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Resumen 

 
El receptor de aril hidrocarburos en la regulación de la función ovárica 

 
 
 

Resumen 
 
El objetivo del presente trabajo de tesis es estudiar el rol del receptor de aril hidrocarburos 
(AHR) en la función de las células ováricas. En particular, la investigación se centró en 
evaluar la acción de la activación del AHR sobre la proliferación de células de la granulosa y 
establecer a su vez la regulación de la expresión del propio receptor. El modelo utilizado 
consistió en células de la granulosa inmaduras de rata cultivadas en condiciones definidas. 
Se pudo establecer que distintos ligandos del AHR son capaces de regular la proliferación  
de células de la granulosa a través de modulaciones en las acciones de las hormonas 
clásicas. Se determinó la existencia de un novedoso sinergismo entre el AHR y el receptor 
de estrógenos activados por sus agonistas, el cual impacta sobre la respuesta proliferativa 
de las células de la granulosa pero no se verifica a nivel de la transcripción inducida por 
ninguno de los receptores. Por otro lado, se estableció que FