin embargo su rol
durante la angiogénesis no es tan claro. La activacién de
EphB4 en células endoteliales en cultivo y en la cornea
de ratén induce la proliferacion, la migracién, la for-
macion de tibulos y la angiogénesis (9) lo que indica-
ria que la via forward puede promover la brotacion de
nuevos vasos. En modelos de isquemia cardiaca se ob-
servo que EphrinB2 senalizando a través de EphB4 es
capaz de estimular la mitosis de cardiomiocitos, au-
mentar la densidad de capilares y el desarrollo de vasos
colaterales funcionales (11), sugiriendo a EphrinB2
como un candidato potencial para la terapia angiogé-
nica en enfermedades de isquemia de corazon.

Ephy Ephrin en cancer

EphAl fue el primer miembro de la familia de re-
ceptores Eph en ser clonado a partir de una linea celu-
lar de carcinoma hepatocelular humano productor de
eritropoyetina. EphAl se encuentra sobre-expresado en
esta linea celular en niveles relativamente elevados, lo
que sugiri6 a esta nueva familia de tirosina quinasa un
rol en la tumorigénesis (12). Desde entonces, cada
miembro de la familia Eph ha sido identificado por sus
caracteristicas de expresion o desregulacion en dife-
rentes tipos de tumores humanos (13). Entre los recep-
tores EphA, EphA2 ha sido el mas intensamente estu-
diado en oncologia y sus altos niveles de expresion estan
correlacionados con el estadio y la progresion del tumor.
Ademas, la sobre-expresion de EphA2 en células epite-
liales no transformadas de mama induce transforma-
cién maligna y confiere potencial tumorigénico (14).

Las funciones durante la tumorigénesis de los recep-
tores y ligandos de la clase B parecen mas complejas. La
sobre-expresion de EphrinB2 en células de cancer parece
estar correlacionada con un aumento de invasion y una
alta vascularizacién de tumores humanos conduciendo a
un pobre pronostico. El receptor EphB4 se encuentra so-
bre-expresado en diversos tumores humanos y con res-
pecto a su funcionamiento, diversos articulos publicados
muestran discrepancias, ya que su activacion puede de-
sencadenar tanto senales pro-oncogénicas como tam-
bién senales anti-tumorales, segun la naturaleza del con-
texto celular. EphB4 incrementa el crecimiento tumoral,
la motilidad de células cancerosas y la metastasis en la
prostata, mesotelio y ttero. Por otra parte, también pa-
rece actuar como supresor de tumores en cancer de
mama y colon. Diversas estrategias han sido exploradas
para evidenciar el funcionamiento de EphB4. Mediante
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la inhibicién de la senalizacion por EphB4 utilizando re-
ceptores EphB4 truncados solubles, sobre-expresando
un dominante negativo del receptor, o bien mediante
técnicas de interferencia de ARN se observo una dismi-
nucion de la proliferacion, migracion y del crecimiento
tumoral en modelos de melanoma y de prostata
(15) (16). Hemos observado en nuestro modelo de cé-
lulas de melanoma humano que el estimulo con molé-
culas solubles de EphrinB2 activa el receptor EphB4 e in-
duce la proliferaciéon y migraciéon (datos aun no
publicados). En células de cancer de mama, sorpresiva-
mente se observo que a pesar de los niveles de expresion
de EphB4, la fosforilacion en tirosinas es mucho mas
baja comparada con células epiteliales MCF-10A no
transformadas (17), y la activacion del receptor EphB4
y senalizacién mediante la via Abl-Crk inhibe la capaci-
dad tumoral de células de cancer de mama.

El efecto promotor de tumores durante el creci-
miento de un tumor de mama podria no depender ex-
clusivamente de la senalizacion forward de EphB4. Se ob-
servo que la expresion de un receptor EphB4 con su
dominio citoplasmatico defectivo resulté en un incre-
mento del crecimiento del tumor y un fuerte desarro-
llo de la angiogénesis tumoral (18). Este descubrimiento
resalta a la senalizacion reverse mediante la molécula de
EphrinB2 e implica la participacién de interacciones
EphB4/EphrinB2 entre células tumorales y células del
estroma. Ademas, la senalizacion por EphrinB2 también
promueve la interaccion entre células endoteliales, pe-
ricitos y células de la musculatura lisa vascular (19), su-
giriendo que la regulacion por EphrinB2 podria esta-
bilizar los vasos de los tumores recurrentes después de
una terapia anti-angiogénica utilizando anticuerpos
contra el factor de crecimiento endotelio vascular
(VEGF). Siguiendo este razonamiento, inhibir el sis-
tema de Eph podria ser particularmente util para tera-
pias anti-angiogénicas, y posiblemente lograria superar
la resistencia a las terapias anti VEGF.

Hasta la actualidad, se han identificado moléculas pe-
quenas que inhiben la actividad del dominio quinasa de
Eph y dos de ellas, dasatinib y X647, han sido evalua-
das en ensayos clinicos. Dasatinib es un potente inhibi-
dor de EphA2, estudiado hasta fase II en leucemia mie-
loide crénicay en tumores sélidos, mientras que X1.647,
probado en cancer de pulmoén, es un inhibidor de EphB4
y de los receptores del factor de crecimiento epidérmico
(EGF) y VEGF (http://clinicaltrials.gov). Otra estrategia
de terapia anti-angiogénica para el cancer ha consistido
en inhibir las interacciones Eph/Ephrin y la senalizacion
bidireccional. Para esto se han desarrollado moléculas
pequenas, péptidos, receptores solubles y anticuerpos
monoclonales antagonistas (20) que han sido capaces de
disminuir con el crecimiento tumoral y la angiogénesis
asociada en diferentes modelos in vitroy en raton. De ma-
nera interesante, existen también anticuerpos agonistas
y ligandos que han sido utilizados exitosamente para re-
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ducir la progresion tumoral, a pesar de ser activadores
de la senalizacién de Eph/Ephrin (17). La respuesta
ante una terapia particular contra el sistema
Eph/Ephrin dependera del tipo de tumor, del estadio
de avance y del microambiente tumoral. Seleccionar la
estrategia 6ptima enfocada en interferir con las funcio-
nes de Eph como terapia contra el cancer requiere un
mejor entendimiento de los mecanismos de senalizacién
en los diferentes compartimientos celulares del tumor.

Referencias bibliograficas

1. Wang HU., Chen Z.F., Anderson D.J. Molecular Wang HU,
et al. Molecular distinction and angiogenic interaction be-
tween embryonic arteries and veins revealed by ephrinB2
and its receptor EphB4. Cell 1998; 93: 741-53.

2. Pasquale EB. Eph receptors and ephrins in cancer:
bidirectional signaling and beyond. Nat Rev Cancer
2010; 10(3): 165-80.

3. Himanen JP, Nikolov DB. Eph signaling: a structural
view. Trends Neurosci 2003; 26(1): 46-51.

4. Pasquale EB. Eph-ephrin bidirectional signaling in phys-
iology and disease. Cell 2008; 133: 38-52.

5. Poliakov A, Cotrina M, Wilkinson DG. Diverse roles of
eph receptors and ephrins in the regulation of cell mi-
gration and tissue assembly. Dev Cell 2004; 7: 465-80.

6. Hattori M, Osterfield M, Flanagan JG. Regulated cleav-
age of a contact-mediated axon repellent. Science
2000; 289: 1360-5.

7. Spacek J, Harris KM. Trans-endocytosis via spinules in
adult rat hippocampus. J Neurosci 2004; 24: 4233-41.

8. Flanagan JG. Neural map specification by gradients.
Curr Opin Neurobiol 2006; 16: 59-66.

9. Adams RH, Wilkinson GA, Weiss C, et al. Roles of
ephrinB ligands and EphB receptors in cardiovascular
development: Demarcation of arterial/venous domains,
vascular morphogenesis, and sprouting angiogenesis.
Genes Dev 1999; 13: 295-306.

10. Kim, Y. H., Hu H., et al. Artery and vein size is balanced
by Notch and ephrin B2/EphB4 during angiogenesis.
Development 2008; 135(22): 3755-64.

11. Katsu M. et al. Ex vivo gene delivery of ephrin-B2 in-
duces development of functional vessels in a rabbit
model of hind limb ischemia. Vasc Surg 2009; 49: 192.

12. Hirai H, Maru Y, Hagiwara K, Nishida J, Takaku F. A
novel putative tyrosine kinase receptor encoded by the
eph gene. Science 1987; 238: 1717-20.

13. Surawska, H., P. C. Ma, et al. (2004). The role of
ephrins and Eph receptors in cancer. Cytokine Growth
Factor Rev 15(6): 419-33.

14. Zelinski DP, Zantek ND, Stewart JC, Irizarry AR, Kinch
MS. EphA2 overexpression causes tumorigenesis of
mammary epithelial cells. Cancer Res 2001;
61:2301-2306.

15. Martiny-Baron, G., T. Korff, et al. Inhibition of tumor
growth and angiogenesis by soluble EphB4. Neoplasia
2004; 6(3): 248-57.



16. Kertesz, N., V. Krasnoperov, et al. The soluble extra-
cellular domain of EphB4 (sEphB4) antagonizes EphB4-
EphrinB2 interaction, modulates angiogenesis, and in-
hibits tumor growth. Blood 2006; 107(6): 2330-8.

17. Noren, N. K., G. Foos, et al. The EphB4 receptor sup-
presses breast cancer cell tumorigenicity through an Abl-
Crk pathway. Nat Cell Biol 2006; 8(8): 815-25.

18. Noren, N. K., M. Lu, et al. “Interplay between EphB4
on tumor cells and vascular ephrin-B2 regulates tumor
growth.” Proc Natl Acad Sci USA 2004; 101(15):
5583-8.

19. Salvucci O, et al. EphrinB reverse signaling contributes
to endothelial and mural cell assembly into vascular
structures. Blood 2009; 114: 1707-16.

20. Krasnoperov V, Kumar SR, Ley EJ, Scehnet JS, Liu R,
Zozulya S, et al. Novel EphB4 Monoclonal antibodies
modulate angiogenesis and inhibit tumor growth. Am J
Pathol 2010; 76(4): 2029-38.

LABORATORIO DE
INMUNOHEMATOLOGIA

Importancia de las Células Madre
Mesenquimales en el desarrollo del
cancer de mama

Importance of mesenchymal stem cells in
breast cancer development

Importancia das Células Tronco
Mesenquimais no desenvolvimento do
cancer de mama
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Resumen

La mayoria de las pacientes con céncer de mama (PCM)
avanzado desarrollan metéstasis éseas, de tipo osteoliticas,
como resultado de un desbalance entre los procesos de o0s-
teogénesis, osteoclastogénesis y resorcion 6sea. Nosotros en-
contramos en la médula ésea (MO) de las PCM avanzado
(carcinoma mamario ductal infiltrante, estadio clinico Il y
IV, sin metéastasis en MO y hueso) una disminucién de la efi-
ciencia de clonado de las células madre mesenquimales
(MSC), medida como el nimero de unidades formadoras de
colonias fibroblasticas (CFU-F), asi como una disminucién
en su capacidad de diferenciacién osteogénica en compa-
racién con las voluntarias sanas (VS). Ademas, observamos
osteoclastogénesis espontanea en MO y sangre periférica de
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las PCM, mientras que no lo hicimos en las VS. Por ltimo,
consideramos importante la evaluacién de la diferenciacién
osteogénica de las MSC de MO y del potencial osteoclasto-
génico de los progenitores hematopoyéticos de MO y de los
monocitos de sangre periférica, como posibles factores pro-
nosticos de futuros desérdenes dseos que pueden favorecer
la invasién de las células del CM en el hueso.

Palabras clave: células madre mesenquimales * cancer de
mama * médula dsea * hueso * osteogénesis * osteoclasto-
génesis

Summary

Most advanced breast cancer patients (BCP) develop oste-
olytic bone metastasis as a result of the imbalance between
osteogenesis, osteoclastogenesis and bone resorption
processes.In bone marrow (BM) aspirates of untreated BCP
(infiltrative ductal breast carcinoma, clinical stage 1l and IV,
without bone and BM metastasis), a decrease in cloning ef-
ficiency of BM-mesenchymal stem cells (MSC), measured as
number of colony forming unit-fibroblasts (CFU-F), and a de-
crease in its osteogenic differentiation capacity compared to
healthy volunteers (HV) were found . Moreover, spontaneous
osteoclastogenesis (SpOC) in BM and peripheral blood of
BCP were observed, while SpOC was not observed in BM of
HV. Finally, evaluation of the osteogenic differentiation of
BM-MSC and osteoclastogenic potential of BM-hematopoi-
etic progenitors as well as peripheral blood-monocytes are
considered important as possible prognostic factors for fu-
ture bone disorders that may favor the invasion of BC cells
into bone.

Key words: mesenchymal stem cell * breast cancer * bone
marrow * bone * osteogenesis *osteoclastogenesis

Resumo

A maior parte das pacientes com cédncer de mama (PCM)
avancado desenvolve metéastases dsseas, de tipo osteoliticas,
como resultado de um desequilibrio entre os processos de os-
teogénese, osteoclastogénese e ressorcdo dssea. NOs en-
contramos na medula dssea (MO) das PCM avangado (car-
cinoma mamadario ductal infiltrante, estagio clinico Ill e 1V,
sem metéastase em MO e 0sso) uma diminui¢do da eficién-
cia de clonagem das células tronco mesenquimais (MSC),
medida como o nimero de unidades formadoras de colénias
fibroblasticas (CFU-F), bem como uma diminuicdo em sua
capacidade de diferenciagcdo osteogénica em compara¢ao
com as voluntarias saudaveis (VS). Além disso, observamos
osteoclastogénese espontanea em MO e sangue periférica
das PCM, enquanto que ndo o fizemos nas VS. Por dltimo,
consideramos importante a avaliacdo da diferenciagdo os-
teogénica das MSC de MO e do potencial osteoclastogénico
dos progenitores hematopoiéticos de MO e dos mondcitos de
sangue periférico, como possiveis fatores progndsticos de fu-
turas desordens 6sseas que possam favorecer a invasao das
células do CM no osso.

Palavras chave: células tronco mesenquimais, cancer de
mama, medula éssea, osso, osteogénese, osteoclastogénese
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El cancer de mama, a pesar de ser tema de gran nu-
mero de investigaciones, contintia siendo el tipo de can-
cer mas comun entre las mujeres y la segunda causa de
muerte particularmente en EE.UU. (1). Cada ano, mads
de 44.000 mujeres mueren de cancer de mama. La esta-
distica indica que la mortalidad en el ano 2000 fue de
24,2y 26,7 en EE.UU. y Argentina, respectivamente (1).
En ambos casos, se trata de cifras de mortalidad especi-
fica expresadas como nimero de muertes por ano, por
100.000 habitantes. Y a pesar de los esfuerzos realizados
para detectar el cancer mama en estadios tempranos, esto
no garantiza la mejor sobrevida del paciente. Observa-
cién que indica la necesidad de contar con métodos mas
sensibles para detectar las células epiteliales tumorales
mamarias (CEpTM) y/o las células madre tumorales
(TSC) presentes en la mama, asi como también la nece-
sidad de continuar profundizando sobre la biologia del
cancer de mama en sus estadios iniciales y estudiando los
mecanismos que llevan al desarrollo de las metastasis.

Por otra parte, el cancer fue considerado durante
mucho tiempo como un desorden constituido por cé-
lulas transformadas que adquirieron un alto grado de
proliferacién y autorrenovacién, asi como mayor capa-
cidad de sobrevida e invasion a través de la activacion de
oncogenes € inactivacion de genes supresores del tumor
(2). Sin embargo, en los ultimos anos se demostré que
la formacién de un tumor clinicamente relevante de-
pende de la composicion y funcion del microambiente
tumoral (MT) formado por células estromales y acceso-
rias, matriz extracelular y factores solubles (2). Dentro
de este MT se han encontrado fibroblastos, pericitos, leu-
cocitos (linfocitos T y B, células naturalmente citotoxi-
cas, neutrofilos, eosinéfilos, monocitos-macréfagos, ba-
sofilos y mastocitos), miofibroblastos, células dendriticas,
células derivadas de médula 6sea (MO) entre las cuales
se encuentran las células madre mesenquimales (MSC)
y los progenitores mesenquimales, células endoteliales
vasculares linfaticas y de sangre (2). Numerosos estudios
experimentales muestran una interaccién activa y reci-
proca entre las CEpTM vy las células estromales/ acce-
sorias y demads componentes del MT, eventos criticos que
determinan y promueven el crecimiento del tumor pri-
mitivo y su progresién hacia una futura metastasis (2).
Por lo tanto, el andlisis del MT, en particular la presen-
cia y funcién de las MSC de MO, asi como de los pro-
genitores endoteliales y células endoteliales, fibroblastos
asociados al tumor y macréfagos asociados al tumor de
tipo M2, son actualmente tema de multiples estudios des-
tinados a comprender mas sobre la biologia del tumor
y asi poder desarrollar tratamientos terapéuticos que in-
hiban o retrasen el crecimiento del tumor primitivo y las
metastasis (3) (4).

Por otro lado, el cerebro, hueso, higado y pulmén son
los sitios preferidos de metastasis en las pacientes con
cancer de mama (PCM). Ha sido reportado que las me-
tastasis pueden ocurrir incluso en ausencia del tumor
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primario de mamay, en hueso, es el resultado de un des-
balance fisiol6gico y fisico como son la lesion litica y la
hipercalcemia (5). Es importante recordar que las me-
tastasis Oseas se expresan clinicamente por: 1)- Dolor
6seo en el 60-70% de las PCM; 2)- Fractura patolégica en
el 30-40% de las PCM (68% en fémur y 28% en hu-
mero); 3)- Sindrome de comprension medular en el 20-
30% de las PCM; 4)- Hipercalcemia en el 15% de las
PCMy b5)- en los casos de afeccion vertebral, puede exis-
tir dolor local e irradiado, con o sin signos de déficit neu-
rologico. Alteraciones que reducen la calidad de vida del
paciente y se suman por lo tanto a la necesidad de pro-
fundizar sobre la compleja interaccion entre las CEpTM
y los componentes de MO y hueso (1) (5). Ambos tejidos
proveen un microambiente favorable donde las células
tumorales pueden proliferar y, asi, la MO y el hueso se
convierten en un reservorio de la enfermedad. Muchos
avances recientes se han realizado en el tratamiento
quimioterdpico de las PCM avanzado (estadio clinico III
y IV) pero la principal limitacion es la falta de respuesta
al tratamiento de las CEpTM quiescentes presentes en
MO, asi como la presencia de células madre tumorales.

Hasta el momento, no se ha descrito en humanos, si an-
terior al desorden 6seo que implica la invasion tumoral y
desarrollo de la metastasis 6sea (MTsO) existe una altera-
cion en el potencial osteogénico de la MSC de MO para
dar osteoblastos/osteocito y/o en su migracion al hueso
afectado. Y tampoco se estudi6 in vitro qué pasaba con la
formacion de osteoclastos a partir del progenitor hema-
topoyético comprometido con el linaje monocitico de la
MO en estas PCM avanzado sin MTsO. Sin embargo, lo que
sl se encontré recientemente, es que la produccion y ac-
tividad de los osteoclastos esta regulada por los factores so-
lubles liberados tanto por las MSC como por preosteo-
blastos/ osteoblastos, asi como por las CEpTM presentes
en el hueso con metastasis [RANKL, M-CSF, TRAIL, OPG
(receptor soluble de RANKL soluble o RANKL de mem-
brana y TRAIL), IL-1f, IL-6, IL-11, IL-8, MIP-1lo,, PTHrP,
TNF-o, TGF-, PGE2, MMP-7, etc.], sin descartar un efecto
indirecto por la liberacion de estos factores desde el tumor
primario en mama (6, 7). Los factores osteoclastogénicos
pueden ser de accion directa como el RANKL, IL-11 o in-
directa como la PTHrP, IL-6, IL-1, MIP-1a,, PGE2, TNF-a.,
MMP-7 pues inducen la liberacién de M-CSF y RANKL por
parte del osteoblasto y MSC del microambiente de MOy
hueso afectado (6, 7). En relacion a la formacion de oste-
oclasto, el RANKL se une a su receptor el RANK presente
en la membrana del preosteoclasto estimulando sucesiva-
mente la diferenciacion, la fusion a una célula multinu-
cleada, la activacion y la sobrevida del osteoclasto (8).
Ademas, el M-CSF es un factor primordial en la osteoclas-
togénesis pues incrementa directamente el pool de pre-
osteoclastos en hueso y favorece la diferenciacion a oste-
oclasto pues al unirse a su receptor el c-fms presente en la
membrana del preosteoclasto incrementa la expresion de
RANK'y su unién con RANKL (8).



En trabajos anteriores demostramos, por primera
vez, una disminucion significativa de la capacidad de
clonado de las MSC para dar unidades formadoras de
colonias fibroblasticas (CFU-F) en MO de PCM avan-
zado, libres de tratamiento y sin metastasis en MO y
hueso, asi como una disminucién significativa del po-
tencial osteogénico de las MSC de MO de estas PCM en
comparacion con las voluntarias sanas (VS) (9). Hechos
ambos que se asocian posiblemente a una disminucién
de los niveles de Dkk-1 en los medios condicionados de
los cultivos de CFU-F= MSC (Dkk-1 en medio de no di-
ferenciacion favorece la proliferacion de la MSC'y su so-
brevida) y a un aumento de los niveles de Dkk-1 libe-
rado en los medios condicionados de las MSC cultivadas
en medio de diferenciacion osteogénico (Dkk-1 inhi-
bidor de la via de las Wnt, factor este ultimo inductor de
la diferenciacion osteogénica de la MSC), resultados es-
tos ultimos que encontramos en estas PCM (10). Tam-
bién cuantificamos un incremento significativo de Dkk-
1 en plasma de sangre periférica (SP) de estas PCM
avanzado en comparacion con las VS (11).

Por otra lado, observamos osteoclastogénesis espon-
tanea in vitro en estas PCM avanzado (libres de trata-
miento y sin MTsO), independiente de que la diferen-
ciacion se hiciera a partir de precursores mielomono-
citicos de MO o de monocitos CD14+ de SP en compa-
racion con las VS que presentaron una nula o minima
formacion espontdnea de osteoclastos. Los cultivos de
las PCM tampoco respondieron in vitroa los factores os-
teoclastogénicos conocidos (vitamina D3, RANKL y M-
CSF). Mas aun, los medios condicionados de los cultivos
de células mononucleares, no estimuladas, de MO de es-
tas PCM avanzado fueron capaces de inducir la dife-
renciacion osteoclastica de monocitos de SP de las VS a
valores de % de osteoclasto semejantes al inducido con
M-CSF + RANKL (11). Mas atn, se evalu6é un incremento
significativo de RANKL soluble y Dkk-1 (inhibidor de la
osteogénesis e indirecto activador de la osteoclastogénesis
por favorecer el pool de osteoblastos productores de
RANKL) en SP de estas PCM; incremento significativo
de ICAMs (activador de osteoclastos y factor que favorece
la proliferacion, migracion y MTsO de la CEpTM) y dis-
minucion significativa de IL-10 (factor anti-osteoclasto-
génico e inhibidor de algunos tumores) ambos en SP de
estas PCM en comparacion con las VS e incremento sig-
nificativo de GM-CSF (factor que en exceso favorece la
multinucleacion de los preosteoclastos y su actividad) en
los medios condicionados (7 dias) de MSC de las PCM,
asi como un incremento en la expresion,/ MSC de RANKL
de membrana en estas pacientes (11). Todos los factores
antes descriptos favorecen la osteoclastogénesis espon-
tanea encontrada en MO y SP de estas PCM avanzado,
pudiendo ser marcadores pronéstico de futuras MTsO.

Por ultimo, encontramos que las MSC que quedan
como reserva en la MO de las PCM avanzado, sin MTsO,
poseen una disminucion significativa de la capacidad de
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diferenciacion no sélo osteogénica como se detallo
anteriormente sino también adipogénica, a expensa del
linaje condrogénico que esta aumentado respecto a los
valores de las VS. Esta deficiente plasticidad de la MSC de
MO de estas PCM avanzado se relaciona con la
disminucién del % de la poblacién de MSC con fenotipo
CD146+ (marcador de MSC del nicho vascular) asi como
con una disminucion del indice de fluorescencia relativa
de CD146. Otros autores encontraron (12) que la mayor
intensidad de fluorescencia relativa de CD146/ MSC
corresponden a las MSC que presentan triple plasticidad
y mayor autorrenovacion, asi como mayor capacidad de
regular la hematopoyesis en comparacion a las que
expresan menos intensidad de fluorescencia relativa que
corresponden a las MSC unipotenciales de baja eficiencia
de clonado. De este ultimo resultado y de nuestros estu-
dios de anos anteriores se desprende que en estas PCM
avanzado previa aparicion de las MTsO existe un menor
reservorio de MSC con alta autorrenovacion, sobrevida,
migracién y multipotencialidad, pues posiblemente al ini-
cio del desarrollo tumoral hayan migrado las mas efecti-
vas al tumor primitivo como se describié en modelos mu-
rinos y las que quedan en la MO en este momento del
desarrollo tumoral tengan como funcién principal favo-
recer la osteoclastogénesis y resorcion 6sea, procesos
ambos que favorecen el desarrollo de las MTOs.
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Resumen

Las galectinas, una familia de lectinas que reconocen glico-
conjugados especificos en la superficie celular y la matriz, par-
ticipan en diversos procesos bioldgicos como reguladores de la ho-
meostasis de la respuesta inmune y de la progresion tumoral.
Considerando el papel inmunomodulador de Galectina-1 (Gal-
1) en modelos de inflamacién crénicay su contribucion a la cre-
acién de microambientes tolerogénicos, durante los dltimos afios
exploramos el impacto de esta proteina sobre el balance de cé-
lulas Ty la funcionalidad de células dendriticas (CDs). Mientras
las células Th1 y Th17 poseen el repertorio de glicanos necesa-
rios para la unién de Gal-1, los linfocitos Th2 son resistentes a
la unién de esta proteina, lo cual explicaria el incremento en la
susceptibilidad de los linfocitos Thl y Th17 a la apoptosis in-
ducida por Gal-1 y la consecuente desviacién en el balance de
la respuesta inmune hacia un perfil Th2. Ademas, identificamos
un circuito tolerogénico en el que Gal-1 induce la diferenciacién
de CDs tolerogénicas productoras de IL-27, la consecuente ex-
pansién de células T regulatorias productoras de IL-10 y la su-
presion de la inflamacién mediada por células Thly Th17. Pos-
tulamos un nuevo mecanismo de regulacién homeostética de la
respuesta inmune basado en la interaccién entre Gal-1 y sus gli-
canos especificos, el cual permite anticipar nuevos horizontes te-
rapéuticos, en los que la modulacién de la expresion de Gal-1 o
sus glicanos nos permitiria regular la respuesta inmune.

Palabras clave: galectina-1 * células T * células dendriticas *
tolerancia inmunolégica

Summary

Galectins, a family of endogenous glycan-binding proteins able
to recognize specific glycoconjugates on cell surface and extra-
cellular matrix, control critical immunological processes in-
volved in immune homeostasis and tumor progression. Given the
immunosuppressive role of Galectin-1 (Gal-1) in different mod-
els of chronic inflammation and its contribution to the creation
of tolerogenic microenvironments in cancer and pregnancy mod-
els, the impact of this protein on T helper cell balance and den-
dritic cells (DCs) functionality was explored. A novel mechanism,
based on the differential glycosylation of T helper cell subsets,
by which Gal-1 preferentially eliminates antigen-specific Th1 and
Th17 cells, leading to a shift toward a Th2 profile was identified.
While Th1- and Th-17-differentiated cells expressed the reper-
toire of cell surface glycans that are critical for Gal-1-induced
cell death, Th2 cells are protected from Gal-1 through differential
sialylation of cell surface glycoproteins. More recently, the abil-
ity of Gal-1 to trigger the differentiation of tolerogenic dendritic
cells (DCs), which promote resolution of autoimmune inflam-
mation, was demonstrated. A tolerogenic circuit linking Gal-1 sig-
naling, IL-27-producing DCs and IL-10-secreting T cells was
identified. It can be postulated that molecular interactions be-
tween endogenous galectins and specific glycans constitute a
novel mechanism of homeostatic regulation of immune re-
sponses. Understanding the role of protein-glycan interactions
in the establishment of tolerogenic or inflammatory programs will
enable the design of more rational immunotherapeutic strategies
with broad biomedical implications.

Key words: galectin-1* T cells* dendritic cells * immune tol-
erance



Resumo

As galectinas, uma familia de lectinas que reconhecem gli-
coconjugados especificos na superficie celular e a matriz,
participam em diversos processos biolégicos como regula-
dores da homeostase da resposta imune e da progressao tu-
moral. Considerando o papel imunomodulador de Galec-
tina-1 (Gal-1) em modelos de inflamag&o crénica e sua
contribuicdo a criagdo de microambientes tolerogénicos,
durante os ultimos anos exploramos o impacto desta proteina
sobre o balanco de células T e a funcionalidade de células
dendriticas (CDs). Enquanto as células Th1 e Th17 possuem
o0 repertdrio de glicanos necessarios para a uniao de Gal-1,
os linfécitos Th2 séo resistentes a unido desta proteina, o
qual explicaria o incremento na suscetibilidade dos linféci-
tos Thl e Thl7 a apoptose induzida por Gal-1 e o conse-
guinte desvio no balango da resposta imune para um perfil
Th2. Além disso, identificamos um circuito tolerogénico no
qual Gal-1 induz a diferenciagéo de CDs tolerogénicas pro-
dutoras de IL-27, a conseguinte expansao de células T re-
gulatdrias produtoras de IL-10 e a supressdo da inflamag&o
mediada por células Thl e Th17. Postulamos um novo me-
canismo de regulacdo homeostatica da resposta imune ba-
seado na interacdo entre Gal-1 e seus glicanos especificos,
que permite antecipar novos horizontes terapéuticos, nos
quais a modulacdo da expressdo de Gal-1 ou seus glicanos
nos permitiria regular a resposta imune.

Palavras chave: galectina-1 * células T * células dendriticas *
tolerancia imunoldgica

Introduccién

En los ultimos anos, el estudio de la glicosilacion di-
ferencial de proteinas de superficie celular ha cobrado
renovado interés, debido a la posibilidad de descifrar in-
formacion biolégica clave codificada en sacaridos espe-
cificos (1). Una gran variedad de glicanos, producto de
la accién secuencial de un amplio repertorio de enzimas
denominadas glicosiltransferasas y glicosidasas, decora la
superficie de las c€lulas de nuestro organismo (2). La gli-
cosilacion de proteinas de superficie de células del sis-
tema inmune puede modificarse drasticamente en con-
diciones fisiologicas y patoldgicas, regulando de esta
forma procesos criticos de la respuesta inmune, tales
como la activacion de células T, la migracion linfocitaria
y la sintesis de citoquinas (1). Es asi que el repertorio de
glicanos en la superficie celular codifica informacion fi-
siologica clave que regula la homeostasis del sistema in-
mune. La tarea de decodificar dicha informacion recae
sobre un numero limitado de proteinas de unién a gli-
canos o lectinas endégenas (1) (3).

Las galectinas constituyen una familia de lectinas
extremadamente conservadas a través de la evolucion
que reconocen y se unen a glicanos con configuracion
[Galp1-4-NAcGlIc] (4). Durante los ultimos anos se ha
involucrado a esta familia en diversos procesos biol6gi-
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cos como reguladores de la homeostasis de la respuesta
inmune (3) y de la progresion tumoral (6). Hasta el mo-
mento se han descripto 15 miembros de esta familia en
diversos tejidos de distintas especies (4). A pesar de la
similitud de secuencia y especificidad de interaccion
con carbohidratos, algunos miembros de la familia de
galectinas se comportan como amplificadores de la res-
puesta inmune, mientras que otros regulan negativa-
mente el desarrollo de procesos inflamatorios (3).

Gal-1: una lectina endégena con propiedades
anti-inflamatorias

Numerosas evidencias asignan a galectina-1 (Gal-1),
un miembro ‘proto-tipo’ de la familia de galectinas,
una funcién critica en la homeostasis de la respuesta in-
mune e inflamatoria (3) (4) (Figura 1). Esta proteina es
capaz de inhibir la proliferacién y expansion clonal de
linfocitos T activados, mediante mecanismos que invo-
lucran bloqueo de la activacion, arresto del ciclo celu-
lar e induccion de apoptosis (3) (4). Gal-1 se halla au-
sente en linfocitos T en reposo; sin embargo comienza
a expresarse durante la activacion de células T contri-
buyendo de este modo a la regulacién negativa de la res-
puesta efectora. Mas aun, se ha demostrado que Gal-1
se expresa en forma incrementada en células T regula-
torias CD4*CD25FoxP3* contribuyendo a su potencial
inmunosupresor (3)(4).

En diferentes modelos experimentales de inflama-
cion crénica y autoinmunidad (incluidos modelos de ar-
tritis reumatoidea, enfermedad inflamatoria intestinal,
uveitis autoinmune y diabetes), la administracion exo-
gena de Gal-1 logré suprimir la inflamaciéon depen-
diente de citoquinas Th1, promoviendo un incremento
en la apoptosis de linfocitos T patogénicos y un desvio
de la respuesta inflamatoria hacia un perfil Th2 (4). Por
otro lado, en un modelo murino de abortos inducidos
por stress, observamos que Gal-1 logré reestablecer la to-
lerancia inmunolégica, disminuyendo las tasas de re-
chazo fetal al incrementar la frecuencia de células T re-
gulatorias y células dendriticas (DCs) tolerogénicas en
la interfase materno-fetal (5).

Se ha observado que Gal-1 se expresa en forma abun-
dante en diversos tipos de tumores tales como prostata,
melanoma, ovario, y mama, y su expresion correlaciona
con la malignidad de dichos tumores y su potencial
metastasico (6). En este contexto, en nuestro laborato-
rio demostramos que Gal-1 juega un papel critico en fe-
némenos inmunosupresores en el microambiente tu-
moral. En el modelo experimental de melanoma B16
en ratones, demostramos previamente que Gal-1, sin-
tetizada y secretada por células de melanoma, inhibe el
desarrollo de una respuesta inmune Thl antitumoral
efectiva favoreciendo la progresion tumoral (7). El blo-
queo de la actividad inmunosupresora de Gal-1 en el mi-
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Localizacion:

Estructura:
Galectina prototipo.

Homodimero compuesto por dos

subunidades de 14.5 kDa

En sitios inmunoprivilegiados:

Retina, testiculo, placenta y tumores.
En diferentes tipos celulares del sistema
inmune:

* Macréfagos activados

Induce apoptosis: O
e Timocitos inmaduros y células
T activadas

El bloque de la expresion génica de Gal-1 en el
microambiente tumoral genera una respuesta
de tipo Th1 previamente reprimible
(Rubinstein et al., Cancer Cell 2004;
Juszczynski et al.,, PNAS 2007)

La glicosilacién diferencial de células Th1,
Th2 y Th17 genera una susceptibilidad
diferencial a Gal (Toscano et al., Nat
Immunol 2007)

e Limfocitos T activados

e Linfocitos B activados

~N

(S . . .
uprime las manifestaciones clinicas en
diferentes modelos experimentales de
inflamacion crénica y autoinmunidad:

e Artritis inducida por colageno

(Rabino et al., J Exp Med (1999).

e Colitis experimental inducida por TNBS
(Santucci et al., Gastroenterol, 2003).

* Hepatitis inducida por ConA

(Santucci et al., Hepatology, 2000)

* Diabetes autoinmune experimental
(Perone et al., J Immunol, 2006)

o Uveitis autoinmune experimental
(Toscano et al., J Immunol, 2006)

* Encefalomielitis autoinmune experimental
(Toscano et al., Nat Immunol, 2007)

o
2,

Cumple un papel critico en la interfase
materno-fetal (Blois et al., Nat Med 2007)

Figura 1. Propiedades inmunomoduladoras de Galectina-1 (Gal-1)

croambiente tumoral condujo a una respuesta mediada
por células CD8 y Th1, lo cual resulté en un rechazo tu-
moral. Este efecto lo confirmamos en linfoma Hodgkin
demostrando el papel de Gal-1 como factor promotor
del escape tumoral a través de un mecanismo depen-
diente del factor de transcripcion AP1 (8). En con-
junto, estos hallazgos sugieren fuertemente que la ex-
presion de Gal-1 por células tumorales constituye un
nuevo mecanismo de escape tumoral.

Teniendo en cuenta el papel de Gal-1 en diferentes
modelos de inflamacién crénica y su contribucién a la
creacion de microambientes tolerégenicos, el estudio
de los posibles mecanismos involucrados en estos efec-
tos resulta de particular interés. Es asi que en el labo-
ratorio exploramos el impacto de Gal-1 sobre el ba-
lance de células T efectoras, y su efecto sobre la
funcionalidad de DCs.

Impacto de la interaccion entre Gal-1 y glicanos
en laregulacion de la fisiologia de células T

Procesos como maduracion timica, activacion, mi-
gracion y apoptosis de linfocitos T constituyen algunos de
los eventos de la fisiologia linfocitaria que son regulados
por interacciones entre proteinasy glicanos (9). Se ha de-
mostrado que Gal-1 interacciona con alta avidez con gli-
coconjugados que contienen residuos poli-LacNAc pre-
sentes en N-y O-glicanos (3) (4). La expresion y actividad
de las glicosiltransferasas involucradas en la sintesis de se-
cuencias de poli-LacNAc determinan la susceptibilidad a
la apoptosis inducida por esta lectina in vivo. Ademas, la
incorporacion de acido sidlico en un enlace o.(2—6) a li-
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gandos poli-LacNAc en N-glicanos, por la enzima ST6Gal
I, inhibe la unién de Gal-1 y reduce la susceptibilidad de
linfocitos T a la accion de esta proteina (3). De este
modo, el enmascaramiento de ligandos especificos en la
superficie celular podria controlar la unién de Gal-1y evi-
tar la induccién de apoptosis de linfocitos T.

En este sentido, en el laboratorio demostramos que
la interaccion entre Gal-1 y sus glicanos especificos
constituye un paso clave en la regulacion homeostatica
selectiva de las respuestas T. Notablemente, observamos
que linfocitos Th1, Th2 y Th17 presentan una suscep-
tibilidad diferencial a la apoptosis inducida por Gal-1.
Al explorar los mecanismos involucrados, encontramos
que, mientras las células Th1 y Th17 poseen el reper-
torio de glicanos necesarios para la unién de Gal-1, los
linfocitos Th2 son resistentes a la unién de esta prote-
ina ya que los residuos LacNAc se hallan decorados
con acido sialico en posiciéon 2,6 merced a la expresion
de la sialiltransferasa ST6Gal 1. In vivo, demostramos
que la administraciéon de Gal-1 inhibe la inflamacién
mediada por células Th1l y Th17 durante la encefalo-
mielitis autoinmune experimental (EAE). En este con-
texto, ratones deficientes en el gen de Gal-1 (Lgals]'/ D)
exhiben un incremento de la severidad de la respuesta
inflamatoria frente al desafio con estimulos antigénicos
en modelos experimentales de autoinmunidad (10).

Papel critico de Gal-1 en la diferenciacion
de células dendriticas tolerogénicas

Las DCs son células presentadoras de antigeno alta-
mente especializadas en reconocer, procesar y presentar



antigenos a células T virgenes. Tradicionalmente se ha
identificado a las DCs como células capaces de promo-
ver la iniciacién y amplificacion de la respuesta inmune
adaptativa. Sin embargo, evidencias recientes indican
que las DCs poseen a su vez la facultad de promover to-
lerancia y silenciar la respuesta inmune favoreciendo la
expansion de células T regulatorias con fenotipo
CD4*CD25Foxp3* (T 4,) 6 FoxP3 productoras de IL-
10 (Trl) (11). Se ha observado que citoquinas produci-
das por el estroma tumoral y mediadores anti-inflama-
torios pueden favorecer la diferenciacion de DCs
capaces de silenciar la respuesta inmune (11). En bus-
queda de posibles mecanismos responsables de la ac-
cion anti-inflamatoria de Gal-1y considerando el papel
critico que cumplen las DCs en las decisiones entre to-
lerancia e inflamacion, en nuestro laboratorio explora-
mos el impacto de Gal-1, tanto exégena como endogena,
sobre la diferenciacion, maduracién, funcionalidad y
capacidad regulatoria de DCs utilizando diferentes mo-
delos experimentales in vitro e in vivo.

DCs derivadas de médula 6sea diferenciadas en pre-
sencia de Gal-1 (DCg,y1) exhibieron un perfil regula-
torio dependiente de la produccién de IL-27 y de la ac-
tivacion del factor de transcripcion STAT3, en
comparaciéon con DCs controles (12). La funcién tole-
rogénica de DCg,; fue confirmada en cultivos alogé-
nicos in vitro'y desafios antigeno-especificos in vivo. La
relevancia fisiopatologica de DCs diferenciadas en pre-
sencia de Gal-1 fue demostrada en modelos experi-
mentales de cancer e inflamacion crénica. DCg,;q de-
mostraron menor capacidad de proteger ratones

IBYME 685

singénicos frente al desafio con melanoma B16, favo-
reciendo la induccién de tolerancia en el microam-
biente tumoral. En un abordaje terapéutico, observa-
mos que la administracion de DCg,; suprimi6 las
manifestaciones clinicas de autoinmunidad e inhibi6 las
respuestas patogénicas Th1y Th17. Nuestros resultados
revelaron la capacidad de Gal-1 de iniciar un circuito to-
lerogénico al interaccionar con glicanos presentes en
DCs inmaduras, y de esta forma generar DCs tolerogé-
nicas productoras de IL-27 que inducen la diferencia-
cion de células Trl productoras de IL-10 (12). Estos ha-
llazgos sugieren un papel jerarquico clave para Gal-1 en
la iniciacion de circuitos inmunosupresores in vivoy en
la generacion de DCs regulatorias con potencial tole-
rogénico en enfermedades inflamatorias y cancer.

Conclusiones y Perspectivas Futuras

En conjunto estos resultados permiten postular un
nuevo mecanismo de regulacion homeostatica de la
respuesta inmune basado en la interacciéon entre Gal-1
y sus glicanos especificos. La glicosilacion diferencial de
los linfocitos Th1, Th2 y Th17 explicaria el incremento
en la susceptibilidad de los linfocitos Thl y Th17 a la
muerte celular inducida por activacion y la consecuente
desviacion en el balance de la respuesta inmune hacia un
perfil Th2, observados en modelos de inflamacion cro-
nica luego del tratamiento con esta lectina (Figura 2).
Ademas, identificamos un circuito tolerogénico en el
que la senalizacion via Gal-1 conduce a la diferenciacion

Tr1 Células T
. y FoxP3 efectoras
Fenotipo Tolerogénico IL-10
CD11¢°CD45RB' e ———)
4pSTAT3 IL-27
4+Gall Th1/Th17

IL=27"*
IL-10M

P Procesos
inflamatorios

P Microambiente
tumoral

err—

Th1

__.'
Th17°“——>

APOPTOSIS

N

Figura 2. Galectinas: Un nuevo paradigma en la respuesta inmune. Accidn selectiva de Gal-1 sobre células dendriticas (DC) y diferentes

poblaciones de células T (Thl, Th17 y Th2).
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de DCs tolerogénicas productoras de IL-27, con la con-
secuente expansion de células T regulatorias produc-
toras de IL-10 y la supresion de la inflamacion mediada
por células Th1y Th17 (Figura 2). A la luz de estos re-
sultados es posible anticipar nuevos horizontes tera-
péuticos en diferentes patologias, tales como procesos
neoplasicos o infecciosos, en los que la inhibicion de la
expresion de Gal-1 o sus glicanos nos permitiria po-
tenciar la respuesta inmune. Por otro lado en procesos
inflamatorios créonicos, enfermedades autoinmunes y en
episodios de rechazo de transplantes, la induccion de
DCs con capacidad tolerogénica por estimulaciéon con
Gal-1 brindaria importantes beneficios terapéuticos ge-
nerando efectos inmunomoduladores selectivos lo cual
constituye EL. MAYOR DESAFIO DE LA INMUNO-
LOGIA DE ESTE NUEVO MILENIO.
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Células NK: una interfase entre la inmunidad
innata y adaptativa con potencial
inmunoterapéutico.

NK cells: an interphase between innate and
adaptive immunity with immunotherapeutic
potential

Células NK: uma interfase entre a imunidade
inata e adaptativa com potencial
imunoterapéutico

Norberto W. Zwirner, Mercedes B. Fuertes,

Carolina |. Domaica, Lucas E. Rossi, Damian E. Avila,
Raul G. Spallanzani, Andrea Ziblat,

Ximena Raffo Iraolagoitia

Resumen

Las células citotéxicas naturales o NK juegan un rol critico
en la inmunovigilancia contra tumores y regulan la res-
puesta inmune a través de la secrecién de citoquinas y la
citotoxicidad. Los receptores NKG2D y NKp46 juegan un
rol central en dichos procesos. No obstante, las células NK
son blanco de mecanismos de escape tumoral tal como la



retencién intracelular de MICA (MHC class | chain-related
protein A) en reticulo endoplasmico de algunos melanomas
humanos. Las células NK también se activan por citoqui-
nas (IL-12 o IFN-a) y receptores de tipo Toll, efecto que
es potenciado por tumores que promueven la microagre-
gacion de NKG2D. Asimismo, el contacto célula tumo-
ral-linfocito T induce la secrecién de IFN-a por células NK
a través de la adquisicion de ligandos de NKG2D y NKp46
de células tumorales por linfocitos T, los que subsecuen-
temente promueven la estimulacion de las células NK a tra-
vés de NKG2D y NKp46. Por consiguiente, células de la in-
munidad adaptativa regulan a las células de la inmunidad
innata, lo que podria tener relevancia en la inmunidad anti-
tumoral. Ademas, determinadas drogas anti-neoplasicas
comprometen la funcién de las células NK, lo que atenta
contra su eficacia terapéutica. En resumen, las células NK
poseen un gran potencial inmunoterapéutico para cuya ex-
plotacién deberemos elucidar los mecanismos celulares y
moleculares que gobiernan el desarrollo de sus funciones
efectoras.

Palabras clave: células NK * receptores * tumores * inter-
feron * inmunoterapia

Summary

Natural killer (NK) cells critically participate in the immune
surveillance against tumors and are pivotal regulators of the
adaptive immune through the secretion of cytokines and the
cytotoxic function. NKG2D and NKp46 are two key receptors
involved in these processes. Howeverr, NK cells are targets
of tumor immune escape mechanisms such as ntracellular
retention of MICA (MHC class | chain-related protein A) in
the endoplasmic reticulum of certain human melanomas. NK
cells also become activated in a cooperative manner by
cytokines (IL-12 or IFN-a) and Toll like receptors, an effect
that is potentiated by tumors that promote engagement of
NKG2D. Moreover, tumor cell-T cell contact induce secretion
of IFN-y by NK cells through acquisition of tumor-derived
NKG2D and NKp46 ligands by T cells, which subsequently
promote NKGZ2D- and NKp46-dependent NK cell stimula-
tion. Therefore, cells from the adaptive immune response reg-
ulate the activity of cells of the innate immune response,
which may have relevance during anti-tumor immunity. Also,
some anti-neoplastic drugs impair an NK cell function, which
reduces their therapeutic efficacy. In summary, NK cells have
a great immunotherapeutic potential but to fully exploit it, the
cellular and molecular mechanisms that govern their effec-
tor function must be elucilated first.

Keywords: NK cells, receptors, tumors, interferon, immu-
notherapy

Resumo

As células citotoxicas naturais ou NK tém um papel critico
na imunovigilancia contra tumores e regulam a resposta
imune através da secrecao de citocinas e a citotoxicidade. Os
receptores NKG2D e NKp46 tém um papel central em tais
processos. Ndo obstante isso, as células NK sdo alvo de
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mecanismos de escape tumoral tal como a retengéo intrace-
lular de MICA (MHC class | chain-related protein A) em reti-
culo endoplasmico de alguns melanomas humanos. As célu-
las NK também séao ativadas por citocinas (IL-12 ou IFN-a)
e receptores de tipo Toll, efeito que é potenciado por tumo-
res que promovem a microagregacdo de NKG2D. Do mesmo
modo, o contato célula tumoral-linfécito T induz a secregdo
de IFN-y por células NK através da aquisicdo de ligandos de
NKG2D e NKp46 de células tumorais por linfdcitos T, os que
imediatamente promovem a estimulagc&o das células NK atra-
vés de NKGZ2D e NKp46. Por conseguinte, células da imu-
nidade adaptativa regulam as células da imunidade inata, o
que poderia ter relevancia na imunidade antitumoral. Além
disso, determinadas drogas antineopldsicas comprometem a
fungdo das células NK, o que atenta contra sua eficacia
terapéutica. Em resumo, as células NK possuem um grande
potencial imunoterapéutico para cuja exploracdo deveremos
elucidar os mecanismos celulares e moleculares que gover-
nam o desenvolvimento de suas fungdes efetoras.

Palavras chave: células NK * receptores * tumores * inter-
feron * imunoterapia

Introduccion
Células NK, receptores y ligandos

Evidencias obtenidas en los ultimos anos han con-
tribuido a una comprension de los eventos celulares
y moleculares que regulan la activacién de las células
citotoxicas naturales o células NK contra células tu-
morales (1) y durante la respuesta inmune contra pa-
tégenos (2). La funcién primordial de las células NK
es la secrecion de citoquinas pro-inflamatorias (IFN-
¥, TNF-a, TNF-§, GM-CSF e IL-10 (3), siendo el IFN-
o critico para la polarizacion de la respuesta inmune
hacia un perfil Tyl (4) (5). Ademas, las células NK es-
timulan la activacion de macréofagos hacia perfiles
clasicos o de tipo 1 (M1) y promueven la maduracion
de las células dendriticas (CDs) a través de un con-
tacto célula-célula (6) (7).

El reconocimiento de las células blanco por las cé-
lulas NK es llevado a cabo por receptores activadores
o inhibidores que regulan sus funciones efectoras
(8)(9). Los receptores inhibidores reconocen molé-
culas de clase I del complejo mayor de histocompati-
bilidad (CMH) y dentro de este grupo se destacan al-
gunos miembros de la familia KIR (killer Ig-like receptors)
en humanos y de la familia Ly49 en ratones. Los re-
ceptores activadores constituyen un grupo heterogé-
neo de moléculas de superficie entre las que se desta-
can la molécula CD16 (receptor para porcion Fc de
inmunoglobulinas de tipo IIIA), el receptor NKG2D
(CD314), el receptor DNAM-1 (CD226), el receptor
2B4 (CD244) y los miembros de la familia de recep-
tores de citotoxicidad natural (natural cytotoxicity re-
ceptors o NCRs), integrada por las moléculas NKp46
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(CD335), NKp44 (CD336) y NKp30 (CD337). Los re-
ceptores NKG2D y NKp46 son criticos para la detec-
cién temprana y eliminaciéon de tumores ya que rato-
nes deficientes en NKG2D (10) o en NKp46 (11)
muestran una mayor susceptibilidad a la generacion de
tumores, y el bloqueo in vivo de NKG2D mediante la
administracién de un anticuerpo monoclonal favo-
rece la iniciacion y crecimiento tumoral (12). En hu-
manos, s€ conoce que existe una mayor incidencia de
tumores de diferentes fenotipos en individuos que
presentan una baja actividad citotoxica natural en cé-
lulas de sangre periférica (13). Este camulo de datos
demuestra que las células NK censan la presencia de
células tumorales a través de NKG2D y NKp46, y de
esta manera protegen al individuo del desarrollo y
progresién tumoral.

La mayoria de los receptores activadores reconocen
ligandos inducibles en células infectadas o tumorales (8,
9). La identidad de los ligandos de los NCRs sobre cé-
lulas tumorales es aun desconocida aunque NKp30 re-
conoce a la molécula B7-H6 (14). Para NKG2D se han
descripto cerca de 10 ligandos (NKG2DLs) diferentes
(15, 16). DNAM-1 reconoce como ligandos al receptor
del virus de la polio (PVR o CD155) y a la molécula nec-
tina-2 (CD112) (17), y participa en la eliminacién de cé-
lulas tumorales (18) (19).

Células NK

. .._,Sv...w \'

Células NK, respuesta anti-tumoral y
mecanismos de escape

El rol critico de las células NK en la inmunidad anti-
tumoral hace que no sea sorprendente que existan me-
canismos de escape tumoral que involucran a ligandos
reconocidos por diversos receptores activadores de
células NK (20-22). En particular, MICA (MHC class 1
chain-related protein A) es un NKG2DL inducido por es-
timulos de estrés genotéxico que se expresa en su-
perficie celular de diversos tumores y que promueve la
activacion de las células NK 'y de linfocitos T CD8 ci-
totoxicos (16). Sin embargo, en nuestro laboratorio
hemos observado que determinados melanomas hu-
manos poseen la particularidad de promover una re-
tenciéon intracelular de la molécula MICA en reticulo
endoplasmico debido a la acumulacién de formas in-
maduras del polipéptido (21). Esta retencién intrace-
lular confiere resistencia a mecanismos efectores de las
células NK y privilegio inmunolégico (Fig. 1) por lo
que constituye un novedoso mecanismo de escape tu-
moral cuya elucidacion permitira disenar estrategias
tendientes a restaurar la expresion de MICA en su-
perficie de células tumorales con el fin de mejorar la
calidad de la respuesta inmune anti-tumoral mediada
por células NK.

2 tr ,
b o f &
“>~_  Apoptosis de

X
\ 4 ) células normales
- - A z |
" _,.y regresion tumara

i

Aparicion de variantes de células normales que
retienen a MICA en el reticulo endoplasmico,
desarrollo de resistencia y escape de la inmunidad
anti-tumoral, pogresion y metastasis.

Figura 1. Mecanismo de escape tumoral en melanomas humanos basado en la retencién intracelular de MICA. La expresion
de MICA se inicia como consecuencia de la transformacién maligna de melanocitos normales. Células de melanoma que ex-
presan MICA en superficie son detectadas por células NK a través de NKG2D, lo que promueve la secrecién de IFN-y, la cito-
toxicidad contra las células tumorales y, si el proceso es eficiente, contribuye con la regresion tumoral (parte superior de la fi-
gura). Células de melanoma que desarrollan el mecanismo de retencion intracelular de MICA en el reticulo endoplédsmico adquieren
la capacidad de prevenir el reconocimiento por células NK a través de NKG2D y consecuentemente, se favorece la aparicién
de variantes tumorales resistentes, lo que favorece el escape tumoral y la progresién (parte inferior de la figura).
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Células NK y activacion por citoquinas y
receptores de tipo Toll (TLRs)

Las células NK también pueden activarse por cito-
quinas tales como IL-2, IL-12, IL-15, IL-18, IL-21 e IFN-
a (coincidentemente, estas citoquinas han mostrado re-
sultados promisorios en protocolos de inmunoterapia
del cancer (23), y a través del reconocimiento de pa-
trones moleculares asociados a patégenos ya que ex-
presan diversos receptores de tipo Toll (TLRs) (24). En
particular, IL-12, IL-15 e IL-18 son secretadas por CDs
durante la respuesta inmune contra patégenos y tu-
mores, lo que establece un didlogo reciproco entre
CDsy células NK (2) (4) (5) (7). Ademas, la activacion de
las células NK se encuentra regulada negativamente
por TGF-f producido por células T regulatorias (25).
En nuestro laboratorio hemos demostrado la existencia
de efectos cooperativos para la secrecion de IFN-o por
células NK desencadenados por agonistas de TLR3 o
TLR7 en presencia de dosis subéptimas de IL-12 o IFN-
a (24). Asimismo, observamos una secrecion de IFN-y
mayor aun por células NK cuando fueron estimuladas
con dichos agonistas e IL-12 en presencia de tumores
que sobre-expresan MICA. Por lo tanto, la activacion de
células NK a través de diferentes tipos de receptores po-
tencia notablemente la secrecion de IFN-y (Fig. 2). Por
ello, las estrategias terapéuticas con agonistas de TLR3
o TLR7 favorecerian no sélo la maduracién de las CDs
y la activacion de la respuesta inmune adaptativa sino
también el desarrollo de funciones efectoras mediadas
por células NK, lo que podria ser mds relevante atin en
pacientes con tumores que expresan NKG2DL.

Células NK y regulacion por linfocitos T CD4

Durante los altimos anos se ha elucidado c6mo es la
intrincada relacién entre los tumores y el huésped du-
rante distintas etapas del crecimiento tumoral (26) y se
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han descubierto un gran nimero de mecanismos que
regulan la respuesta inmune contra tumores y de escape
tumoral (27). Sin embargo, poco es lo que se conoce
acerca de la existencia de posibles mecanismos regula-
torios entre células NKy linfocitos T CD4. En nuestro
laboratorio hemos observamos que el contacto célula tu-
moral-linfocito T promueve el desarrollo, por parte
de estos ultimos, de funciones estimuladoras para cé-
lulas NK, lo que gatilla la secrecién de IFN-y a través de
un mecanismo que involucra la adquisiciéon de molé-
culas de superficie de las células tumorales por parte de
los linfocitos T durante el contacto mutuo (fenémeno
conocido como trogocitosis) (28). Entre las moléculas ad-
quiridas se destacan MICA y ligandos de NKp46, los que
subsecuentemente promueven la estimulacion de las cé-
lulas NK a través de NKG2D y NKp46 y el desarrollo de
funciones efectoras (Fig. 3). Asi, demostramos por pri-
mera vez que células de la inmunidad adaptativa (cé-
lulas T CD4) adquieren propiedades estimulatorias
para células de la inmunidad innata (células NK) me-
diante un fenémeno de trogocitosis que podria tener re-
levancia en la respuesta anti-tumoral y en otras situa-
ciones patolégicas donde se observe alta expresion de
ligandos de NKG2D y NKp46, y reclutamiento de célu-
las T CD4 y NK.

Células NK y terapias anti-tumorales

Aunque la radio-y la quimioterapia son las estrategias
terapéuticas mas efectivas para el tratamiento de las en-
fermedades neoplasicas en seres humanos, no estan exen-
tas de efectos secundarios indeseables. Esto ha movilizado
el desarrollo de nuevas drogas anti-tumorales, muchas de
las cuales han mostrado resultados promisorios. Sin em-
bargo, en muchos casos se desconoce si estos compuestos
ejercen efectos deletéreos sobre células del sistema in-
mune comprometidas en la inmunovigilancia, lo que

Receptores de cnoquinasl
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Figura 2. Efectos cooperativos de receptores de tipo Toll, receptores de citoquinas y receptores activadores (NKGZ2D) sobre la capacidad
de secrecion de IFN-y en células NK. La estimulacion simultanea a través de estas categorias de receptores es un poderoso estimulo para

la secrecién de IFN-y por parte de las células NK.
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MICA NKG2DL

Foco Tumoral

Figura 3. Estimulacion de células NK por linfocitos T activador como consecuencia de la captura (trogocitosis) de MICA y ligandos de NKp46
desde la superficie tumoral. Cuando linfocitos T activados contactan células tumorales, capturan moléculas de la superficie de éstas, ta-
les como MICA y ligandos de NKp46. Estas moléculas, ahora ubicadas en la superficie de los linfocitos T activados, promueven la secre-
cién de IFN-y por parte de las células NK por medio del reconocimiento a través de NKG2D y NKp46.

atentaria contra la efectividad terapéutica de estas drogas.
En los dltimos anos se ha puesto interés en el papel de las
deacetilasas de histonas (HDAGs), ya que existen eviden-
cias que las vinculan con el desarrollo de tumores. Esto ha
movilizado el desarrollo de inhibidores de HDACs
(HDACI) y su empleo como drogas anti-tumorales (29-
31). Aunque algunos HDACi aumentan la expresion de
NKG2DLs haciendo a las células tumorales mads suscep-
tibles a los mecanismos efectores de las células NK in vi-
tro (32), en nuestro laboratorio hemos observado que
comprometen la actividad funcional de las células NK, lo
que podria atentar contra su eficacia terapéutica.

Conclusiones generales

Las células NK, si bien son criticas en la inmunovi-
gilancia contra tumores, no estan exentas de padecer
mecanismos de escape tumoral. Algunos melanomas
humanos promueven una retencién intracelular en el
reticulo endoplasmico de ligandos de NKG2D, lo que
confiere resistencia a mecanismos efectores de las cé-
lulas NK'y privilegio inmunol6gico. Asimismo, las célu-
las NK pueden activarse por citoquinas y a través de
TLRs, efectos que se ven potenciados por estimulos a
través de NKG2D, por lo que estrategias de inmunote-
rapia con agonistas de TLRs podrian favorecer el desa-
rrollo de funciones efectoras de las células NK, sobre
todo en pacientes con tumores que expresan NKG2DL.
Ademas, los linfocitos T CD4, a través de un fenomeno
de trogocitosis de MICA y de ligandos de NKp46, ad-
quieren la capacidad de promover la secrecion de IFN-
vy por células NK luego de haber contactado células tu-
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morales, lo que indica que células de la inmunidad
adaptativa pueden regular la actividad de células de la
inmunidad innata.

Asimismo, el empleo de nuevas drogas para el trata-
miento de enfermedades neopldsicas tales como los
HDACi constituye un arma de doble filo ya que el efecto
anti-tumoral de estas drogas va acompanado de efectos
supresores de la actividad funcional de las células NK,
lo que podria atentar contra su eficacia terapéutica.
Por lo tanto, las células NK poseen un gran potencial in-
munoterapéutico pero para explotar tales capacidades
deberemos profundizar en el estudio de los mecanismos
celulares y moleculares que gobiernan el desarrollo de
sus funciones efectoras.

Referencias bibliograficas

1. Zwirner NW, Croci DO, Domaica Cl, Rabinovich GA.
Overcoming the hurdles of tumor immunity by targeting
regulatory pathways in innate and adaptive immune
cells. Curr Pharm Des 2010; 16: 255-67.

2. Newman KC, Riley EM. Whatever turns you on: acces-
sory-cell-dependent activation of NK cells by pathogens.
Nat Rev Immunol 2007; 7: 279-91.

3. Cooper MA, Fehniger TA, Turner SC, Chen KS, Ghaheri
BA, Ghayur T, et al. Human natural killer cells: a unique
innate immunoregulatory role for the CD56(bright) sub-
set. Blood 2001; 97: 3146-51.

4. Ferlazzo G, Pack M, Thomas D, Paludan C, Schmid D,
Strowig T, et al. Distinct roles of IL-12 and IL-15 in hu-
man natural killer cell activation by dendritic cells from
secondary lymphoid organs. Proc Natl Acad Sci USA
2004; 101: 16606-11.



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

. Martin-Fontecha A, Thomsen LL, Brett S, Gerard C, Lipp

M, Lanzavecchia A, et al. Induced recruitment of NK
cells to lymph nodes provides IFN-gamma for T(H)1
priming. Nat Immunol 2004; 5: 1260-5.

. lkeda H, Old LJ, Schreiber RD. The roles of IFN gamma

in protection against tumor development and cancer im-
munoediting. Cytokine & Growth Factor Rev 2002; 13:
95-109.

. Mailliard RB, et al. (2003) Dendritic cells mediate NK

cell help for Thl and CTL responses: two-signal re-
quirement for the induction of NK cell helper function.
(Translated from eng) J Immunol 171(5): 2366-73 (in
eng).

. Lanier LL. NK cell recognition. Annu Rev Immunol

2005; 23: 225-74.

. Moretta L, Bottino C, Pende D, Castriconi R, Mingari

MC, Moretta A. Surface NK receptors and their ligands
on tumor cells. Semin Immunol 2006; 18: 151-8.
Guerra N, Tan YX, Joncker NT, Choy A, Gallardo F, Xiong
N, et al. NKG2D-deficient mice are defective in tumor
surveillance in models of spontaneous malignancy. Im-
munity 2008; 28: 571-80.

Elboim M, Gazit R, Gur C, Ghadially H, Betser-Cohen G,
Mandelboim O. Tumor immunoediting by NKp46. J
Immunol 2010; 184: 5637-44.

Smyth MJ, Swann J, Cretney E, Zerafa N, Yokoyama
WM, Hayakawa Y. NKG2D function protects the host
from tumor initiation. J Exp Med 2005; 202: 583-8.
Imai K, Matsuyama S, Miyake S, Suga K, Nakachi K.
Natural cytotoxic activity of peripheral-blood lympho-
cytes and cancer incidence: an 11-year follow-up study
of a general population. Lancet 2000; 356: 1795-9.
Brandt CS, Baratin M, Yi EC, Kennedy J, Gao Z, Fox B,
et al. The B7 family member B7-H6 is a tumor cell lig-
and for the activating natural killer cell receptor NKp30
in humans. J Exp Med 2009; 206: 1495-503.

Eagle RA, Trowsdale J. Promiscuity and the single re-
ceptor: NKG2D. Nat Rev Immunol 2007; 7: 737-44.
Zwirner NW, Fuertes MB, Girart MV, Domaica Cl, Rossi
LE. Cytokine-driven regulation of NK cell functions in tu-
mor immunity: role of the MICA-NKG2D system. Cy-
tokine & Growth Factor Rev 2007; 18:159-70.

Pende D, Spaggiari GM, Marcenaro S, Martini S, Rivera
P, Capobianco A, et al. Analysis of the receptor-ligand
interactions in the natural killer-mediated lysis of freshly
isolated myeloid or lymphoblastic leukemias: evidence
for the involvement of the Poliovirus receptor (CD155)
and Nectin-2 (CD112). Blood 2005; 105: 2066-73.
El-Sherbiny YM, Meade JL, Holmes TD, McGonagle D,
Mackie SL, Morgan AW, et al. The requirement for
DNAM-1, NKG2D, and NKp46 in the natural killer cell-
mediated killing of myeloma cells. Cancer Res 2007;
67: 8444-9.

Iguchi-Manaka A, Kai H, Yamashita Y, Shibata K,
Tahara-Hanaoka S, Honda S, et al. Accelerated tumor

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

IBYME 691

growth in mice deficient in DNAM-1 receptor. J Exp Med
2008; 205: 2959-64.

Groh V, Wu J, Yee C, Spies T. Tumour-derived soluble
MIC ligands impair expression of NKG2D and T-cell ac-
tivation. Nature 2002; 419: 734-8.

Fuertes MB, Girart MV, Molinero LL, Domaica Cl, Rossi
LE, Barrio MM, et al. Intracellular retention of the
NKG2D ligand MHC class | chain-related gene A in hu-
man melanomas confers immune privilege and pre-
vents NK cell-mediated cytotoxicity. J Immunol 2008;
180: 4606-14.

Carlsten M, Norell H, Bryceson YT, Poschke |, Sched-
vins K, Ljunggren HG, et al. Primary human tumor cells
expressing CD155 impair tumor targeting by down-reg-
ulating DNAM-1 on NK cells. J Immunol 2009;
183:4921-30.

Terme M, Ullrich E, Delahaye NF, Chaput N, Zitvogel L.
Natural killer cell-directed therapies: moving from un-
expected results to successful strategies. Nat Immunol
2008; 9: 486-94.

Girart MV, Fuertes MB, Domaica Cl, Rossi LE, Zwirner
NW. Engagement of TLR3, TLR7, and NKG2D regulate
IFN-gamma secretion but not NKG2D-mediated cyto-
toxicity by human NK cells stimulated with suboptimal
doses of IL-12. J Immunol 2007; 179: 3472-9.
Ghiringhelli F, Menard C, Terme M, Flament C, Taieb J,
Chaput N, et al. CD4+CD25+ regulatory T cells inhibit
natural killer cell functions in a transforming growth fac-
tor-beta-dependent manner. J Exp Med 2005; 202:
1075-85.

Dunn GP, Bruce AT, lkeda H, Old LJ, Schreiber RD.
Cancer immunoediting: from immunosurveillance to tu-
mor escape. Nat Immunol 2002; 3: 991-8.
Rabinovich GA, Sotomayor E, Gabrilovich D. Immuno-
suppressive Strategies that Are Mediated by Tumor
Cells. Ann Rev Immunol 2007; 25: 267-96.

Domaica Cl, Fuertes MB, Rossi LE, Girart MV, Avila DE,
Rabinovich GA, et al. Tumour-experienced T cells pro-
mote NK cell activity through trogocytosis of NKG2D
and NKp46 ligands. EMBO Rep 2009; 10: 908-15.
Bolden JE, Peart MJ, Johnstone RW. Anticancer activ-
ities of histone deacetylase inhibitors. Nat Rev Drug Dis-
cov 2006; 5: 769-84.

Lane AA, Chabner BA. Histone deacetylase inhibitors in
cancer therapy. J Clin Oncol 2009; 27: 5459-68.
Minucci S, Pelicci PG. Histone deacetylase inhibitors
and the promise of epigenetic (and more) treatments for
cancer. Nat Rev Cancer 2006; 6: 38-51.

Kato N, Tanaka J, Sugita J, Toubai T, Miura Y, Ibata M,
et al. Regulation of the expression of MHC class |-related
chain A, B (MICA, MICB) via chromatin remodeling
and its impact on the susceptibility of leukemic cells to
the cytotoxicity of NKG2D-expressing cells. Leukemia
2007; 21: 2103-8.

Acta Bioquim Clin Latinoam 2011; 45 (4): 599-719



692 Instituto de Biologia y Medicina Experimental

LABORATORIO DE BIOQUIMICA
NEUROENDOCRINA

Desarrollo de estrategias terapéuticas
basadas en esteroides neuroactivos y
neuroesteroides para el tratamiento de
neuropatologias experimentales

Development of therapies based on
neuroactive steroids and neurosteroids for
the treatment of experimental
neuropathologies

Desenvolvimento de estratégias terapéuticas
baseadas em esteroides neuroativos e
neuroesteroides para o tratamento de
neuropatologias experimentais

Alejandro F. De Nicola, Juan Beauquis,
Florencia Coronel, Laura I. Garay, Maria Claudia
Gonzalez Deniselle, Susana L. Gonzalez,
Florencia Labombarda, Luciana Pietranera,
Flavia E. Saravia; Maria Meyer, Gisella Gargiulo,
Elvira Brocca, Lydia van Overveld, Analia Lima,
Paulina Roig

Resumen

Los esteroides activos en el sistema nervioso (“neuroactivos”)
ejercen actividades neuroprotectoras o neurotéxicas, de-
pendiendo de su estructura quimica, de las concentraciones
circulantes o tisulares, del tipo de receptores intervinientes
y de los mecanismos de sefalizacién intracelular empleados.
Estas propiedades han sido estudiadas en modelos anima-
les de neuropatologias humanas. Bajo condiciones experi-
mentales que remedan el traumatismo de la médula espinal,
dolor neuropatico, esclerosis multiple y esclerosis lateral
amiotréfica, el tratamiento con progesterona produjo bene-
ficios terapéuticos relacionados con la neuroproteccioén, re-
mielinizacion e inhibicion de la neuroinflamacién. Por otra
parte, estudios realizados en animales hipertensos demues-
tran una pronunciada encefalopatia en cuya etiopatogenia in-
terviene la hiperfuncién del sistema mineralocorticoide, ya
que similares anormalidades neuroquimicas aparecen en ani-
males normales tratados con mineralocorticoides. Por con-
siguiente, la neurotoxicidad podria ser consecuencia de la hi-
peractividad del sistema mineralocorticoide. La encefalopatia
de la hipertensioén es similar a la de la diabetes mellitus y a
la del cerebro afioso. En los tres casos, los estrégenos acttan
como agentes neuroprotectores, promoviendo la neurogéne-
sis hipocampal, la expresion de factores neurotréficos y dis-
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minuyendo la astrogliosis, confirmandose la plasticidad del
sistema nervioso al estimulo estrogénico. Por consiguiente,
el empleo de esteroides neuroactivos en modelos animales
hace factible la transferencia a corto plazo de los resultados
experimentales a la clinica humana.

Palabras clave: diabetes mellitus * dolor neuropatico * ence-
falopatia hipertensiva * esclerosis lateral amiotréfica * escle-
rosis multiple * esteroides neuroactivos * neuroesteroides *
trauma de médula espinal

Summary

Steroids showing activity on the nervous system are known
as “neuroactive steroids”. They exert neuroprotective or neu-
rotoxic activities, depending on their chemical structure, cir-
culating or tissue concentrations, binding to different recep-
tors and the mechanisms of intracellular signalling employed.
In order to elucidate these properties, work was performed on
animal models of human neuropathologies, including spinal
cord injury, neuropathic pain, multiple sclerosis, and amy-
otrophic lateral sclerosis. In these models, treatment with
progesterone has shown great therapeutic effectiveness. In an-
other set of studies, it was shown that hypertensive animals
bear a pronounced encephalopathy, possibly caused by an
overdrive of the mineralocorticoid system. It has been sug-
gested that overdrive of the mineralocorticoid system plays
a neurotoxic role, based on the development of similar
brain abnormalities following mineralocorticoid treatment of
otherwise normal animals. Hypertensive encephalopathy is
similar to that developed by diabetes mellitus and aging an-
imals. In the three cases, estrogen treatment provided strong
neuroprotection, as shown by enhanced hippocampal neu-
rogenesis, increased neurotrophic factor expression and de-
creased astrogliosis. Thus, the use of estrogens supports the
regenerative capacity and plasticity of the nervous system.
Therefore, animal models become useful tools to transfer ex-
perimental data to the human patient in the short-term.

Key words: diabetes mellitus * neuropathic pain * hyper-
tensive encephalopathy * amyotrophic lateral sclerosis *
multiple sclerosis * neuroactive steroids * neurosteroids *
spinal cord trauma

Resumo

Os esteroides ativos no sistema nervoso (“neuroativos”)
exercem atividades neuroprotetoras ou neurotdxicas, de-
pendendo de sua estrutura quimica, das concentragdes cir-
culantes ou tissulares, do tipo de receptores intervenientes
e dos mecanismos de sinalizagdo intracelular utilizados.
Estas propriedades tém sido estudadas em modelos animais
de neuropatologias humanas. Sob condigbes experimentais
que remedam o traumatismo da medula espinal, dor neuro-
pética, esclerose multipla e esclerose lateral amiotrdfica, o
tratamento com progesterona produziu beneficios terapéu-
ticos relacionados com a neuroproteg&o, remielinizagéo e ini-
bic&o da neuroinflamag&o. Por outra parte, estudos realiza-
dos em animais hipertensos demonstram uma pronunciada
encefalopatia em cuja etiopatogenia intervém a hiperfungao



do sistema mineralocorticoide, visto que similares anorma-
lidades neuroquimicas aparecem em animais normais tra-
tados com mineralocorticoides. Por conseguinte, a neuroto-
xicidade poderia ser consequéncia da hiperatividade do
sistema mineralocorticoide. A encefalopatia da hipertensdo
é similar a da diabetes mellitus e & do cérebro idoso. Nos trés
casos, os estrogénios atuam como agentes neuroprotetores,
promovendo a neurogénese hipocampal, a expresséo de fa-
tores neurotrdficos e diminuindo a astrogliose, confirmando-
se a plasticidade do sistema nervoso ao estimulo estrogénico.
Por conseguinte, o emprego de esteroides neuroativos em
modelos animais torna fativel a transferéncia em curto prazo
dos resultados experimentais para a clinica humana.

Palavras chave: diabetes mellitus * dor neuropatica * ence-
falopatia hipertensiva * esclerose lateral amiotréfica * escle-
rose multipla * esteroides neuroativos * neuroesteroides *
trauma de medula espinhal

1) La progesterona ejerce efectos
neuroprotectores en diversas enfermedades del
sistema nervioso central y periférico:

Los estudios clasicos consideraron a la progesterona
como una hormona relacionada con la ovulacién, pre-
nezy comportamiento sexual. Sin embargo, ya en 1941
Hans Selye habia demostrado que poseia propiedades
anestésicas, mientras finalmente Baulieu y colaborado-
res (1) describieron que ademas de actuar como un es-
teroide neuroactivo, se producia localmente en el sis-
tema nervioso, acunando el término “neuroesteroide”.
Actualmente, la progesterona es reconocida por sus ac-
ciones mielinizantes y neuroprotectoras luego de la in-
juria del sistema nervioso central, en la neurodegene-
racion, neuroinflamacién y como calmante del dolor
neuropatico. La progesterona ejerce estas propiedades
actuando sobre todas las poblaciones celulares del sis-
tema nervioso central, es decir neuronas, oligodendro-
citos, astrocitos y microglia.. Entre numerosos ejem-
plos, describiremos las acciones de la progesterona en
la lesion de la medula espinal, en un modelo inducido
de esclerosis multiple, en un modelo genético de de-
generacion de motoneuronay en el dolor neuropatico
experimental (2).

Como resultado de una lesion de la médula espinal
producida en la rata, las motoneuronas del asta ventral
degeneran por un proceso denominado cromatolisis,
por el cual la sustancia de Nissl (ribonucleoproteinas)
se agolpa en la membrana plasmatica dandole un as-
pecto atigrado a la neurona.. La cromatdlisis, que es un
proceso reversible al contrario de la apoptosis, cursa
con disminucién de la expresion de moléculas funda-
mentales para el funcionamiento neuronal, incluyendo
factores neurotroficos, enzimas de la neurotransmision
y la bomba de sodio que mantienen el potencial de
membrana. Asimismo, se descontrola la actividad de la

IBYME 693

glia (astrocitos, microglia ) y de los progenitores de oli-
godendrocitos (OPC). La lesion medular produce des-
mielinizacion con disminucion de las proteinas centra-
les de la mielina y de los factores de transcripcion de la
mielina central, mientras que los OPC proliferantes no
se diferencian a oligodendrocitos maduros productores
de mielina. Los astrocitos y microglia reactivos produ-
ced sustancias proinflamatorias y toxicas para las neu-
ronas, acentuando la desmielinizaciéon y neurodegene-
racion.

Es altamente auspicioso comprobar que la adminis-
tracion in vivo de progesterona a ratas por periodos en-
tre 3 a 21 dias revierte las anormalidades debidas a la le-
sion de la médula espinal. Por ejemplo, disminuye la
cromatolisis neuronal, estimula la proliferacion de los
OPC e induce su diferenciacién y maduracion para sin-
tetizar mielina. El tratamiento agudo con progesterona
inhibe la proliferacion de astrocitos y microglia, mien-
tras que su continuacién por 21 dias inhibe la activacion
de estos tipos gliales. En conclusion, la administracion
de progesterona luego del trauma de la medula espinal
inhibe la astrogliosis y microgliosis, ejerce efectos an-
tiinflamatorios por inhibicién de la microglia y de las ci-
toquinas proinflamatorias, favorece la remielinizacion
a partir de la proliferaciéon de OPC y su diferenciacion
a células capaces de generar mielina; y previene la de-
generacion neuronal. Por consiguiente, la progeste-
rona constituye un arma terapéutica importante para las
lesiones de la médula espinal (3) ( 4).

Las acciones anti-inflamatorias € inmunomodulatorias
de la progesterone se han explorado con profundidad en
modelos animales de enfermedades autoinmunes. Estos
estudios se basaron en conocidas observaciones clinicas
en mujeres embarazadas que padecian de esclerosis
multiple (EM). La EM es una enfermedad autoinmune
que ataca la mielina, y en mujeres embarazadas los re-
lapsos de la enfermedad remiten en el 3° trimestre, de-
bido a los altos niveles de esteroides sexuales circulan-
tes. Para explicar este hallazgo clinico, se ha empleado
un modelo experimental denominado encefalomielitis
autoinmune experimental (EAE), por el cual ratones
son inmunizados con un péptido de la mielina llamado
MOG (myelin oligodendrocyte glycoprotein) . Estos ratones de-
sarrollan signos clinicos tales como pérdida de la toni-
cidad de la cola, espasticidad, pardlisis de miembros
posteriores, etc. A nivel neuroquimico, la médula espi-
nal sufre de infiltracion linfocitaria y macrofagica, des-
mielinizacién en focos con disminucion de las proteinas
centrales de la mielina : MBP (proteina basica de la
mielina) y PLP (proteolipido proteina), se desarrolla as-
trogliosis y aparecen lesiones y pérdida de axones ade-
mas de cambios degenerativos de las neuronas. El pre-
tratamiento con progesterona de estos animales
produjo resultados espectaculares, tales como el re-
tardo en la aparicion de la enfermedad y la atenuacion
del grado clinico. A nivel de la médula espinal, la pro-
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gesterona produjo marcado descenso de la desmielini-
zacion, demostrada por la mayor expresion de MBP y
PLP, menor infiltracién macrofagicay de células del sis-
tema inmune, y disminucion de la astrogliosis (5). Asi-
mismo, la progesterona ejerce poderosos efectos an-
tiinflamatorios locales, disminuyendo la expresion de
los ARN mensajeros del factor de necrosis tumoral alfa
(TNFo.), interleuquina 1oy del marcador de microglia
C11b determinados por reaccion de la polimerasa en
tiempo real (6). En la EAE, los efectos de la progeste-
rona incluyen: neuroproteccioén y promielinizacion de
la médula espinal, ademas de suprimir la respuesta in-
mune. Teniendo en cuenta que los efectos de proges-
terona podrian ser sistémicos por supresion del sistema
inmune periférico, se realizaron nuevos estudios em-
pleando un modelo focal de desmielinizacién por in-
yeccion intraespinal de la gliotoxina lisolecitina. Los re-
sultados fueron similares a los obtenidos con el modelo
EAE, lo que sugiere que las acciones de la progesterona
son en parte independientes del sistema inmune sisté-
mico. Los datos resultan importantes por su aplicacion
la clinica. En este sentido, un estudio multicéntrico eu-
ropeo (POPART-MUS) emplea actualmente la proges-
terona, en agregado a estrégenos, para prevenir los re-
lapsos post-parto de mujeres con EM.

En agregado a los ejemplos mencionados anterior-
mente, el rol protector de la progesterona se extiende
también a un modelo de neurodegeneraciéon de moto-
neuronay a humanos que padecen de esclerosis lateral
amiotrofica (ELA). La ELA es una enfermedad cronica
que afecta las motoneuronas espinales y bulbares,
siendo la sobrevida inferior a 5 anos. Existen varios mo-
delos de ELA, uno de ellos es el raton Wobbler, que pre-
senta una mutacion de la proteina de trafico intracelu-
lar Vpsb4. En las motoneuronas espinales, se observa
degeneracion no apoptética, con extensa vacuolizacion
debida al aumento del estrés oxidativo. La expresion de
moléculas tales como el factor neurotrofico derivado del
cerebro (BDNF) se encuentra disminuida en Wobblers
en estadio clinico sintomatico, mientras que la proges-
terona corrige esta deficiencia (7). Estudios posteriores
se desarrollaron en ratones Wobblers genotipificados
wr/wr de 3 estadios: progresivo temprano (1-2 meses),
establecido (5-8 meses) y tardio (12 meses) y controles
NFR/NFR de edades similares. La mitad de cada grupo
recibié progesterona por 3 semanas. Los estudios in-
ciales evaluaron la vacuolizacion de motoneuronas, la
expresion del ARNm para BDNF, y parametros gliales ta-
les como la densidad de astrocitos, la expresion de la en-
zima detoxificante del glutamato -glutamina sintetasa-
y el niumero de oligodendrocitos en los diversos estadios
evolutivos de la enfermedad. El tratamiento con pro-
gesterona de Wobblers disminuy6 la degeneracion va-
cuolar en todos los estadios, elevo la expresion del
BDNF en los estadios establecido y tardio, disminuyo la
astrogliosis y aumento6 la densidad de oligodendrocitos
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maduros y de células que expresaban glutamina sinte-
tasa (8). Funcionalmente, el tratamiento prolongado
con progesterona mejor6 la fuerza muscular y la so-
brevida de los Wobblers. Los resultados han sido extra-
polados en cierta medida a humanos con ELA. Esta en-
fermedad es habitualmente tratada con riluzole, un
farmaco antiglutamatérgico. Dados los datos que de-
mostraban las acciones neuroprotectora de progeste-
rona en el Wobbler, se evalu6 la utilidad de la misma en
pacientes con ELA. El dosaje de esteroides en sangre de-
mostr6é que la sobrevida se asociaba positivamente a
los niveles mas elevados de progesterona, al contrario de
lo que ocurria con el cortisol plasmatico. Asimismo, en
forma preliminar se ha podido demostramos que la te-
rapia combinada con riluzole + progesterona mostr6
una tendencia a prolongar la sobrevida con baja pro-
babilidad de efectos adversos (9).

Las acciones protectoras y antiinflamatorias de la
progesterona no se circunscriben al sistema nervioso
central sino que también abarcan al periférico. La Aso-
ciacion Internacional para el Estudio del Dolor (IASP,
por sus siglas en inglés), define al dolor neuropatico
como aquel dolor causado por una lesion o enferme-
dad del sistema nervioso, ya sea periférico o central. Es
un dolor crénico, severo, y refractario a los tratamien-
tos farmacolégicos disponibles, lo que motiva el di-
seno de nuevas estrategias terapéuticas. Existen mo-
delos experimentales de lesion espinal o de nervios
periféricos, que reproducen las caracteristicas princi-
pales de la condicioén clinica en humanos y permiten
explorar las alteraciones neuroquimicas, celulares y
moleculares del dolor neuropatico. De hecho, mas del
60% de los pacientes con trauma directo o disfuncién
espinal desarrolla dolor neuropatico de dificil trata-
miento. Asimismo, el modelo de compresion del ner-
vio cidtico representa la causa mas frecuente de neu-
ropatia periférica, generalmente debida a injuria fisica
de los nervios, por caidas, accidentes automovilisticos,
actividades deportivas, o hernia discal, que provocan
atrapamiento o compresion de los nervios afectados. Si
bien numerosos mecanismos participan en la génesis y
el mantenimiento del dolor crénico, la activacion sos-
tenida de los sistemas nociceptivos espinales juega un
rol crucial. Existen datos experimentales que describen
las alteraciones temporales que ocurren en la expre-
sion de moléculas clave en el proceso de sensibilizacion
central a nivel espinal, entre ellas el receptor NMDA,
la isoforma gamma de la proteina kinasa C (PKCy), la
dinorfinay el receptor kappa opioide. Se parte de la hi-
potesis que parte de estos mecanismos podrian ser un
blanco de modulacién por esteroides neuroactivos,
abriendo la posibilidad de una nueva perspectiva tera-
péutica. Mas recientemente, se ha demostrado que la
progesterona previene el desarrollo de la conducta
nociceptiva en los modelos experimentales, a la vez que
modula la expresion de las moléculas antes mencio-



nadas. El panorama molecular y celular observado
luego de la administracion de progesterona permitiria
explicar, aunque sea en parte, las acciones analgésicas
del esteroide luego de la injuria. Por consiguiente, se
han conseguido avances en el conocimiento de los me-
canismos involucrados en el desarrollo del dolor neu-
ropatico y en el valor de la administraciéon de proges-
terona como posible modulador del dolor crénico, a
fin de contribuir al disefio de nuevas estrategias tera-
péuticas (10).

Finalmente, es preciso mencionar que los efectos
descritos en los distintos modelos experimentales pue-
den originarse en mecanismos genémicos, a través del
receptor nuclear clasico para progesterona (PR) que ac-
tia como un factor regulador de la transcripcion de ge-
nes blanco. Existen dos isoformas de PR, llamadas PRA
y PRB. Asimismo, existe la posibilidad de efectos no ge-
noémicos, a través de receptores de membrana alterna-
tivos (mPR) de los cuales se han descrito 3 variedades:
a, B yy acoplados a proteina G, y un cuarto receptor de
membrana denominado 25 DX, fuertemente expre-
sado en el asta dorsal de la medula espinal. Para com-
plicar mas el panorama, la progesterona puede redu-
cirse a dos metabolitos, uno con capacidad de union al
RP, la 5-dihidroprogesterona, y otro que actda como
agonista del receptor GABAa, la tetrahidroprogeste-
rona (alopregnanolona). Ambos ejercen acciones neu-
roprotectoras. Como puede apreciarse, son multiples
los mecanismos e intermediarios de la accion de este es-
teroide pleiotropico, la progesterona (2) a nivel de la
médula espinal y nervios periféricos.

El empleo a nivel clinico de la progesterona, ademas
de lo ya detallado para la ELA, se ha realizado en casos
de injuria traumatica del cerebro (TBI, traumatic brain
injury). Los trabajos de Stein y colaboradores (11) mos-
traron que la progesterona mostraba efectos neuro-
protectores en humanos con TBI. Mientras que al prin-
cipio esto se demostré en ensayos clinicos en fase II,
actualmente existen en fase III en los EE.UU., Europa
y Asia.

1) Los estrégenos son reconocidos como agentes
neuroprotectores para las enfermedades del
sistema nervioso asociadas al envejecimiento:
diabetes e hipertension arterial

De manera similar a lo expresado para la progeste-
rona, los trabajos iniciales que senalaban a los estroge-
nos como las hormonas tipicas que regulaban los fe-
némenos reproductivos, fueron seguidos por una
avalancha de evidencias sobre el rol fundamental que
juegan los estrogenos para la neuroproteccion. Desde
tiempos inmemoriales, se asociaron los estrégenos a la
terapia de reemplazo hormonal del climaterio, aun-
que ciertas dudas sembradas al respecto hicieron re-
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troceder su generalizacion (12). Sin embargo, hoy dia
se re-evalia el papel de los estrogenos en sus diversas
formas, ya sean naturales como sintéticos y a los regu-
ladores selectivos del receptor estrogénico (SERM),
como los agentes de eleccion para el tratamiento del ce-
rebro senil y los cambios que aparecen durante el cli-
materio (13). La hipétesis de la proteccion cerebral
por los estrogenos se ha extendido a varias enfermeda-
des neurodegenerativas y sindrome psiquiatricos, entre
ellos el accidente cerebovascular agudo, la isquemia
cerebral, esquizofrenia, enfermedades de Parkinson y
Alzheimer, trastornos cognitivos leves, etc. (14). Sin
embargo, es necesario reconocer que no existe con-
senso generalizado sobre si el tratamiento estrogénico
en humanos esta libre de efectos indeseables y si real-
mente provee efectos beneficiosos para las enfermeda-
des neurolégicas.

Los estrogenos actiian de diversas maneras en el sis-
tema nervioso. Existen dos subtipos de receptores es-
trogénicos clasicos, denominados ERalfa y ERbeta, pro-
ducto de dos genes diferentes, aunque con similitud
aminoacidica en los diferentes dominios. ERa y ERP
muestran una distribucién diferente en el sistema ner-
vioso. Por ejemplo, ERa se expresa mayormente en el
nucleo arcuato y ventromediano del hipotdlamo, mien-
tras que el ERP se concentra en el hipocampo, ntcleos
paraventricular y ventromediano del hipotalamo y en el
area preoptica. Se han descrito receptores de mem-
brana que unen estréogenos, tales como el receptor
unido a proteina G (GCR30) que esta acoplado ala ac-
tivacion rdpida de la proteina quinasa activada por mi-
togenos (MAPK/ERK), el ERX especifico para el 17 a
estradiol, y la interaccién proteina/proteina entre el
ERavy el receptor para el factor de crecimiento insulina-
simil (15). La intervenciéon de uno o varios de estos me-
canismos llevaa al control, a nivel cellular, de la neuro-
génesis, prevencion de la muerte neuronal, aumento de
la supervivencia neuronal y crecimiento de neuritas,
prevencion de la excitotoxicidad glutamatérgica, la es-
timulacion de la sinaptogénesis y a los efectos antioxi-
dantes y anti-inflamatorios (14) (16 ).

Un tema de gran actualidad es el empleo de la neu-
roproteccion estrogénica para las enfermedades neuro-
degenerativas que aparecen durante el envejecimiento,
entra las que se halla la encefalopatia de la hipertension
arterial. La hipertension arterial en el humano es cau-
sante no solamente de accidentes cerebrovaculares, sino
también se asocia a una importante encefalopatia, que
afecta al hipocampo. El hipocampo es una regién cere-
bral importante para la memoria de corta duracion,
aprendizaje y la génesis de nuevas neuronas en el cere-
bro adulto. Un modelo de eleccion es la rata esponta-
neamente hipertensa (SHR) de causa poligénica, cuya
encefalopatia cursa con atrofia cerebral y del hipocampo,
hidrocefalia y pérdida de sustancia blanca (17). Asi-
mismo, las SHR presentan disminucion de la génesis de
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nuevas neuronas en el giro dentado, proliferacion de as-
trocitos y pérdida neuronal en el hilio del giro dentado
del hipocampo. Estos cambios revierten luego del trata-
miento con estradiol administrado in vive (18). Como se
sabe que el cerebro fabrica sus propios “neuroesteroides”
luego del descubrimiento de Baulieu, también investi-
gamos la expresion de aromatasa, enzima responsable de
la sintesis end6gena (local) de estradiol, pensando que
la sintesis de estrogenos endogenos podria estar defec-
tuosa en las ratas SHR. Se sabia que la enzima aromatasa
se expresa en el sistema nervioso particularmente en el
hipocampo, estd involucrada en la regulacién de la plas-
ticidad neuronal, se le reconoce un efecto neuroprotec-
tor y su expresion aumenta en respuesta a la injuria. Lo
que resulté una verdadera sorpresa, fue la observacion
que la expresion del gen de la aromatasa determinada
por reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real,
y la determinacion de la proteina por inmunohistoqui-
mica, estaba aumentada en los animales SHR. Lo inte-
resante fue comprobar que las SHR mostraban un au-
mento posterior de la aromatasa cuando se trataban con
estradiol. Concluimos que los estrégenos exogenos y los
localmente producidos por la aromatasa actuarian en
conjunto ejerciendo efectos neuroprotectores sobre la
encefalopatia hipertensiva, aumentando la génesis de
nuevas neuronas necesarias para incorporar nuevas me-
morias y aprendizajes, y para el correcto funcionamiento
neuroendoécrino del hipocampo (19).

En forma similar a la hipertension arterial, la diabe-
tes mellitus afecta multiples sistemas entre los que se en-
cuentra el sistema nervioso central, siendo el hipocampo
una de las estructuras mas vulnerables. En forma seme-
jante a lo descrito para los mineralocorticoides en ratas
SHR, los glucocorticoides resultaron ser esteroides mo-
duladores negativos (neurotoxicos) para la prolifera-
cion celular en el giro dentado del hipocampo. Esto se
debia a que la corticosterona plasmatica result6 ele-
vada, el ritmo circadiano estaba ausente y la respuesta de
la adrenal a la ACTH in vitro se encontraba aumentada,
convirtiendo a la sobreactivacion del sistema glucocor-
ticoide en un factor responsable de la encefalopatia de
la diabetes mellitus. Esta hipotesis se comprob6 me-
diante la administracion del antagonista del receptor
para glucocorticoides (GR) conocido como RU486 o Mi-
fepristone. Se determino la proliferacion celular en el
giro dentado mediante inmunomarcacién para Ki67y se
encontr6 una disminucién en los animales diabéticos y
una recuperacion por el tratamiento con RU486. La di-
ferenciacion de las nuevas células hacia neuronas se es-
tudi6é por inmunofluorescencia para bromodesoxiuri-
dina y microscopia confocal. En los animales diabéticos
se encontr6 una menor diferenciacion y el RU486 logré
una reversion hacia valores controles, lo cual apoyaba el
papel neurotoxico de los glucocorticoides sobre la neu-
rogénesis hipocampal (20). El sistema, sin embargo, re-
sult6 ser altamente plastico y con capacidad de recupe-
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racion por tratamiento estrogénico. Mediante el trata-
miento con estradiol por un plazo de 10 dias, se rever-
ti6 completamente la reduccién de la proliferacion ce-
lular del raton diabético. Al mismo, tiempo, las neuronas
del hilio del giro dentado volvieron a valores normales,
asi como la densidad de los astrocitos volvi6é a niveles
controles. Fue interesante constatar que la administra-
cion de estrogenos no alter6 el estado hiperglicémico de
los animales ni tampoco la tasa proliferativa neuronal en
los controles. Por consiguiente, comprobamos el valor
de los estrégenos como una herramienta adicional para
el tratamiento de los trastornos cerebrales de la diabetes
mellitus (21). Podemos concluir que la maquinaria ce-
lular puesta en marcha durante la proteccion estrogé-
nica en las enfermedades asociadas al envejecimiento es
intrinsicamente compleja y podria mostrar distintas mo-
dalidades dependientes de la patologia pre-existente. A
nivel celular, sin embargo, son varias las funciones defi-
citarias en el envejecimiento, hipertension arterial y dia-
betes mellitus cuyo denominador comun es la respuesta
positiva a los esteroides neuroactivos con estructura es-
trogénica.
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Resumen

Los contaminantes ambientales, como los disruptores en-
docrinos, podrian provocar profundos cambios en los seres
vivos. Aqui se analizan las alteraciones neuroendocrinas y re-
productivas en mamiferos, incluyendo las descriptas en hu-
manos, causadas por una molécula de origen industrial, el
Bisfenol A.

Palabras clave: xenoestrégenos * Bisfenol A * neuroendo-
crinos* reproduccion

Summary

Exposure to endocrine disruptors may produce profound al-
terations in several species. As an example, the neuroen-
docrine and reproductive alterations due to Bisphenol A in
mammals are summarized here.

Key words: xenoestrogen * Bisphenol A * neuroendocrine *
reproduction

Resumo

Os contaminantes ambientais, como os disruptores endé-
crinos, poderiam provocar profundas alteracdes nos seres vi-
vos. Aqui sdo analisadas as alteracdes neuroenddcrinas e re-
produtivas em mamiferos, incluindo as descritas em
humanos, causadas por uma molécula de origem industrial,
o Bisfenol A.

Palavras chaves: xenoestrogenos * Bisfenol A * neuroendo-
crinos* reproducao
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El conocimiento de las acciones que los contami-
nantes ambientales ejercen sobre los seres vivos es de
importancia vital. Su estudio, en extension y en pro-
fundidad, es critico para la salud animal y vegetal,
para conservar la biodiversidad y esencial para la salud
humana. Aquellos que afectan al sistema hormonal se
los conoce como disruptores endocrinos y se los define
como “agentes exogenos que interfieren con la sin-
tesis, secrecion, transporte, unioén, accion o elimina-
cion de las hormonas naturales que son responsables
de mantener la homeostasis, reproduccion, desarrollo
y/o conducta del individuo” (1) (2). Entre los disrup-
tores endocrinos se hallan los xenoestrégenos, com-
puestos que mimetizan las acciones de los estrogenos
naturales. Los Xenoestrogenos hallados naturalmente
en vegetales como la soja y ciertas legumbres, fitoes-
trégenos, son capaces de interferir con los estrogenos
endogenos. Se les han atribuidos ciertos efectos be-
néficos para la salud humana a los fitoestrégenos, por
ejemplo en ciertos estudios epidemiologicos, dismi-
nucion de la sintomatologia menopausica o disminu-
ci6n de la incidencia de ciertos tumores. Existe un se-
gundo grupo de xenoestrogenos, producto de
actividad industrial humana, al que se le han atribuido
acciones mayormente nocivas. El Bisfenol A (BPA) es
producido en todo el mundo en grandes cantidades
industriales, Es un constituyente de los plasticos poli-
cabonatados y resinas epoxy utilizados en la industria
y en odontologia. Los polimeros se hidrolizan a alta
temperaturay liberan BPA. Cantidades de BPA son in-
geridas por humanos en s6lidos y en el agua de bebida,
ya que cantidades detectables del mismo fueron ha-
lladas en latas de alimentos, contenedores para mi-
croondas, botellas y biberones plasticos, accesorios de
uso médico de policarbonato, selladores dentales, en-
tre otros objetos de uso diario y distribucién universal.
BPA fue encontrado en aguas de rios, lagos y mares.

En humanos, cantidades claramente detectables
de BPA fueron halladas en saliva, sangre, cordén um-
bilical, calostro y leche materna. Se estima que la ex-
posicion diaria de los recién nacidos e infantes de
hasta 6 meses depende del esquemas de alimenta-
cion, siendo menor con alimentacién natural que
con alimentaciéon por férmulas comerciales en bibe-
roén plastico (3 -5)

Los efectos del BPA, como los de otros xenoestro-
genos, son condicionados por la especie, dosis y rutas
de administracion, tiempo de exposicién y en gran
medida por la edad del organismo expuesto, como lo
indican estudios experimentales. Los adultos son en
general mas resistentes a ciertos efectos adversosy en
algunos casos los mismos son reversibles al suspen-
derse la exposicion (6). En cambio la exposicion pe-
rinatal én ttero, o neonatal, al actuar durante el pe-
riodo organizacional, puede provocar efectos
profundos, persistentes e irreversibles en ratas (7-11).
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En general, muchos de los efectos permanentes coin-
ciden con aquellos descriptos para los estréogenos na-
turales cuando actdan durante el desarrollo sobre,
por ejemplo, la diferenciacion sexual encéfalo hipo-
fisaria. Ademads de su actividad estrogénica, al BPA
tiene otros efectos como antagonizar ciertas accio-
nes de los propios estréogenos, andrégenos y hormo-
nas tiroideas, actuar por vias no genoémicas e influir
sobre ciertas enzimas y expresion de algunos recep-
tores (12).

En nuestros estudios, en el Instituto de Biologia y
Medicina Experimental, hallamos que el BPA ac-
tuando luego del nacimiento en la rata hembra, pro-
voca cambios reproductivos e hipotdlamo hipofisa-
rios notorios a medida que el animal madura, tales
como adelanto de la eclosion puberal, alteraciones del
ciclo estral y de la pulsatilidad de la neurona GnRH,
de la secrecion gonadotropica y de la respuesta de
ciertos mensajeros intracelulares del gonadotropo en
respuesta al GnRH (13). Mds aun, en estas hembras
expuesta al BPA al nacer, cuando llegan a la adultez
hallamos en sangre testosterona y estrogenos eleva-
dos, baja progesterona, cambios en la estructura ova-
rica, con multiples quistes, y fertilidad disminuida re-
medando el sindrome de ovario poliquistico,
patologia de alta prevalencia en mujeres en edad re-
productiva (14).

En resumen, el Bisfenol A es un xenostrégeno
abundante en el medio ambiente, producto de la ac-
tividad humana, y cuyas acciones influyen grande-
mente sobre los seres vivos y la salud humana. Su
efecto es mas notorio cuando actia a edades muy tem-
pranas, el periodo organizativo perinatal, y persisten-
tes a edades posteriores.

La importancia de este contaminante llevo a que re-
cientemente varios paises implementaran normas para
restringir su uso y que los productos que contienen
BPA lleven advertencias para los consumidores. De
todas maneras los efectos de esta norma se considera
que seran de utilidad en muchos anos, por el alto
contenido hoy presente de BPA en el hdbitaty su lenta
desaparicion aiun luego del cese de su producciéon. Su
estudio podria ser guia sobre las investigaciones que
imperiosamente debemos desarrollar sobre los conta-
minantes de nuestro ambiente.
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Resumen

El receptor dopaminérgico D2 (RD2) participa en un com-
plejo repertorio de funciones adaptativas para mejorar el
desempefio del individuo, su éxito reproductivo y super-
vivencia. Utilizando estrategias combinadas de ensayos
farmacolégicos, lineas celulares y ratones transgénicos,
nuestro laboratorio demostré la participacién del RD2 no
so6lo en el desarrollo de prolactinomas, sino en el eje del
crecimiento, la ingesta y el metabolismo de glucosa. De-
terminamos que el desarrollo de prolactinomas por au-
sencia de RD2 correlaciona con un aumento de VEGF y
una disminucién de TGFB1 y su receptor TGFB tipo I, po-
sicionando estos factores como posible terapia comple-
mentaria en prolactinomas resistentes a agonistas dopa-
minérgicos. En el eje de crecimiento, postulamos que la
accién de RD2 facilita la liberacion de GHRH, y la au-
sencia del receptor condiciona la poblacién reducida de
somatotropos, y produce enanismo. Respecto a la ingesta,
los resultados indicaron que la ausencia de RD2 modula
varios factores orexigenos y anorexigenos, revelando una
mayor complejidad del sistema. Por Gltimo, demostramos
que la dopamina a través del RD2 pancreatico modula la
liberacién de insulina, esclareciendo en parte por qué el
uso de antisicoticos conlleva a un desarrollo de diabetes
tipo Il. En conjunto nuestros resultados destacan la im-
portancia de este receptor en acciones endocrinas no cla-
sicas y su participacion en forma integral en la fisiologia
del individuo.

Palabras clave: dopamina * prolactina * hormona del creci-
miento * ingesta * glucosa * homeostasis
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Summary

Dopamine D2 receptors (D2R) participate in a complex sys-
tem of adaptive functions to improve performance, repro-
ductive success and survival of individuals.Using combined
strategies with drug, cell lines and transgenic mice, our lab-
oratory demonstrated that D2R take part, not only in the de-
velopment of prolactinomas, but also in the regulation of the
growth axis, food intake and glucose metabolism. It was de-
termined that the development of prolactinomas due to the
lack of D2R correlates with increased VEGF and decreased
TGF B1 and TGF type Il receptor, positioning these factors as
potential targets in complementary therapies for dopamine ag-
onist resistant prolactinomas. With regard to the growth axis,
it was postulated that D2R facilitates the release of GHRH,
and the absence of the receptor determines a decrease in the
somatotroph population and produces dwarfism. Regarding
food intake, it was demonstrated that the absence of D2R
modulates several orexigenic and anorexigenic factors, point-
ing to a complexity of the system. Finally, it was shown that
dopamine modulates insulin release through pancreatic D2R,
partly clarifying why the use of antipsychotics leads to de-
velopment of type Il diabetes. Overall, our results highlight the
importance of this receptor in non-classical endocrine actions
and enable the understanding of the integral physiology of the
D2R in homeostasis.

Key words: dopamine * prolactin * growth hormone * food
intake * glucose * homeostasis

Resumo

O receptor dopaminérgico D2 (RD2) participa num complexo
repertério de fungbes adaptativas para melhorar o desem-
penho do individuo, seu éxito reprodutivo e sobrevivéncia.
Utilizando estratégias combinadas de ensaios farmacoldgicos,
linhas celulares e camundongos transgénicos, nosso labora-
tério demonstrou a participagdo do RD2 n&o sé no desenvol-
vimento de prolactinomas, mas no eixo do crescimento, a in-
gestdo e o metabolismo de glicose. Determinamos que o
desenvolvimento de prolactinomas por auséncia de RD2 cor-
relaciona com um aumento de VEGF e uma diminuigdo de
TGFB1 e seu receptor TGFB tipo 11, posicionando estes fa-
tores como possivel terapia complementar em prolactinomas
resistentes a agonistas dopaminérgicos. No eixo de cresci-
mento, postulamos que a agdo de RDZ2 facilita a liberagdo
de GHRH, e a auséncia do receptor condiciona a popula¢do
reduzida de somatotrofos, e produz nanismo. A respeito da
ingestao, os resultados indicaram que a auséncia de RD2
modula vérios fatores orexigenos e anorexigenos, revelando
uma maior complexidade do sistema. Por ultimo, demons-
tramos que a dopamina através do RD2 pancreatico modula
a liberagéo de insulina, esclarecendo em parte por qué o uso
de antipsicéticos leva a um desenvolvimento de diabetes tipo
II. Em conjunto nossos resultados destacam a importancia
deste receptor em agbes enddcrinas ndo cldssicas, e sua par-
ticipacdo em forma integral na fisiologia do individuo.

Palavras chave: dopamina * prolactina * horménio do cres-
cimento * ingestao * glicose * homeostase
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Alo largo de la evolucion el receptor dopaminérgico
tipo 2 (RD2) ha participado en un complejo repertorio
de funciones adaptativas para mejorar el desempeno del
individuo, su éxito reproductivo y supervivencia. Di-
Versos mecanismos que aumentan la probabilidad de
consumir alimentos nutritivos y aparearse recurrente-
mente usan la estimulacion de este subtipo de receptor.
Los RD2 también son fundamentales en la coordina-
cién motora, la actividad de locomocion, el planea-
miento, la motivacion o aversion y la dominancia social.
La participacion del RD2 en la funcién endocrina re-
fuerza su papel en la reproduccién y supervivencia.

Es bien conocido en la fisiologia endocrina que el
RD2 regula la hormona prolactina, pero su participa-
cion en el control de otras hormonas relacionadas al
crecimiento, ingesta de alimentos o metabolismo de la
glucosa no ha sido extensamente estudiada. En general,
la relevancia del RD2 ha sido demostrada usando agen-
tes farmacologicos con limitada especificidad in vivo, o
en estudios in vitro que no permiten un analisis inte-
grador fisiologico. Nosotros demostramos la participa-
cion de este receptor no solo en el desarrollo de pro-
lactinomas, sino también en el eje del crecimiento, la
ingesta y el metabolismo de glucosa usando en forma
combinada ensayos farmacolégicos y ratones transgeé-
nicos con mutaciéon nula del RD2 en todo el organismo.

La dopamina inhibe la sintesis, secrecion de prolac-
tina y la proliferaciéon de lactotropos hipofisarios ac-
tuando a través del RD2. Nuestros primeros estudios se
relacionaron a la tumorogénesis hipofisaria, sus meca-
nismos de control y las alteraciones producidas durante
este proceso. En particular, los estudios se centralizaron
en los prolactinomas, los tumores hipofisarios mas fre-
cuentes, dentro de los adenomas secretantes. Estos tu-
mores se diferencian del resto de los tumores hipofisa-
rios, pues en su mayoria son tratados exitosamente con
agonistas dopaminérgicos logrando, en general, una ra-
pida reduccién del tamano tumoral con liberacion de
los sintomas de compresion.

Sin embargo, en un 15% de los casos los prolactino-
mas pueden ser resistentes a drogas dopaminérgicas y
es necesario recurrir a la cirugia para su extirpacion. La
hiperprolactinemia producida por los prolactinomas
afecta la reproduccién, por lo que el abordaje tera-
péutico del prolactinoma tiene como objetivo revertir
dichas manifestaciones, como asi también las de tipo
neurolégico y/u oftalmolégico provocadas por la ex-
pansion tumoral.

En pacientes con prolactinomas resistentes a drogas
dopaminérgicas sigue abierta la busqueda de nuevas te-
rapéuticas.

Nosotros abordamos el estudio de prolactinomas re-
sistentes desde varias perspectivas experimentales, ana-
lizando los posibles factores involucrados en el proceso
de desarrollo y funcionalidad del tumor. Utilizamos di-
ferentes modelos experimentales tales como lineas ce-



lulares tumorales, generaciéon de tumores por trata-
mientos farmacolégicos, y modelos de animales trans-
génicos especificos. Por ultimo, para tener una mayor
comprension del proceso patologico se realizaron es-
tudios en tumores hipofisarios humanos.

Los ratones que carecen de la expresion del RD2, ra-
tones Drd27/", desarrollan en forma espontdnea hiper-
prolactinemia seguida de hiperplasia de la hipofisis y fi-
nalmente un adenoma hipofisario. Este modelo
experimental es util para entender en parte lo que su-
cede en tumores hipofisarios resistentes a agentes do-
paminérgicos (1).

Como ocurre para otros tipos de tumores, el creci-
miento de los adenomas hipofisarios requiere de una
adecuada vascularizacion una vez que el tumor sobrepasa
unos pocos milimetros de tamano. El factor de creci-
miento del endotelio vascular, VEGF, es uno de los fac-
tores angiogénicos mas potentes que se conocen. En ra-
tones transgénicos Drd2” /- demostramos que existe un
aumento de la expresion de VEGF en las hipofisis y que
este aumento es regulado por la falta de accion dopami-
nérgica (2). Por otro lado, no se vieron incrementados los
factores angiogénicos PTTG [3] o FGF2 (4) (Fig. 1), lo
que posiciona al sistema VEGF como blanco terapéutico
en los adenomas hipofisarios secretores de prolactina y
resistentes a agentes dopaminérgicos. En concordancia,
tratamientos con terapia anti-VEGF resultaron en una in-
hibicién del crecimiento tumoral y de la sintesis de pro-
lactina en hipofisis Drd2" /- (5). Ademas, los bajos niveles
de FGF2y PTTG encontrados podrian relacionarse al cre-
cimiento lento y la rareza de metdstasis que acompanan
a estos tumores de naturaleza benigna.

Por otro lado, como sucede en el desarrollo de otros
tumores, durante la tumorogénesis hipofisaria se pro-
ducen profundos cambios en la estructura de los com-
ponentes de la matriz extracelular. Sin embargo, los pro-
lactinomas rara vez producen metastasis. Por ello estu-
diamos los componentes de la matriz extracelular. En-
tre ellos, el factor de crecimiento transformante beta 1
(TGFf1), una citoquina que se encuentra implicada en
multiples y potentes acciones locales, procesos biologi-
cos como embriogénesis, desarrollo y homeostasis celular,
proliferacion y modificaciones de la matriz extracelular.
El TGF-B1 y su receptor TGFp tipo II (TBRII) estan ex-
presados en los lactotropos donde se ha descripto que
ejercen un efecto inhibitorio sobre la proliferacion ce-
lular y la secrecion de prolactina. Nosotros demostramos
que la expresion, activacion y acciéon del TGFB1 en hi-
pofisis esta disminuida en los ratones Drd2”/- (6). Estos
resultados apuntan hacia la busqueda de nuevas drogas
para el tratamiento de tumores resistentes a drogas do-
paminérgicas relacionadas con TGFf1 y sus activadores
locales.

Por ultimo, en tumores hipofisarios humanos y en
particular en prolactinomas resistentes al tratamiento
con agonistas dopaminérgicos, determinamos un in-
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Figura 1. Efectos de la disrupcién del RD2 en la hipdfisis anterior.
El aumento de prolactina por la falta del tono inhibitorio correlaciona
con un aumento de VEGF y una disminucién de TGFS1. Otros fac-
tores angiogénicos como el PTTG y el FGF2 estan disminuidos, qui-
zas poniendo un freno a la angiogénesis inducida por VEGF.

cremento de VEGF y su asociacion con marcadores de
vascularizaciéon como el CD31y CD34 (7) (8). Estos ha-
llazgos ponen de relevancia la vascularizacion del tumor
hipofisario también en el humano, en oposicion a tra-
bajos que cuestionaban el aumento de vasculatura en es-
tos adenomas.

El uso de antisicéticos en la clinica ha demostrado
que ademas de la participacion e importancia de la do-
pamina como neurotrasmisor y neuromodulador en la
regulacion del sistema nervioso central los RD2 tienen
funciones a nivel periférico que no son tan claras.

En particular, nosotros demostramos que la dopa-
mina a través del RD2 modula el eje de crecimiento. Los
animales transgénicos Drd2" /- presentaron un eje de
crecimiento alterado, con una baja talla y un menor
peso corporal. Esto se correlacioné con menores nive-
les de hormona de crecimiento secretados por la hipo-
fisis, y menor IGF-I circulante (9) (10). Postulamos que
la dopamina central a través del RD2 impediria la co-
rrecta liberacion de GHRH del hipotdlamo en la ven-
tana temporal del periodo neonatal, y por ende el de-
sarrollo de la poblacion de somatotropos estaria
alterado (Fig. 2). En concordancia, en humanos se ha
observado que la L- DOPA puede acelerar el creci-
miento en ninos con deficiencia de GH, y que una po-
blacién de ninos con polimorfismos en el RD2 pre-
sent6 deficiencias en el eje de crecimiento, con talla
baja idiopatica. Finalmente, en adultos bajo tratamiento
crénico con antisicoticos se demostré una respuesta
anormal de GH durante el sueno. En conjunto todos es-
tos datos apuntan a una participaciéon del RD2 en la re-
gulacion del eje GHRH-GH.

Acta Bioquim Clin Latinoam 2011; 45 (4): 599-719
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Figura 2. La falta de RD2 a nivel hipotalamico produce un descenso
en la expresion de GHRH, y esta falla condiciona una inadecuada ex-
pansion del linaje somatotropo, con menor secrecion de GH, y por
ende de IGF-I circulante. En conjunto estas alteraciones producen
una talla baja en roedores.

La dopamina regula el hambre y la saciedad ac-
tuando a nivel hipotalamico. Sin embargo, los efectos de
la dopamina sobre la ingesta no son claros ya que inte-
ractia con distintos nucleos hipotalamicos y estimula
distintos subtipos de receptores.

En ratones mutantes nulos para el RD2 se observé un
incremento en los gramos de alimento consumido por
g de peso corporal. Sin embargo simultaneamente se
describieron dos eventos anorexigénicos en estos rato-
nes: un aumento en la a-MSH sérica e hipotalamica (la
a-MSH es un potente anorexigeno), y una disminu-
cion del precursor de las orexinas (11). Estos eventos
fueron compensados por el gran aumento de los nive-
les de prolactina que actiian como estimulo orexigénico
(Fig. 3). Se ha descripto que la prolactina estimula la in-
gestay la deposicion de grasa en ratas hembras y que ra-
tones deficientes del receptor de prolactina tienen una
reduccion progresiva en el peso corporal.

De nuestros resultados se destaca la compleja regu-
lacion del sistema de la ingesta, sistema primordial para
la supervivencia. Multiples factores actuarian en la re-
gulacion de la ingesta por el RD2, por un lado estos re-
ceptores tienen acciones orexigénicas estimulando las
orexinas y la o-MSH, y por otro, anorexigénicas inhi-
biendo en forma constante la secrecién de prolactina.

En humanos, la reduccion de los RD2 se asocia con
comportamientos adictivos, pero la evidencia sobre mu-
taciones en el RD2 y obesidad es escasa, aunque en ge-
neral las mutaciones con pérdida de funcion se asocian
a sobrepeso.

Recientemente se describié que existe una estrecha
vinculacion del uso de drogas antisicoticas y el desa-
rrollo de diabetes tipo II. Nosotros demostramos que la
dopamina también actiia a nivel del islote de Langer-
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Figura 3. La disrupcién del RD2 afecta distintos componentes re-
guladores de la ingesta. A nivel central se produce una disminucién
de las orexinas, y un aumento de aMSH. A nivel de la neurohipdfi-
sis se produce un aumento de secrecion de aMSH por parte de los
melanotropos, y en la hipdfisis anterior un aumento de prolactina.
El gran aumento de prolactina podria estar relacionado con el au-
mento de la ingesta del modelo, a pesar del descenso de orexinas y
el incremento de aMSH (anorexigeno).

hans, regulando en forma inhibitoria la secrecion de in-
sulina. Utilizando los modelos animales de mutantes nu-
los, definimos que la ausencia de la accion dopaminér-
gica sobre el islote (dada por ejemplo por el uso de
drogas que antagonizan al RD2, o en forma constitutiva
en los transgénicos), produce una secrecion aumentada
de insulina, lo que crénicamente conduce a un lento de-
terioro y agotamiento de las reservas insulinicas del is-
lote (Figura 4) [12].

L7
T INSULINA

Figura 4. La falta de RD2 en el islote promueve la liberacién de in-
sulina, si esto se mantiene en forma crdnica los islotes se agotan, y
finalmente no descargan insulina en forma adecuada.

Este es un enfoque original, no presentado hasta
ahora en la literatura, que resalta al pancreas como po-
sible blanco no deseado de los tratamientos antisicoti-
cos, y destaca la necesidad de desarrollar nuevos far-
macos mas especificos teniendo en consideracion los
posibles efectos negativos a este nivel.



Nuestros resultados en su conjunto, traen a la luz las
complejas acciones endocrinas de los RD2 a distintos ni-
veles del organismo, el hipotalamo, la hip6fisis y el pan-
creas, destacando que el funcionamiento de estos re-
ceptores en forma organica y coordinada promueve el
éxito reproductivo, el crecimiento, la ingesta y un me-
tabolismo equilibrado.
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Eventos tempranos condicionantes
de enfermedades neurodegenerativas

Early events as conditioning factors
of neurodegenerative diseases

Eventos precoces condicionantes de doengas
neurodegenerativas

Héctor Coirini, Maria Sol Kruse, Mariana Rey, Marina
Roxana Di Pilla, Maria Cristina Vega

Resumen

Estudios clinicos sugieren que las complicaciones obstétri-
cas estan relacionadas con el desarrollo de alteraciones
funcionales en el sistema nervioso central del individuo
adulto. Una hipétesis establecida indica que las enferme-
dades neurodegenerativas estarian asociadas a un proceso
iniciado por un estrés oxidativo temprano, y mediante dis-
tintos modelos experimentales tratamos de identificar cam-
bios que pueden producirse durante la prefiez, o al momento
del nacimiento, relacionados con trastornos conductuales o
cognitivos descriptos en enfermedades neurodegenerativas.
De esta manera mediante una asfixia perinatal global que no
afecta la sobrevida del individuo, hemos descripto alteracio-
nes en las sinapsis de neoestriado e hipocampo, observando
agregacion proteica y ubiquitinacién aumentada asi como
cambios en el contenido de actina, mientras que en retina
describimos alteraciones en la actividad de la oxido nitrico sin-
tasa. Resultados similares fueron reproducidos in vitro usando
cultivos organotipicos, donde las estructuras del cerebro y las
conexiones entre los diferentes nicleos se conservan. En un
tercer modelo donde se induce una diabetes gestacional
(DG) hemos evidenciado alteraciones importantes en las vias
de sefializacion intracelular en cerebro embrionario involu-
cradas en el proceso de muerte celular programada. En este
mismo modelo estamos evaluando los efectos de la DG sobre
la expresion de receptores hepaticos Xy su relacién con la ex-
presion de la enfermedad de Alzheimer.

Palabras clave: estrés oxidativo * cultivos organotipicos * as-
fixia perinatal * dxido nitrico sintasa * enfermedad de
Alzheimer * diabetes gestacional * retina

Summary

Clinical studies suggest that obstetric complications are re-
lated to the development of functional alterations in the cen-
tral nervous system of an adult. An established hypothesis
suggests that neurodegenerative diseases would be associated
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to a process initiated by early oxidative stress. Then, using
different experimental models, early changes that may occur
during pregnancy or at the perinatal period related to be-
havioral or cognitive disorders described in neurodegenera-
tive diseases are identified. Using the model of perinatal as-
phyxia without affecting the survival of the individual,
changes in neostriatum and hippocampus synapses, such as
increased protein aggregation and ubiquitination as well as
changes in the actin content have been described. On the
other hand, in the retina, alterations of nitric oxide synthase
were also observed. Similar results were reproduced in vitro
using organotypic cultures where the brain structures and
connections between different nuclei are preserved. In a third
model, induction of gestational diabetes (GD) has shown sig-
nificant alterations in the intracellular signaling pathways in-
volved in the embryonic brain related to programmed cell
death. In this model, we are currently evaluating the effects
of GD on the levels of liver X receptors and their possible re-
lationship with the expression of Alzheimer disease.

Key words: oxidative stress * organotypic cultures * perina-
tal asfixia * nitric oxide sintasa * Alzheimer disease * gestational
diabetes * retina

Resumo

Estudos clinicos sugerem que as complicagdes obstétricas
estdo relacionadas com o desenvolvimento de alteragbes
funcionais no sistema nervoso central do individuo adulto.
Una hipdtese estabelecida indica que as doengas neurode-
generativas estariam associadas a um processo iniciado por
um estresse oxidativo precoce, e através de diferentes mo-
delos experimentais procuramos identificar alteragbes que
podem ser produzidas durante a prenhez, ou no momento do
nascimento, relacionados com transtornos de conduta ou
cognitivos descritos em doengas neurodegenerativas. Deste
modo, mediante uma asfixia perinatal global que néo afeta
a sobrevida do individuo, temos descrito alteragbes nas si-
napses de neoestriado e hipocampo observando agregacao
proteica e ubiquitinagdo aumentada bem como alteragdes no
contetdo de actina, ao passo que em retina descrevemos al-
teracbes na atividade da éxido nitrico sintase. Resultados si-
milares foram reproduzidos in vitro usando culturas organo-
tipicas, onde as estruturas do cérebro e as conexoes entre 0s
diferentes nucleos se conservam. Num terceiro modelo onde
se induz uma diabetes gestacional (DG) temos evidenciado
alteragbes importantes nas vias de sinalizagdo intracelular em
cérebro embrionario envolvidas no processo de morte celu-
lar programada. Neste mesmo modelo estamos avaliando os
efeitos da DG sobre a expressdo de receptores hepaticos X
e sua relacdo com a expressdo da doenga de Alzheimer.

Palavras chave: estresse oxidativo * culturas organotipicas *
asfixia perinatal * 6xido nitrico sintase * doenca de Alzhei-
mer * diabetes gestacional * retina

Un gran namero de estudios clinicos sugieren que
las complicaciones obstétricas estarian relacionadas
con el desarrollo de alteraciones funcionales en el sis-
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tema nervioso central (SNC) del individuo adulto. Pro-
cesos neurodegenerativos, tales como la espasticidad ce-
rebro-espinal, una retinopatia proliferativa isquémica
(RPI), el desencadenamiento de la esquizofrenia y hasta
el riesgo de desarrollar la enfermedad de Alzheimer, tie-
nen su origen en edad temprana, no solo en la expre-
sion precoz de la disfuncién sino por la presencia de un
precondicionamiento del individuo a otros factores de-
sencadenantes. Ciertas complicaciones que ocurren du-
rante el desarrollo fetal o incluso en la etapa posnatal
temprana, como una injuria cerebral, procesos infla-
matorios o el desarrollo a una resistencia a insulina, ade-
mas de alteraciones cromosomicas o genéticas, pueden
generar una expresion clinica particular, la cual en
principio no es deletérea pero que a largo plazo, se con-
vierte en un importante factor de riesgo. La hipotesis
general es que las enfermedades neurodegenerativas,
estarian asociadas a un proceso iniciado por un estrés
oxidativo temprano. El dano producido en el sistema
nervioso central durante el periodo perinatal, afectaria
principalmente el desarrollo neuronal y glial condu-
ciendo a anormalidades en la respuesta celular o grupo
de células involucradas, a corto, mediano y largo plazo.
La evaluacion de las alteraciones y su comparacion en-
tre sistemas similares, permitird entonces establecer pa-
rametros para la deteccion temprana de anomalias y
plantear el desarrollo de posibles terapias paliativas.

En nuestro laboratorio se utilizan modelos experi-
mentales relacionados, a fin de reproducir complica-
ciones que pueden producirse durante la prenez, o al
momento del nacimiento, evaluando su efecto a largo
plazo sobre cambios que se producen a nivel celular y
bioquimico.

Asfixia perinatal

La asfixia perinatal es considerada como una de las
mas comunes de las complicaciones obstétricas, pro-
duce una injuria hipéxico-isquémica del sistema ner-
vioso central, generalmente asociada con una cascada
de eventos moleculares, que conducen a la muerte ce-
lular por apoptosis o necrosis. Entre los mecanismos
nocivos implicados mds importantes, se encontraria la
liberacion de aminodcidos excitatorios que generan
un aumento del calcio intracelular con liberacion de
oxido nitrico (NO) y la produccion de especies reac-
tivas del oxigeno. En el modelo experimental utilizado
se produce una asfixia global al momento del naci-
miento y luego se evaliian cambios estructurales y ul-
traestructurales, (1) asi como alteraciones en la ex-
presion de la 6xido nitrico sintasa (NOS) en animales
adultos o a edades tempranas, utilizindose también
metodologias fisicas y farmacolégicas, a fin de preve-
nir o revertir la aparicion de las anormalidades pro-
vocadas por la asfixia.



Alteraciones sindpticas en el cerebro

Las sinapsis de neoestriado e hipocampo, presentan
caracteristicas diferentes en cuanto a las densidades
post-sinapticas (DPSs). Las alteraciones en estas es-
tructuras durante un proceso hipéxico-isquémico, aso-
ciadas a la produccién de NO, provocan alteraciones es-
tructurales en las sinapsis que llevan a la muerte
neuronal. Estos cambios asi como el posible dano en las
proteinas especificas que forman parte de estas estruc-
turas, han sido vinculados con agregacion proteica y ubi-
quitinacion sindptica. (2). Una de las posibles proteinas
danadas seria la F-actina, la cual esta altamente con-
centrada en las espinas dendriticas, por lo que cambios
en el contenido de actina podrian estar relacionados
con la patogenia de la hipoxia (3).

Asfixia perinatal y retina

Un alto porcentaje de ninos prematuros con algun
grado de asfixia, desarrollan una RPI como conse-
cuencia de la variacion de los niveles de oxigeno du-
rante el desarrollo de la vasculatura retiniana (4). Es-
tudios realizados en el laboratorio han indicado que
ratas sometidas a una asfixia perinatal en normotermia
presentan RPI. Esta patologia pudo ser evidenciada
por fondo de ojo, en animales adultos y se encontr6
asociada a cambios en la expresion de la isoenzima in-
ducible de la 6xido nitrico sintasa (iNOS) a 21 y 30
dias posteriores a la asfixia (5) con un marcado au-
mento en la inmunorreactividad para iNOS en la epi-
rretina. Asimismo, la actividad de esta enzima deter-
minada a 7, 15, 21, 30 y 60 dias de edad present6 un
aumento con la edad en ratas C con valores maximos
a los 30 dias de edad, mientras que los animales AP
presentaron en cambio una actividad mayor que los
controles a los 21 dias de edad que se mantuvo en to-
das las edades (6).

Diabetes gestacional
Alteraciones en la progenie de madres diabéticas

En este modelo se induce una diabetes experimen-
tal no controlada en animales prenados, que conlleva al-
teraciones endocrino-metabdlicas, un medio interno
alterado para el desarrollo fetal y a un trabajo de parto
complicado con riesgos perinatales. Estudios prelimi-
nares se enfocaron sobre posibles alteraciones en las vias
de senalizacion intracelular en cerebro embrionario
de madres diabéticas, utilizando técnicas de western blot
para evaluar la expresion de p-Akt, Bax y Caspasa-3 a
una edad embrionaria de 19 dias, observandose una dis-
minucion de la p-Akty de la proteina Bax indicando la
existencia de multiples alteraciones en las vias de sena-
lizacion que conducen a un proceso defectuoso de
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muerte celular programada, lo cual podria estar rela-
cionado con la susceptibilidad de la progenie de madres
diabéticas a ciertas patologia (7).

Asociacion con enfermedad de Alzheimer

La progenie de madres con diabetes presenta un au-
mento en el riesgo a desarrollar obesidad y/o diabetes
tipo II a edades tempranas. Estas complicaciones (obe-
sidad y diabetes) han sido vinculadas con un aumento
significativo en el riesgo de desarrollar la enfermedad
de Alzheimer (AD). Tanto en la diabetes tipo II como
en la AD existe una deficiencia en la respuesta a insu-
lina y alteraciones en el metabolismo de colesterol.
Los niveles de insulina y colesterol tienen papeles cri-
ticos en los procesos metabdlicos basicos de los tejidos
periféricos pero ambos actiian también como molécu-
las reguladoras de la funcién neuronal, teniendo una
accion de importancia sobre los procesos de memoria
y en las enfermedades neurodegenerativas. Los re-
ceptores hepaticos X (LXR) recientemente descrip-
tos, se encuentran involucrados en el control del me-
tabolismo energético interviniendo tanto en el
metabolismo lipidico como en el de hidratos de car-
bono y ambos metabolismos estan altamente correla-
cionados con las patologias descriptas anteriormente.
Hemos iniciado estudios de caracterizacion y localiza-
cién de los LXR en el cerebro de animales nacidos de
madres con diabetes experimental a fin de evaluar si es-
tas alteraciones pueden estar asociadas al riesgo de de-
sarrollar AD (8).

Cultivos organotipicos

Con el fin de estudiar en detalle los procesos mole-
culares provocados por una asfixia global, iniciamos
estudios con cultivos organotipicos, para ello se utilizan
cortes de tejido cerebral, los cuales son mantenidos
con vida, durante 21 dias; esto permite evaluar cambios
estructurales una semana después de provocarles una
asfixia-hipoxia in vitro. Asimismo con este modelo po-
demos evaluar la accién de compuestos neuroprotec-
tores a un proceso excitotoxico. Uno de los agentes eva-
luados fue alopregnanolona (Alo) utilizando cultivos
organotipicos de estriado (St) e hipocampo (Hc).
Luego de 1h de hipoxia todos los cultivos presentaron
un aumento de LDH que fue mayor y significativo a las
24h post-hipoxia, provocando un aumento en las neu-
ronas positivas para NADPH en St (38%) pero no en
Hc. Ensayos con microscopia confocal mostraron un au-
mento de la senal de GFAP 24h después de la hipoxia.
El pretratamiento con Alo provocé una disminucion de
la senal de GFAP que fue dosis dependiente (50nM y
5pM) en ambos tejidos siendo significativo en el hipo-
campo [9].
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Otros proyectos

El laboratorio desarrolla proyectos en colaboraciéon
entre los que se destaca la evaluacion de la interaccion
de diversos esteroides sintéticos, analogos de metaboli-
tos reducidos de progesterona, producidos en el De-
partamento de Quimica Organica, FCEyN-UBA [10,
11], los cuales interactian con el receptor para GABA
tipo A. Seguida la caracterizacion del comportamiento
de unioén a los distintos sitios de ese receptor se realizan
estudios sobre las caracteristicas neuroprotectoras de es-
tos, ante los eventos hipoxico-isquémico en cultivos or-
ganotipicos, tejido fresco e in vivo.
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Un analisis integral del concepto de estrés

A comprehensive analysis of the concept of
stress

Uma analise integral do conceito de estresse

Marcelo H. Cassini, Enrique T. Segura

Resumen

El concepto de estrés es utilizado en una gran diversidad de
disciplinas biolégicas, desde la biologia molecular hasta la
ecologia de ecosistemas. Sin embargo, no existe una teoria
universal del estrés y cada disciplina utiliza una definicion
de estrés que resulta funcional al proceso que esta investi-
gando pero que agrega confusion a la posibilidad de definir
el estrés con criterio riguroso. Nuestro objetivo fue realizar
un analisis exhaustivo del uso del concepto de estrés en las
ciencias biolégicas. No pretendimos realizar una revisién
completa de la literatura sino poner énfasis en la diversidad
de procesos en los que el estrés esta involucrado. A partir del
analisis de esa diversidad, surgieron patrones en el uso del
término que permiten ir delimitando una definicién Unica del
estrés. El analisis que realizamos incluyé: (a) comparacion
de definiciones de la literatura; (b) identificacion de siete
componentes que conforman el proceso del estrés: estresor,
contexto del estresor, efecto del estresor, mecanismo de re-
conocimiento del estresor, mecanismo de generacion de
respuesta, respuesta de estrés y consecuencia de la res-
puesta de estrés; (c) analisis de la intensidad y efecto del es-
tresor y del tipo de resultado del estrés; (d) clasificacion del
tipo de consecuencias de la respuesta de estrés en reversi-
bles o irreversibles y de corto, mediano o largo plazo; (e) re-
flexién sobre la especificidad de la respuesta y predictibili-
dad del estresor. Concluimos que conviene restringir la
nocion de estrés al proceso que incluye la interaccién entre



un estresor impredecible (en cierto grado) y un mecanismo
individual de respuesta inespecifica (en cierto grado). Los
efectos predecibles deberian quedar enmarcados dentro del
contexto del estrés, y las respuestas poblacionales y de ni-
veles superiores, dentro de las consecuencias ecoldgicas de
la respuesta de estrés.

Palabras clave: condiciones ambientales adversas * estrés a
nivel celular * fisioldgico y ecolégico * estresor * respuesta
de estrés * consecuencias genéticas del estrés

Summary

The concept of stress is used in a variety of biological dis-
ciplines, from molecular biology to ecosystem ecology. How-
ever, there is no universal theory of stress and each discipline
uses a definition of stress that is functional to the process
being investigated, but adds confusion to the possibility of
defining stress using rigorous criteria. Our objective was to
conduct a thorough analysis of the use of the concept of
stress in the biological sciences. We did not attempt a full
review of the literature but to emphasize the diversity of
processes that stress involved. From the analysis of this di-
versity, patterns emerged in the use of the term that enabled
a delimitation of a single definition of stress. The analysis
performed includes: (a) comparison of definitions from the
literature; (b) identification of seven components that make
up the process of stress: stressor context, stressor, effect of
the stressor, stressor recognition mechanism, a mechanism
for response generation, stress response, and consequence
of the stress response; (c) analysis of the intensity and ef-
fect of the stressor and type of result of stress; (d) classifi-
cation of the type of consequences of the stress response in
reversible or irreversible, and short, medium or long term; (e)
analysis of the specificity of the response and predictability
of the stressor. It can be concluded that it is advisable to re-
strict the notion of stress process to the interaction be-
tween a—to some degree—unpredictable stressor and a
single—to some degree—non-specific response mechanism.
The predictable effects should be framed within the context
of stress, and population responses and higher levels within
the ecological consequences of the stress response.

Key words: noxious environmental conditions * cellular *
physiological and ecological stresses * stressor * genetic con-
sequences of stress

Resumo

O conceito de estresse é utilizado em uma grande diversidad
de disciplinas bioldgicas, da biologia molecular até a ecolo-
gia de ecossistemas. Entretanto, ndo existe uma teoria uni-
versal do estresse e cada disciplina utiliza uma defini¢do de
estresse que resulta funcional ao processo que esta pesqui-
sando mas que agrega confusao a possibilidade de definir o
estresse com critério rigoroso. Nosso objetivo foi realizar uma
anélise exaustiva do uso do conceito de estresse nas cién-
cias biolégicas. Nao pretendemos realizar uma revisdo com-
pleta da literatura mas colocar énfase na diversidade de pro-
cessos nos quais o estresse esta envolvido. A partir da
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analise dessa diversidade, surgiram padrées no uso do termo
que permitem ir delimitando uma defin¢&o tnica do estresse.
A anélise que realizamos incluiu: (a) comparagédo de defini-
¢oes da literatura; (b) identificagdo de sete componentes que
conformam o processo do estresse: estressor, contexto do es-
tressor, efeito do estressor, mecanismo de reconhecimento
do estressor, mecanismo de gerac&o de resposta, resposta de
estresse e consequéncia da resposta de estresse; (c) anélise
da intensidade e efeito do estressor e do tipo de resultado
do estresse; (d) classificagdo do tipo de consequéncias da
resposta de estresse em reversiveis ou irreversiveis e de
curto, médio ou longo prazo ; (e) reflexdo sobre a especifi-
cidade da resposta e preditibilidade do estressor. Concluimos
que convém restringir a nogdo de estresse ao processo que
inclui a interag&o entre um estressor impredizivel (em certo
grau) e um mecanismo individual de resposta inespecifica
(em certo grau). Os efeitos prediziveis deveriam ficar en-
quadrados dentro do contexto do estresse, e as respostas po-
pulacionais e de niveis superiores, dentro das consequéncias
ecoldgicas da resposta de estresse.

Palavras chave: condigbes ambientais adversas * estresse a
nivel celular * fisiologico e ecolégico * estressor * resposta
de estresse * consequéncias genéticas do estresse

La nocion de estrés es utilizada en diversas areas de
la ciencia, desde la fisica a la medicina. Ademas se
aplica a diversas condiciones de la vida cotidiana. En
esta revision nos concentramos en el uso que se le
brinda en el vasto campo de las ciencias biologicas. El
concepto de estrés se aplica a numerosos fenémenos
biologicos. Los especialistas que la usan en un campo de
la biologia frecuentemente no tienen la intencion de ex-
trapolar sus conclusiones acerca del estrés a otros cam-
pos, como si se trataran de fenémenos diferentes. Sin
embargo, la entidad es por naturaleza inter-disciplina-
ria porque relaciona diversos niveles de organizacion
entre siy con el medio ambiente. Tiene el atractivo te-
orico de ligar los mecanismos fisiologicos con los pro-
cesos ecologicos y la evolucion. Los estimulos ambien-
tales adversos disparan procesos a nivel molecular y
celular y la respuesta del organismo al estrés refleja el
rol de las fuerzas ambientales externas en determinar la
distribucion, la abundancia y los procesos evolutivos
de las especies (1-4).

La disciplina “madre” del concepto de estrés es la en-
docrinologia de los vertebrados. El ‘descubridor’ del es-
trés, Hans Selye describié en 1935 las alteraciones fi-
sioloégicas en ratas de laboratorio sometidas a
condiciones de estrés. la reactividad del eje hipotala-
mico-pituitario-adrenal es uno de los primeros y mejor
comprendidos de los mecanismos fisiologicos asociados
al estrés. El concepto de estrés fue rapidamente incor-
porado a la medicina y la psicologia y se volvi6é un con-
cepto popular para describir las alteraciones de salud
provocadas por el frenesi de la vida moderna. La nocion
de estrés también se fue incorporando al léxico de di-
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versas disciplinas cientificas, desde la biologia molecu-
lar a la ecologia. Para evaluar la frecuencia y distribu-
cion del uso de este concepto en las ciencias biologicas
actuales, realizamos una relevamiento de los articulos
publicados en la revista PLoS Biology que contienen el
término stress, desde el primer nimero publicado en el
2003 hasta junio 2011. Se cita la palabra estrés (sin in-
cluir los casos en que el término “stress” se usa con el sig-
nificado de “enfatizar”) en 485 de 2780 articulos, es de-
cir un 17,5%. La distribucién de los porcentajes de
mencion del término es bastante pareja entre las pri-
meras 9 disciplinas (Genética & Gendémica, Biologia ce-
lular, Biologia molecular, Biologia del Desarrollo, Neu-
rociencias, Bioquimica, Microbiologia, Biologia
computacional y Ecologia), con un minimo de 14,9%
de citas con el término en ecologia y un maximo de
27,2% en microbiologia. El resultado de este rapido pa-
neo sobre las publicaciones sugiere que es un concepto
vigente en las ciencias biol6gicas modernas con una dis-
tribucion amplia entre diversas disciplinas.

El objetivo de este trabajo es realizar un analisis ex-
haustivo del uso del concepto de estrés en las ciencias
biologicas. Describimos diferencias y similitudes en el
uso del concepto entre diferentes disciplinas y diferen-
tes autores. Investigamos si es posible generar una de-
finicién universal de estrés. En caso de encontrar dife-
rencias conceptuales insalvables entre diferentes
aproximaciones al estrés, evaluamos la posibilidad de
ser mas cuidadosos en el uso del término, reemplazar su
uso por términos mds precisos o aceptar que el tér-
mino estrés sea utilizado mds como una metafora de
condiciones adversas que un concepto cientifico con
una definicion precisa.

Algunos usos actuales del concepto de estrés

Como ya dijimos, son muchas las disciplinas biol6-
gicas que utilizan el concepto de estrés. En esta seccion
se daran algunos ejemplos de su uso dentro de dos
campos que tienen escalas de trabajo contrapuestas: la
biologia celular y la ecologia. La biologia celular ha te-
nido un enorme desarrollo en las ultimas décadas.
Buena parte de este crecimiento esta asociado a cues-
tiones biomédicas y concomitantemente, al descubri-
miento de los mecanismos celulares involucrados en di-
versas patologias en los humanos. Como veremos, la
nocion de enfermedad o disfuncion esta estrechamente
relacionada al concepto de estrés. En este contexto, el
concepto de estrés se incorpora como el medio am-
biente anémalo que provoca la disfunciéon de algin
mecanismo celular que precede al surgimiento del sin-
toma. Algunos de las condiciones y mecanismos de es-
trés mas estudiados a nivel celular y molecular son: el es-
trés oxidativo, el estrés del reticulo endoplasmatico, el
estrés genotoxico, el estrés osmotico, el estrés mecanico,
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el estrés de la replicacion, las proteinas del estrés, las fi-
bras del estrés y los granulos del estrés. Cada uno de es-
tos términos resumen un area completa de investiga-
ciones con extensas referencias bibliograficas. Aqui s6lo
daremos breves definiciones extraidas de esa literatura
como forma de ilustrar la diversidad de usos del con-
cepto de estrés.

El estrés oxidativo es producido por un exceso de ra-
dicales libres que provocan danos en las proteinas ce-
lulares, en los lipidos de las membranas y en los acidos
nucleicos, y puede llevar eventualmente a la muerte ce-
lular (5). El estrés oxidativo se ha asociado al origen de
diversas enfermedades como la aterosclerosis, la enfer-
medad de Parkinson y la enfermedad de Alzheimer. El
reticulo endoplasmadtico cumple multiples funciones
celulares que pueden ser alteradas por diversas pertur-
baciones externas tales como privaciéon de glucosa, in-
fecciones virales y obesidad (6) (7). El reticulo endo-
plasmatico responde al estrés disparando una respuesta
conservada evolutivamente, conocida con el nombre de
‘respuesta a proteinas desdobladas’, la cual involucra
programas transcripcionales que inducen la expresion
de genes especificos (7). El estrés genotoxico resulta de
la exposicion de las células a ciertos quimicos que im-
pactan sobre el ADN y producen alteraciones del ma-
terial genético (8). Este fenémeno ha sido reconocido
como uno de los factores asociados al desarrollo del can-
cer en humanos (9). Para responder al dano celular
provocado por este tipo de estrés, las células han desa-
rrollado un repertorio de respuestas que involucra mu-
chos factores celulares que forman un extensa red de
transducciéon de senales (9). Las variaciones de osmo-
ralidad del medio ambiente pueden provocar estrés
celular particularmente en bacterias y plantas. Existen
similitudes sorprendentes en la respuesta celular al es-
trés osmotico entre grupos taxonémicos diversos (10).

El estrés mecanico es una fuerza que opera sobre la
superficie celular y que puede ser provocada por una
compresion operando hacia el interior, una traccion o
por cizallamiento (shear) en la superficie de los tejidos
(11). La respuesta al estrés mecanico, como los canales
de iones sensibles al estiramiento, estd presente en bac-
terias, hongos, invertebrados y vertebrados (11). En
humanos, ha sido intensamente investigada en rela-
cioén al impacto del estrés por cizallamiento de la pared
producido por variaciones en la presion sanguinea, las
cuales resultan en enfermedades cardio-vasculares y la
ateroesclerosis (11). Las proteinas del estrés (heat shock
proteins) probablemente sean el mecanismo mas famoso
de defensa contra el estrés celular (12). Son universales
y con diversos roles funcionales, de las cuales la mas es-
tudiada es la de ‘chaperones’ moleculares (13). Los
granulos del estrés son sitios citoplasmaticos dinamicos
y transitorios que contienen agregados de ARNm (14).
Estos granulos son la consecuencia morfologica de la
respuesta de estrés de proteinas involucradas en even-



tos normales de procesamiento del ARNm. Esta res-
puesta de estrés puede ser disparada por shocks de calor,
exposicion a oxidantes, proteinas desdobladas o ARN
de doble cadena (14).

La ecologia es una disciplina muy amplia que analiza
las interacciones con el medio ambiente de varios nive-
les de organizacion, incluyendo individuos, poblaciones,
comunidades y ecosistemas. Existen diversos estresores
ambientales que afectan a los organismos vivos a esos dis-
tintos niveles. La depredacion y las condiciones climati-
cas extremas son ejemplos tipicos. Sin embargo, el uso
del concepto de estrés en ecologia se expandi6 a partir
de los estudios del impacto de las actividades humanas so-
bre el medio ambiente natural (15). La contaminacion,
la degradacion del habitaty el cambio climatico generan
condiciones estresantes para la vida silvestre.

La ecologia de poblaciones investiga la respuesta de
especies individuales a variaciones temporales en las
condiciones del ambiente. La medida mas importante
del efecto del ambiente sobre las poblaciones es la tasa
de crecimiento poblacional y los parametros que la
afectan como las tasas de natalidad, mortalidad y fe-
cundidad (16) (17). El efecto del estrés se mide sobre es-
tas variables. Si bien los mecanismos de estrés operan a
nivel individual, el impacto que tiene sobre una pobla-
cion depende de la proporcién de individuos que tie-
nen capacidad de responder adaptativamente al estrés,
por lo que poblaciones aparentemente viables con fit-
ness positivo bajo condiciones de estrés pueden encon-
trarse en el limite de la extincion (18). La ecologia de
poblaciones vegetales fue una de las primeras ramas de
la ecologia en estudiar el estrés, a punto tal de consi-
derar la ‘resistencia al estrés’ como un propiedad de his-
toria de vida de las especies, junto a caracteristicas tales
como tiempo y duracién de la floracién y la longevidad
del banco de semillas (19). La ecologia de comunidades
estudia la estructura y dindmica de conjuntos de po-
blaciones. Se ha investigado profusamente el efecto
que tiene el estrés sobre dos procesos fundamentales (y
contrapuestos) de las comunidades: la competencia in-
ter-especifica y la facilitacion. Una de las hipotesis en
este campo plantea que la importancia relativa de estos
dos procesos en las comunidades depende de la inten-
sidad de estrés abiotico, siendo las interacciones positi-
vas mas frecuentes cuando la intensidad del estrés es
mads alta (20) (21).

El estrés que opera sobre la organizacién de los eco-
sistemas produce una gran diversidad de efectos, de-
pendiendo de los componentes y procesos que se ven
afectados. Estos efectos perturbadores son mas eviden-
tes cuando son producto del impacto antrépico. Por
ejemplo, la contaminacion biolégica de los lagos pro-
duce una alteracion en las bases de las tramas troficas
acuaticas, aumentando la productividad primaria, in-
duciendo floraciones de algas con las consiguientes al-
teraciones sobre los consumidores; otro ejemplo en la
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direccion opuesta es la explotacion pesquera que nor-
malmente implica la remocion del los peces carnivoros
‘tope’ lo que provoca un efecto en cascada sobre la
trama trofica (22). Un tercer ejemplo es la respuesta de
los microorganismos del suelo a estresores tales como
las sequias o las heladas tiene consecuencias sobre los
nutrientes del suelo que afectan la productividad vege-
tal y los eslabones troficos superiores (3).

Este rapido paneo realizado solamente dentro de dos
areas de la biologia, sirve para ilustrar la diversidad y
complejidad de condiciones en las que se aplica el con-
cepto de estrés. Dada esta situacion, es de esperar que
existan numerosas y variadas definiciones de estrés.

Diversidad de definiciones de estrés

El término estrés ha sido uno de los mas controver-
tidos de los términos biologicos. A continuacién se enu-
mera una serie de definiciones provenientes de distin-
tos campos de la biologia:
® Un estado de tension no especifica en organismos
vivos (23)

¢ Una respuesta no especifica del cuerpo a cualquier
demanda de cambio (24)

¢ Una resultante fisiologica de demandas que exce-
den las capacidades regulatorias del organismo
(25).

¢ Un factor ambiental que causa un cambio poten-
cialmente nocivo en un sistema biolégico (26).

¢ Un factor ambiental, usualmente uno fisico, que
tiene algin efecto sobre el fitness (2).

¢ Una condicién externa que reduce el crecimiento,
la supervivencia y/o la fecundidad de un orga-
nismo (21)

¢ Un contexto en el cual el fitness absoluto del tipo
salvaje es reducido en comparacion con el fitness ab-
soluto en algin otro contexto de referencia (27)

® Un estado fisiologico de un animal en relacién al
estresor experimentado (1).

¢ Unareduccion en la ganancia neta de recursos de
un organismo relativa a su potencial maximo in-
cluso luego de aclimatacion o adaptaciéon a una
condicion ambiental (28)

¢ Unaamenaza cronica que impone costos fisiologi-
cos (4)

¢ Una amenaza, real o implicita, a la homeostasis
(29)

¢ Elestado en el que la homeostasis ha sido perdida
(30)

;Cuéles son los componentes del estrés?

De lo anteriormente expuesto queda claro que el es-
trés es un concepto vigente que se utiliza con frecuencia
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para explicar numerosos fenomenos biolégicos que tie-
nen que ver con el impacto de factores ambientales ad-
versos, pero que no existe una definicion comun que
describa todos esos fenomenos. Con el objeto de orde-
nar la variedad de conceptos invocados en nombre del
estrés y avanzar hacia una teoria unificada para este fe-
noémeno, comenzamos por realizar una ‘diseccion’ del
proceso involucrado en el estrés. Identificamos siete
componentes en el estrés: estresor, contexto del estre-
sor, efecto del estresor, mecanismo de reconocimiento
del estresor, mecanismo de generacion de respuesta,
respuesta de estrés y consecuencia de la respuesta de es-
trés. A continuacion se describe brevemente cada uno
de esos componentes.

Los estresores son los factores del ambiente que afec-
tan negativamente al organismo. Los estresores son va-
riados dependiendo del tipo de organismo conside-
rado. Por ejemplo, la labranza o la remocién completa
de arboles producen alteraciones estructurales del suelo
que son estresores para los micro-organismos del suelo
(4) mientras que la fuerza de las corrientes de agua
puede volverse estresante para un caracol que habita
ambientes l6ticos (31). Frecuentemente se distingue en-
tre el efecto de estresores naturales y aquellos de origen
antropico. Otra forma de clasificacion es la de estreso-
res de corto término (fuego, tormentas, cosechas) y de
largo término o crénicos (sequias, toxinas) (4). Parala
ecologia de sistemas, los primeros tienden a denomi-
narse ‘perturbaciones’. Algunos autores hablan de que
el ambiente puede ser interno (genético o celular) o ex-
terno (ecologico). Ejemplos de estresores internos son
la endogamia, las mutaciones deletéreas y el envejeci-
miento celular (32). Es importante no confundir el es-
tresor con el contexto o ambiente donde opera el es-
tresor.

El contexto del estresor son las condiciones fisicas y psi-
colégicas presentes cuando el estresor aparece (33). El
ambiente social, las condiciones climaticas, la disponi-
bilidad previa de recursos, el grado de control sobre el
estresor, determinan un contexto que influye sobre la
capacidad de respuesta frente al estresor. Mds adelante
se discutira como algunos de los normales denominados
estresores deberian ser considerados parte del contexto
estresante. El contexto del estresor es una de las causas
que determinan que diferentes individuos muestren
distintas intensidades de respuesta frente al mismo
efecto del estresor.

El efecto del estresor es el tipo de impacto negativo que
provoca el estresor sobre el organismo. El efecto directo
del estresor es siempre a nivel de organismos individua-
les, pudiendo afectar al individuo completo, alguno de
sus sistemas o solo alguno tejidos. Puede tener conse-
cuencias sobre poblaciones, comunidades y ecosistemas,
pero el efecto directo es siempre sobre individuos.

El mecanismo de reconocimiento del efecto del estresor
es un proceso fisiolégico o uno molecular (depen-
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diendo el tipo de efecto del estresor) que permite iden-
tificar la ocurrencia y el nivel del efecto del estresor. Es
el segundo de los factores que determina el grado de va-
riacion de respuesta a un estresor, ya que el sistema de
reconocimiento se seleccionaria en funcion del estresor.
Esto determinaria que los mecanismos de reconoci-
miento puedan ser especificos pero, como veremos, la
respuesta es inespecifica.

El mecanismo de generacion de respuesta de estrés es el
rasgo de diseno adaptativo disponible al organismo
para responder al efecto del estresor. En micro-orga-
nismos, existen varios mecanismos que han sido consi-
derados como respuestas de estrés. El entrar en estado
de inactividad (dormancy) es considerado una respuesta
a condiciones estresantes extremas (4). Las bacterias uti-
lizan los mecanismos de transferencia horizontal de
genes como una herramienta genética altamente efi-
ciente para responder a condiciones adversas del medio
ambiente. Su extendida capacidad para generar resis-
tencia anti-biética es una clara demostracion de esta ca-
pacidad (34). En invertebrados, los mecanismos de res-
puesta a los toxicos del ambiente son diversos y resultan
en una disminucién en la captacion (v.g. disminuir per-
meabilidad en poliquetos), un aumento de la depura-
cién (v.g. aumentar excrecion en insectos), una mejo-
ria de los procesos de desintoxicaciéon, o mejorar los
procesos reparacion (vg. una mutaciéon puntual que re-
duce el efecto del toxico), entre otros (revisado por 3).
En vertebrados, el mecanismo mas reconocido de res-
puesta al estrés es el ya mencionado eje hipotilamo-hi-
pofisiario-adrenal. También el sistema nervioso auto-
némico, particularmente la respuesta simpatica de la
médula adrenal y los nervios simpaticos (29). De
acuerdo a la amplitud en la definicion del concepto de
estrés, se puede incluir al sistema inmune (27) y al re-
pertorio de conductas de evitacion (32) como meca-
nismos de estrés.

La respuesta de estrés es lo que produce el meca-
nismo frente al efecto del estrés. A la respuesta de estrés
también se la llama “resistencia al estrés” (stress resis-
tance). La respuesta de estrés en el caso del eje hipota-
lamo-hipofisiario-adrenal de los vertebrados incluye la
movilizacién de glucosa a los musculos, la estimulacion
de la gluconeogénesis hepatica, el incremento del tono
cardiovascular, la estimulacion de la funcién inmune y
la inhibicion de las conductas reproductora y alimen-
taria (35). La respuesta de estrés es, en la mayoria de los
casos, inmediata al efecto del estrés.

La consecuencia de la respuesta de estrés es el efecto
a mediano o largo plazo, reversible o irreversible que
puede tener el estrés en un organismo, poblacion, co-
munidad o ecosistema. Los mecanismos de estrés puede
interaccionar con otros mecanismos fisiol6gicos o con-
ductuales (v.g. eje con respuesta inmune) y ecologicos
(competencia y facilitacion), diversificando sus efec-
tos. Un drea muy investigada de las consecuencias de la



respuesta de estrés es en el comportamiento social de
los vertebrados, por ejemplo en las relaciones de do-
minancia dentro de los grupos sociales (v.g. 36) y en el
valor de las asimetrias fluctuantes para la seleccion se-
xual (vg. 37). Para muchos autores, las consecuencias
del estrés son consideradas respuestas de estrés pero,
como discutiremos mas adelante, la distincion facilita al-
canzar una definicion mas estricta del estrés.

;Puede haber estrés sin que haya respuesta
adaptativa de estrés?

La mayor confusion que se ha generado en la litera-
tura en relacion al estrés radica en la respuesta a esta pre-
gunta. Existe una considerable contradiccion entre la de-
finicién originaria del estrés y muchas definiciones de
estrés utilizadas por los bidlogos en las ultimas décadas.

Para los fisicos que fueron quienes acunaron el tér-
mino, el estrés es una medida de las fuerzas que actian
sobre un cuerpo que puede ser deformado. El material
que compone el cuerpo responde con un cambio de
forma y tiene un limite de tolerancia a las fuerzas que
operan sobre €l. Superado ese umbral, ocurren fallas es-
tructurales. Es decir que para los fisicos, el estrés existe
porque existe la respuesta de estrés. Si se aplica una
fuerza sobre un cuerpo y este se rompe sin oponer re-
sistencia, significa que no hay estrés. Bajo una condicién
estresante, un cuerpo puede responder ‘adaptativa-
mente’ cuando el estimulo es de intensidad intermedia
o puede sufrir un efecto negativo permanente, cuando
esa intensidad supera un umbral.

H. Selye (23) fue el primero en aplicar el concepto
alos seres vivos y lo definié como ‘una respuesta no es-
pecifica del cuerpo a cualquier demanda de cambio’. Es
decir que para el ‘descubridor’ del estrés, es también la
respuesta de estrés. Al igual que para los fisicos, para los
primeros fisiélogos el efecto negativo del estrés solo apa-
rece cuando la respuesta del estrés no alcanza para
compensarlo. En otras palabras, los primeros investi-
gadores del estrés estaban especialmente interesados en
los ultimos dos componentes: mecanismos y respuestas.

Cuando el concepto de estrés se vuelve popular, lo
hace con una connotacién mas negativa. El estrés es
visto como un efecto que implica una disminucion de
funcionalidad del organismo, que puede producir en-
fermedad fisica o psiquica, sin que el individuo tenga
posibilidad de responder adaptativamente al estresor.
Cuando el concepto de estrés es adoptado por la eco-
logia, lo hace influenciado por este concepto negativo
del estrés, mas cercano al concepto de distress de Selye
(23). Lamortalidad se vuelve una medida facil para me-
dir el estrés (2). En otras palabras, se produce un cam-
bio en los componentes del estrés sobre los que se rea-
liza el énfasis, hacia los primeros dos componentes:
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estresor y efecto del estresor, enfatizando los efectos
cuando ya no es efectiva la respuesta de estrés.

En sintesis, a lo largo de la historia del concepto de
estrés, se pasa de un periodo inicial en el que lo mas im-
portante era la respuesta de estrés, al concepto que
puede haber estrés sin que haya una respuesta de estrés.
En los ultimos anos, desde la biologia celular se ha pro-
ducido un reflorecimiento parcial del énfasis sobre los
mecanismos de estrés, ya que esta disciplina hace foco
en los procesos metabolicos y la funcionalidad celular
que provocan los estresores.

;Es el estimulo estresante intermedio entre
lo normal y lo letal? ;Hay efectos positivos
del estrés?

Para muchos investigadores, la existencia de estrés
depende de la intensidad del estimulo negativo. Estos
autores asignan al estrés un efecto intermedio: el esti-
mulo estresante debe encontrarse por debajo de los ran-
gos ‘normales’ de toleranciay por encima de los rangos
‘letales’ (2). Sin embargo, hay otros autores que consi-
deran estresantes a estimulos negativos normales y otros
que hacen lo mismo con estimulos letales.

Es fundamental diferenciar el efecto del estrés sin 'y
con respuesta de estrés. Estrictamente hablando, el
efecto que tiene el estresor debe siempre considerarse
cuando no hay respuesta de estrés. Bajo esta defini-
cion, el efecto del estresor siempre es negativo. Lo que
ocurre es que las respuestas de estrés pueden neutrali-
zar el efecto del estresor y, en algunos casos, puede
mejorar la condicion del organismo. Un ejemplo sen-
cillo es la aparicion de un depredador. Gracias a la res-
puesta de estrés el organismo puede escapar, por lo que
no habria ningtin efecto negativo del estresor sobre la
funcionalidad ni el fitness del organismo (quizas re-
presente un pequeno costo metabdlico). Pero el efecto
del estresor es el dano potencial que produciria el es-
tresor si no hubiera esa respuesta de estrés. De acuerdo
a esto, el efecto directo del estrés es siempre negativo y
hay efectos letales que deben ser considerados estre-
santes.

Cuando un factor ambiental tiene un efecto negativo
dentro de los rangos ‘normales’ de una especie, en-
tonces se dice que no hay estrés. La cuestion es definir
‘normalidad’. En términos estrictos, un efecto normal
seria aquel que no afecta el fitness sin necesidad que
operen mecanismos de estrés. Dentro de este rango de
‘normalidad’ estan las respuestas adaptativas especificas,
es decir adaptaciones que no tienen relaciéon con el es-
trés. Las respuestas adaptativas a estimulos negativos que
no son respuestas de estrés son el producto de evolucion
frente a factores ambientales estables y predecibles.
Este concepto serd analizado en una seccién posterior.
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;Como puede resultar la interaccién entre el
estresor y el organismo?

Como acabamos de analizar, por definicion el estresor
siempre tiene potencialmente un efecto inmediato ne-
gativo. Este efecto puede ser neutralizado por la res-
puesta de estrés o puede expresarse si la respuesta de es-
trés no existe o es débil en relacién a la intensidad del
estimulo. A nivel de los organismos, el estrés pueden te-
ner cinco resultados diferentes, dependiendo de cémo
interactua el efecto del estresor con la respuesta de estrés:
(1) puede ser letal, si el estresor es intenso y no hay res-
puesta de estrés o esta no es suficiente; (2) puede afec-
tar directamente el fitness por efecto sobre la funciona-
lidad (v.g., enfermedad) o la reproducciéon, cuando la
respuesta de estrés no es suficiente para anular un efecto
no letal del estresor; (3) puede afectar indirectamente el
fitness por efecto sobre el balance energético; (4) puede
ser neutro si la respuesta de estrés es efectiva; y (5) puede
ser positivo, si predispone al organismo a responder mas
eficientemente a exposiciones futuras al estresor.

El tercer tipo de efecto, que significa considerar el es-
trés como un ‘costo’ merece una explicacién mas am-
plia. Cuando se define al estrés como una respuesta
‘adaptativa’ o ‘plastica’, en realidad se puede aceptar
que esa respuesta igual conlleva un efecto indirecto so-
bre el fitness. Como los recursos energéticos y de
tiempo son finitos, la asignacién de recursos a la res-
puesta de estrés inevitablemente implica un costo en tér-
minos de asignacion de recursos, por mas que no tenga
un impacto directo sobre la funcionalidad que se refleja
en la salud o en la reproduccion. Si hay efecto indirecto,
puede haber disminucion del fitness, pero no por dis-
minucion de la funcionalidad sino por alteraciéon del
presupuesto energético (26)(29). Seria analogo a la di-
ferencia entre alimentacion y reposo. La alimentacion es
mas costosa que el reposo y ademas frecuentemente es
mas riesgosa. Sin embargo, no se puede decir que la ali-
mentacion afecte la funcionalidad de un organismo. Es
una actividad esencial como es esencial poder respon-
der eficazmente a disminuciones temporales en la cali-
dad del habitat, que seria la definicién ‘adaptativa’.

Las consecuencias reversibles e irreversibles
del estrés

Para un organismo, las consecuencias del estrés pue-
den ser reversibles o irreversibles. Cuando las conse-
cuencias son reversibles, el impacto puede ser de corto
término o de mediano término. En estas definiciones
entra los conceptos clasicos de homeostasis y alostasis
(29). Cuando las consecuencias son reversibles y de
corto término, se puede decir que hay una perturbacion
momentdanea del equilibrio interno del organismo que
se restablece luego de superado el estado de estrés.
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Ejemplo comunes de consecuencias reversibles de corto
término son la huida de un depredador o la respuesta
a una helada nocturna por los micro-organismos del
suelo. Dado que las condiciones ambientales cambian
continuamente en forma tanto predecible como im-
predecible, muchas veces resulta conveniente cambiar
de condicion de equilibrio para ajustarse a una nueva
condicion ambiental. A este mantenimiento de la esta-
bilidad interna a través del cambio se la conoce como
alostasis (29). Cuando estas respuestas reversibles de
cambio de estado estacionario ocurren como respuesta
al efecto de un cambio negativo mds o menos impre-
decible, estamos frente a un tipo de consecuencia de
respuestas de estrés. Un ejemplo para ilustrar una con-
dicion alostdtica ciclica y otra impredecible. Durante el
estado de prenez para una hembra de mamifero, las de-
mandas cambian de forma de pasar a un estado meta-
bdélico diferente que seguramente requerira de un au-
mento de la ingesta de alimento. Si esta hembra
hipotética debe gestar en un invierno inusualmente
crudo, queda sometida a una condicion estresante que
implica un aumento todavia mas elevado de las de-
mandas energéticas. En algunas especies de mamiferos,
condiciones climaticas adversas persistentes durante la
prenez desencadenan una respuesta de estrés extrema
cual es el aborto espontaneo.

Cuando son irreversibles, las consecuencias del estrés
para un organismo pueden ser de mediano o de largo
plazo. Los efectos de mediano plazo son cambios per-
manentes en la vida de un organismo, mientras que los
de largo plazo son cambios genéticos que trascienden al
organismo. Si bien el efecto potencial inmediato del es-
tresor es siempre negativo, las consecuencias a mediano
y largo plazo pueden ser neutras e inclusive positivas o
beneficiosas. Esto se debe a que el organismo o la po-
blacion responde al estresor y esta respuesta puede neu-
tralizar el efecto del estrés o inclusive mejorar el estado
del individuo o poblacién. En otras palabras, es muy im-
portante diferenciar entre el efecto del estresor y el
efecto de las respuestas que provoca el estresor, es decir
las consecuencias de la respuesta de estrés.

Todas las consecuencias descriptas hasta ahora en
esta seccion afectan a organismos individuales. Cuando
el efecto es supra-individual, se habla de consecuencias
ecologicas del estrés. Los estresores pueden afectar a
muchos organismos simultaneamente, lo que trae con-
secuencias en las interacciones dentro y entre pobla-
ciones. Como ya hemos visto, el estrés afecta la dinamica
de las interacciones competitivas intra- e inter-especifi-
cas y las relaciones tréficas dentro de los ecosistemas.

;Es larespuesta de estrés inespecificay es el
estresor impredecible?

La nocién de especificidad del estrés ha ido cam-
biando a lo largo del tiempo. La definicion original in-



cluia esta nocion. Para Selye, el estrés era inespecifico,
en el sentido que la misma respuesta se evoca para una
diversidad de estresores. Esta caracteristica permite
excluir de la definicién de estrés a muchas respuestas
adaptativas que si son especificas. A medida que la de-
finicion de estrés se fue relajando, lo mismo ocurrié
con su especificidad. En las definiciones mas modernas
de estrés, no se hace referencia al grado de especifici-
dad de la respuesta. Implicitamente se incluyen las
respuesta especificas e inclusive se hace innecesaria la
existencia de respuesta para que se considere estrés,
como fue descripto antes.

Si se analiza el concepto de estrés con una mirada
evolutiva, se puede deducir que toda respuesta de es-
trés deberia ser inespecifica, y que el estresor debe ser
impredecible.

Existe una relacién entre especificidad de la res-
puesta y predictibilidad del estresor, determinada por
la manera en que opera la selecciéon natural. La se-
leccién natural tiende a generar rasgos biologicos (di-
senos) que son eficientes bajo las condiciones natura-
les en que estos evolucionan (38). Esta es la nocién
basica de adaptacion. Cuanto mds estables son las con-
diciones ambientales, mas especificos son los disenos
producidos por la selecciéon natural. En otras palabras,
cuando hay un cambio en el ambiente, la seleccion di-
reccional (positiva) tiende a producir un cardcter
adaptativo que luego es mantenido por seleccion esta-
bilizadora (negativa) (39). Cuando un estresor am-
biental se puede predecir, entonces la selecciéon natu-
ral inevitablemente se orientarad a generar respuestas
especificas. Podriamos decir que existe entonces un
rango de adaptaciones especie-especificas que estan
disenadas para responder a cambios negativos pre-
decibles del ambiente. Los ritmos biolégicos proba-
blemente sean el mejor ejemplo. Estas respuestas es-
pecificas han sido tradicionalmente consideradas
fuera de la orbita del estrés, pero las definiciones mas
recientes y relajadas de estrés pueden incluirlas. La
importancia de la predictibilidad del estresor ha sido
enfatizada repetidamente en la literatura (v.g.: 1). Las
condiciones adversas pero predecibles del ambiente,
como las reducciones estacionales en la temperatura
o la oferta de alimento puede afectar negativamente el
balance energético pero no actian en si mismos como
estresores. Este tipo de condiciones pueden ser parte
del componente del estrés: ‘contexto del estresor’ y
por lo tanto puede hacer al organismo mas susceptible
al estrés real, per no pueden ser descriptos como es-
tresantes en si mismos.

Las definiciones modernas mas relajadas del estrés
que no incluyen la existencia obligatoria de una res-
puesta de estrés, tienen el problema que confunden
dos contextos evolutivos diferentes: una situaciéon am-
biental estable en la que existentes estimulos impre-
decibles y una situacién inestable en la que aparecen
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variables negativas nuevas en el ambiente. Ejemplos de
esto serian el ataque de predadores y la contaminacion
de origen antropogénico, respectivamente. En la sec-
ci6én siguiente mostraremos como una definicion de-
masiado amplia de estrés lleva a confusion respecto a
las consecuencias evolutivas del estrés.

;Cuales son las consecuencias evolutivas del
estrés?

Existe un concepto generalizado que establece que
las condiciones estresantes pueden actuar como fuer-
zas evolutivas que fuerzan a las poblaciones a respon-
der adaptativamente (32). En otras palabras, que la dis-
minucion en el fitness provocada por el estrés afecta la
tasa de seleccion. Este concepto esta muy difundido
pero debe ser reflexionado. La validez de esta afirma-
cién depende de la propia definicion de estrés y solo
se cumple cuando se considera estrés a cualquier efecto
negativo de un estresor. Diferente es cuando se consi-
dera que hay estrés s6lo cuando los organismos exhi-
ben una respuesta adaptativa a estimulo impredeci-
bles.

Cuando el ambiente es estable pero con cambios
impredecibles dentro de un rango de posibles condi-
ciones, entonces se espera que se favorezcan meca-
nismos inespecificos de respuesta a esas condiciones
que varian al azar. Bajo estas condiciones las condi-
ciones estresantes no provocaran ninguin cambio adap-
tativo. Cuando el ambiente sufrié un cambio perma-
nente estable recientemente y los organismos todavia
no estan adaptados, entonces los estimulos negativos
seguramente van afectar la tasa de seleccion y las po-
blaciones van a tender a responder adaptativamente al
cambio.

Agrawal & Whitlock (27) revisaron la informacion
empirica alrededor de la idea que el estrés afecta la
fuerza de la seleccion sobre nuevas mutaciones. Estos
autores encontraron que diferentes tipos de estrés afec-
tan la seleccion en forma diferente y concluyeron que
esta idea que el estrés tipicamente incrementa la se-
leccion, debe ser rechazada. Sin embargo, no pudieron
encontrar un explicacion clara acerca de los mecanis-
mos subyacentes a esta variabilidad. Es probable que los
diferentes resultados observados en este estudio estén
relacionados con diferentes contextos evolutivos de
estrés. Si las condiciones en las que se evalu6 el estrés
son estables y existian respuestas adaptativas previas, no
se espera que haya un cambio en la tasa de mutaciones,
porque la presencia de un estimulo negativo no es
pre-condicion obligatoria para un cambio evolutivo. Si
por el contrario, los organismos fueron expuestos a es-
tresores nuevos para los que no existe una respuesta de
estrés previa, se establecen condiciones para que opere
la seleccion natural.
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Conclusiones

En este trabajo se han analizado dos categorias de de-
finiciones de estrés. Las mas amplias y modernas que de-
finen al estrés en funcién del efecto negativo de los es-
tresores y las mas restrictivas y antiguas que relacionan
el estrés con la respuesta positiva de los organismos a
€sos estresores.

Las definiciones generalistas del estrés presentan di-
versas vaguedades: (1) puede o no haber respuesta de
estrés, (2) la respuesta de estrés puede ser inespecifica
o especifica, (3) el estresor puede ser predecible o im-
predecible, (4) el efecto del estrés puede o no ser le-
tal o benigno, y (5) el estrés puede o no tener efectos
sobre la tasa de seleccion natural. En sintesis, la defi-
nicién amplia del estrés incluye todas las condiciones
adversas del ambiente y las respuestas individuales,
poblacionales y ecosistémicas, de corto y largo plazo,
a esas condiciones. Otra caracteristica de la nocion ge-
neralista de estrés es que tiene una connotacion ne-
gativa, ya que enfatiza el efecto directo del estresor
que, como hemos visto, siempre es negativo. Desde un
punto de vista fisiologico, esta vision negativa del estrés
estd entroncada con la idea de homeostasis, que a su
vez se asocia con la idea de un equilibrio estdtico (29).
Desde un punto de vista evolutivo, esta vision con-
fiere al estrés un rol fundamental en el proceso evo-
lutivo forzando a las poblaciones a responder adapta-
tivamente.

La definiciéon mas restrictiva del estrés incluye la
existencia de una respuesta de estrés y esta respuesta es
inespecifica y adaptativa. El estresor es impredecible y
con un efecto entre lo letal y lo benigno. A niveles ba-
jos de accion del estrés, la respuesta de estrés amorti-
gua los efectos negativos o tiene un impacto solo sobre
el balance de costos-beneficios, con un efecto débil so-
bre el fitness. A niveles altos del estimulo, la respuesta
de estrés se vuelve ineficiente, por lo que hay un efecto
sobre la funcionalidad y/o directamente sobre el fit-
ness. Este efecto no impacta sobre la tasa de seleccion.
Esta definicion de estrés circunscribe al estrés a un
rango de efectos de estresores y mecanismos fisiol6gi-
cos concretos. Esta vision parcialmente positiva del es-
trés se acerca a una aproximacion a los sistemas fisio-
légicos de equilibrio dindmicos y retroalimentacion
positivas.

En sintesis, hay dos definiciones diferentes del es-
trés. Enfatizando componentes distintos, difieren en as-
pectos substanciales en la concepcion del funciona-
miento de los sistemas fisiologicos y del rol del estrés en
los procesos evolutivos. Mientras persistan estas dos
concepciones basicamente diferentes, el uso del tér-
mino estrés seguira siendo confuso y convendria ser re-
emplazado por términos que describan mejor el feno-
meno que se investiga. Nuestra opiniéon es que
conviene restringir la nocioén de estrés al proceso que
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incluye la interaccién entre un factor ambiental ad-
verso impredecible (en cierto grado) y un mecanismo
individual de respuesta inespecifica (en cierto grado).
Los efectos predecibles deberian quedar enmarcados
dentro del contexto del estrés, y las respuestas pobla-
cionales y de niveles superiores, dentro de las conse-
cuencias ecoldgicas de la respuesta de estrés. Este cri-
terio permite acomodar facilmente cada fenémeno
que involucra el impacto de una factor ambiental ne-
gativo dentro o fuera de la 6rbita del estrés. Solo un par
de ejemplos para ilustrar los beneficios de esta defini-
cion. ¢Los cambios genéticos pueden ser considera-
dos respuestas de estrés? De acuerdo a nuestra defini-
cion, depende del tipo de proceso genético: la
adquisicién de resistencia a antibiéticos por una bac-
teria a través de mecanismos de transferencia hori-
zontal de genes entra dentro de la 6rbita del estrés, ya
que es una respuesta relativamente inespecifica a un
cambio impredecible del ambiente que opera a nivel
de un individuo. Por el contrario, la resistencia a in-
secticidas producto exclusivamente de cambios en las
frecuencias génicas dentro de una poblacion de insec-
tos no se corresponde con esta definicién de estrés por-
que no es una respuesta individual. ¢Es la paricion (el
parto en humanos) una situacion de estrés? Si bien la
paricion, como la gestacion y el amamantamiento son
costosas para la hembra, no pueden considerarse estrés
ya que son estados predecibles. Si pueden predisponer
ala hembra a ser mas susceptible al estrés y por ello es-
tas etapas de la reproduccién pueden ser incluidas
dentro del contexto del estresor.

A modo de corolario, vale la pena volver a enfatizar
que el analisis realizado en este trabajo también per-
miti6 confirmar que el concepto de estrés es funda-
mental por dos motivos. Primero, porque liga la eco-
logia con la fisiologia y segundo, porque enfatiza la
nocién de alostasis sobre la de homeostasis. Estas ca-
racteristicas le otorgan un grado de universalidad al es-
trés que pocos conceptos poseen en biologia. Hemos
citado una pequenisima parte de la bibliografia dispo-
nible sobre estrés y hemos dado solo algunos ejemplos
de casos de estrés de la gran cantidad de ellos que hay
en la literatura. Pero el objetivo de este trabajo no fue
el de realizar una revision completa sino de navegar a
través de la diversidad de usos y aplicaciones del con-
cepto con la esperanza de arribar a una conclusion res-
pecto al mejor destino que se le puede dar al uso del
concepto de estrés.
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LABORATORIO DE BIOLOGIA DEL COM-
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Modelo experimental de lesién medular sacra
en ratas: correlatos clinicos y
electrofisiolégicos del segmento metamérico
afectado

Experimental model of spinal lesion in rats:
clinical and electrophysiological correlates in
the metameric affected segment.
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Resumen

La lesion experimental de la médula espinal a nivel sacro en
la rata produce un modelo animal con baja morbilidad res-
pecto a los investigados con lesiones de la médula espinal
a nivel toracico. La descripcién y cuantificacion de la es-
pasticidad clinica en la cola de la rata causada por la lesién
de la médula espinal sacra es escasa en la bibliografia. Por
otro lado, no hay investigaciones acerca de las correlaciones
entre el grado de espasticidad en la cola de rata y parame-
tros electrofisiolégicos, por lo que nuestro objetivo es estudiar
la espasticidad de la cola con estudios clinicos y electro-
miograficos. Se realizaron cirugias espinales experimentales
en 10 ratas Sprague Dawley. El nivel sacro fue elegido para
producir la espasticidad s6lo en la cola. En el tiempo posto-
peratorio se evalu6 la cola buscando signos de espasticidad,
como paresia e hipertonia, y el grado de espasticidad se ca-
tegorizé utilizando una escala cuantitativa del tono muscular.
Ademaés, se realizaron estudios de electromiografia para ob-
tener respuesta de los musculos de la cola por estimulacién
del nervio caudal (ondas My F). Luego, los animales fueron
sacrificados y perfundidos. Las lesiones de médula espinal
fueron verificadas con histopatologia. Todos los animales con
lesion medular presentaron paresia de la cola. Los signos de
espasticidad se iniciaron en la segunda semana del estudio.
En relancién con la escala de tono muscular cinco ratas pre-
sentaron espasticidad de grado 2, tres ratas espasticidad de
grado 4, y sélo una espasticidad de grado 3. La electrofi-
siologia mostré patrones de respuesta en relacién con la evo-
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lucién clinicay el grado de espasticidad. Los resultados ob-
tenidos muestran la correspondencia entre el grado de es-
pasticidad y los patrones electrofisiolégicos causado por el
grado de excitabilidad de las motoneuronas del segmento es-
pinal afectado. Este modelo experimental que permite hacer
una evaluacion clinica y de la correspondencia con la elec-
trofisiologia con la menor morbilidad general provocada por
la lesion de médula espinal.

Palabras clave: lesion espinal * espasticidad * electromio-
grafia

Summary

The experimental sacral spine lesion in the rat produce an
animal model with low morbidity than those with toracic
spinal lesions. The clinical spasticity quantification in the tail
of the rat caused by sacral cord lesion was poorly described
in the bibliography. Furthermore, there are no investigations
about the relantionship between electrophysyological pa-
rameters and the grade of spasticity in the rat tail, so our pur-
pose is to evaluate tail spasticity with clinical and elec-
tromyographic studies. Experimental spinal surgeries were
done in 10 Sprague Dawley rats. Sacral level was choosen
to produce spasticity only in the tail. On the postoperatory
time the tail was evaluated searching signs of spasticity, such
as paresia and hypertonia, and then the grade of spasticity
was categorizated using a muscular tone quantitative scale.
On the other hand, electromyographic studies were done to
obtain the muscular responses of the tail to the caudal
nerve stimulation (M, F and waves). Then, the specimens
were sacrificed and perfunded. Spinal cord lesions were ver-
ified with hystopathology. All the animals with spinal lesion
presented paresia of the tail. The spasticity signs began at
the second postoperative week. In relantionship with the
muscular tone scale five rats presented grade 2 spasticity,
three rats grade 4 spasticity, and only one grade 3 spastic-
ity. The electrophysiology showed patterns of response in re-
lation with the clinical evolution and the grade of spasticity.
The results obtained showed correspondence between the
grade of spasticity and the electrophysiological patterns
caused by the grade of the motoneuron excitability. This ex-
perimental model allows to make a clinical evaluation and
the correspondence with the electrophysiology, with the
lowest general morbidity.

Key words: spinal injury * spasticity * electromyography

Resumo

A lesdo experimental da medula espinhal a nivel sacro no ca-
mundongo produz um modelo animal com baixa morbilidade
a respeito dos pesquisadores com lesbes da medula espinhal
a nivel tordcico. A descric&o e quantificagdo da espasticidade
clinica na cauda do rato causada pela lesdo da medula es-
pinhal sacra é escassa na bibliografia. Por outro lado, ndo ha
pesquisas acerca das correlagdes entre o grau de espastici-
dade na cauda do rato e parametros eletrofisioldgicos, por-
tanto o nosso objetivo é estudar a espasticidade da cauda
com estudos clinicos e eletromiograficos. Foram realizadas



cirurgias espinhais experimentais em 10 ratos Sprague Daw-
ley. O nivel sacro foi escolhido para produzir a espasticidade
s6 no rabo. No tempo pds-operatdrio foi avaliado o rabo na
procura de sinais de espasticidade, como paresia e hiperto-
nia, e o grau de espasticidade se categorizou utilizando
uma escala quantitativa do tom muscular. Além disso, foram
realizados estudos de eletromiografia para obter resposta dos
musculos da cauda por estimulac&o do nervo caudal (ondas
M e F). Depois, os animais foram sacrificados e perfundidos.
As lesbes de medula espinhal foram verificadas com histo-
patologia. Todos os animais com lesdo medular apresenta-
ram paresia da cauda. Os sinais de espasticidade foram ini-
ciados na segunda semana do estudo. Em relag&do a escala
de tom muscular cinco ratos apresentaram espasticidade de
grau 2, trés ratos espasticidade de grau 4, e s6 um espasti-
cidade de grau 3. A eletrofisiologia mostrou padroes de res-
posta com relag&o a evolucdo clinica e o grau de espastici-
dade. Os resultados obtidos mostram a correspondéncia
entre o grau de espasticidade e os padroes eletrofisiolégicos
causado pelo grau de excitabilidade dos motoneurénios do
segmento espinhal afetado. Este modelo experimental per-
mite fazer uma avaliagdo clinica e da correspondéncia com
a eletrofisiologia com a menor morbilidade geral provocada
pela lesdo de medula espinhal.

Palavras chave: lesdo espinhal * espasticidade * eletromio-
grafia

Introduccién

Las alteraciones clinicas y fisiopatolégicas provocadas
por lesion traumatica de la médula espinal son el re-
sultado no sé6lo de la lesiéon primaria propiamente di-
cha, sino también de la conjuncién de factores infla-
matorios, necrosis hemorragica progresiva, destruccion
neuronal, proliferacion glial y trastorno vascular, co-
nocidas como lesiones secundarias y terciarias (1). Los
modelos animales experimentales de lesion medular
constituyen una herramienta util para la investigacion
de los mecanismos fisiopatologicos involucrados y los
posibles procedimientos terapéuticos. En la bibliografia
se describen los efectos clinicos de la lesion medular ex-
perimental en ratas asi como también hallazgos elec-
trofisiologicos observados en los niveles afectados. Sin
embargo, las descripciones se refieren generalmente a
los efectos producidos por lesiones en el nivel toracico
de la médula espinal y es infrecuente el estudio de las
correlaciones entre los hallazgos clinicos y los electro-
fisiologicos (2) (3).

En este estudio se utiliza un modelo experimental de
lesion espinal en la rata albina Sprague Dawley a nivel
del segmento medular sacro, porque en este modelo se
puede observar los efectos clinicos de la lesion espinal
anivel de la cola del animal con menor morbilidad, ya
que se evita el compromiso esfinteriano y de la loco-
mocion. El objetivos es el de correlacionar los efectos
clinicos y electrofisiologicos de la lesion medular.
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Materiales y Métodos

Se utilizaron 14 ratas macho Sprague-Dawley (250-
300 gramos), procedentes del bioterio del Instituto de
Biologia y Medicina Experimental (IBYME, CONICET).
La lesion medular se realizé en 10 animales; las restan-
tes correspondieron al grupo control: 1 rata con lesion
falsa 'y 3 ratas sin lesion.

Procedimientos quirtrgicos

Las cirugias se realizaron con anestesia profunda
con mezcla de ketamina (80 mg/kg, i.p.) y xylazina
(10 mg/kg, i.p), manteniendo la temperatura corporal
a 37 °C. El control del sangrado se efectué con Gelfoam.
En distintos animales se utilizaron dos procedimientos:
a) Lesion falsa, en la se efectu6 seccion de tejidos blan-
dos, laminectomia posterior sin apertura de la dura-
madre y sutura. b) Lesion de médula espinal (LME), uti-
lizando microscopio quirtrgico, laminectomia posterior
en nivel L1-2 (correspondiente a la metamera S1 de la
médula espinal), apertura de la duramadre y transec-
cion de médula espinal con tijera de iridectomia, con
posterior sutura de duramadre y tejidos blandos.

Estudios clinicos

El estado general y el tono muscular y la motilidad ac-
tiva de la rata se examinaron en forma diaria. Se evalu6
particularmente el segmento de la cola por medio de la
inspeccion, la motilidad pasiva y la respuesta a estimu-
los tactiles. Para cuantificar el grado de compromiso del
tono muscular de la cola se utilizoé una escala disenada
por los investigadores (TablaI).

Tabla |. Grados de alteracién del tono muscular, en categorias
segtin signos clinicos observados en el examen fisico de la cola.

Grado  Categoria Signos clinicos
0 Cola aténica Flexibilidad marcada y escasa
resistencia la movilizacién pasiva.
1 Cola ténica normal  Flexibilidad habitual y resistencia
perceptible a movilizacién
pasiva.
2 Cola hiperténica Actitud rectificada esporadica y
sin espasmos resistencia marcada a la
movilizacién pasiva.
3 Cola hiperténica Espasmos laterales transitorios
con espasmos (segundos de duracion)
esponténeos o por estimulacién
tactil.
4 Cola hipertonica Cambio permanente de actitud

con actitud anémala de la cola (curvada en forma
permanente de S).
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Estudios electrofisiolégicos

Los registros se realizaron bajo anestesia ligera con
ketamina (60 mg/kg), ala 1%, 2%, 3" y 4" semana de re-
alizada la LME. En musculo de la cola mediante elec-
trodo coaxial se registraron los potenciales compuestos
de acciéon muscular provocados por estimulacion con
electrodos subcutaneos del nervio caudal. Se detectaron
una onda de corta latencia (respuesta M) y una onda de
latencia tardia (respuesta F). Se midieron latencia en
milisegundos y amplitud en milivolts de ambas ondas.
La estimulacion del nervio caudal se efectu6 al, 2,4y
8 hertz a fin de evaluar los efectos de la estimulacion re-
petitiva sobre la excitabilidad del segmento de médula
espinal sacro. Se computaron las amplitudes porcen-
tuales de la respuesta H respecto a la amplitud maxima
obtenida a frecuencias de estimulacion de 0.25 hertz. Se
confeccionaron curvas de amplitud porcentual en fun-
cion de la frecuencia de estimulacion.

Estudios histolégicos

Los animales fueron sacrificados en forma incruenta
en la cuarta semana posterior al inicio de las evalua-
ciones. La médula espinal fue removida y el segmento
medular caudal a S1, disecado y fijado en formol al 10%
durante 48 horas. Posteriormente se analizaron los re-
sultados obtenidos para determinar el grado de lesion
en los diferentes niveles de la médula espinal sacra,
tanto proximales como distales al sitio de seccion.

Resultados

Las 10 ratas con LME (100%) presentaron hipotonia
y pardlisis total de la cola inmediatamente distal a Ia le-
sion medular. La duracion de la fase aguda o de hipo-
tonia fue variable, entre 1y 4 dias después de la lesion.
Ademas, en 3 ratas se observo una leve paresia en al-
guna de las extremidades posteriores, transitoria, con
recuperacion ad-integrum luego de la primera semana
posoperatoria. Los hallazgos clinicos a nivel de la cola
fueron marcadamente distintos de acuerdo al tiempo
transcurrido posterior a la cirugia, por lo que se consi-
deraron dos etapas desde el punto de vista clinico: la
etapa aguda, correspondiente a la primera semana pos-
quiruargica, y la etapa cronica, correspondiente a la evo-
lucion a partir de la segunda semana posquirurgica. Las
exploraciones electrofisiologicas realizadas durante la
fase aguda de la lesion medular permitieron observar
que las respuestas electromiograficas de la cola a la es-
timulacion del nervio caudal fueron en general res-
puestas M y F de incidencia, configuracion y amplitud
variables, con predominio de la disminucién de las am-
plitudes. Una de las ratas con LME fallecié dentro de la
primera semana posquirdrgica.
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Como se consigno previamente, luego de la segunda
semana postoperatoria se manifestaron signos claros de
incremento del tono muscular de la cola. De acuerdo
con la escala de espasticidad utilizada, 5 ratas (55%) pre-
sentaron espasticidad grado 2, una (11%) grado 3y las
otras 3 restantes (33%) espasticidad grado 4. Los regis-
tros electrofisiologicos realizados en la fase créonica
mostraron que los parametros de la respuesta M fueron
constantes. A diferencia de lo observado en los anima-
les del grupo control, las curvas de amplitud porcentual
respecto a la frecuencia de estimulacion fueron menos
pronunciadas en los animales con LME, por menor va-
riacion en la amplitud de la respuesta F. En las ratas con
mayor grado de espasticidad (grados 3 y 4) las res-
puestas F practicamente no presentaron variaciones de
amplitud a las distintas frecuencias de estimulacion.

La histologia permitié corroborar la existencia de
seccién completa medular a nivel de S1 y varias anor-
malidades histologicas en los segmentos adyacentes a la
zona lesionada: degeneraciéon neuronal (vacuolizacion
del neuropilo), y astrogliosis.

Discusion y Conclusiones

La lesion medular experimental en ratas se asocia a
cambios clinicos y electrofisiologicos distintos segun el
tiempo transcurrido desde la lesion. En la primera se-
mana posterior a la lesion existe un cuadro de paralisis
flaccida, hipotonia y arreflexia de la cola, que se asocia a
una disminucion de las respuestas electromiograficas
respecto a los animales controles. Luego de la segunda
semana se pueden observar signos clinicos de hipertonia
en los musculos de la cola de las ratas lesionadas y cam-
bios correlativos en las respuestas electromiograficas a la
estimulacion. Estos resultados son coincidentes con lo re-
portado por otros autores, que describen paralisis mus-
cular e hipotonia de la cola en el periodo temprano pos-
terior a la lesion medular, asociadas a la ausencia o
variabilidad de las respuestas electromiograficas, e hi-
pertonia de la cola en relacion a salvas de actividad elec-
tromiografica en los periodos posteriores (4).

Nuestros resultados también concuerdan con los de
otros investigadores respecto a la posibilidad de evaluar
en un modelo animal de lesion medular el grado de
tono muscular del segmento corporal afectado por
LME en forma cuantitativa por medio de una escala de
espasticidad (5). En la bibliografia también se men-
ciona que hay diferencias en la respuesta electromio-
grafica tardia de los animales con lesion medular respecto
a los controles; esto se atribuye a un aumento de la exci-
tabilidad de las motoneuronas, resultante de la seccion
de las vias descendentes en la médula espinal (11) (12).
A diferencia de estos trabajos, que estudian la onda elec-
tromiogriafica tardia en la pata trasera en modelos de le-
sion medular en niveles mas altos (6) (11) (13-16), nuestros



resultados muestran efectos de la onda electromiogra-
fica tardia en la cola del animal en un modelo de lesion
medular sacra. Estos resultados sugieren la validez del
modelo experimental propuesto, con menor morbi-
mortidad e invasion sobre la integridad fisica y com-
portamental del los animales.

Desde el punto de vista fisiopatolégico, se considera
que ambas fases clinicas (hipotonia y espasticidad), son
el resultado de alteraciones del balance entre los me-
canismos inhibitorios y excitatorios que normalmente
actdan sobre las motoneuronas. En la fase aguda existe
un evidente defecto de los mecanismos excitatorios so-
bre las motoneuronas ubicadas en el segmento medu-
lar distal a la lesion. En la fase crénica, la recuperacion
de los mecanismos excitatorios se expresa mediante la
reaparicion y aumento de la reactividad neuromuscular.
Ademas, la lesion medular interrumpe las influencias in-
hibitorias que provienen del tronco cerebral proyec-
tandose a través de los fasciculos laterales de la médula
espinal. De esta manera, los aminodacidos monoami-
nérgicos no llegan a ejercer su influencia moduladora
sobre las interneuronas y motoneuronas espinales. En
estas condiciones, la desinhibicion medular resulta en
un aumento de la excitabilidad de las motoneuronas,
que se presenta como un incremento de la descarga de
los potenciales de accion de las fibras musculares en res-
puesta a la estimulacion.
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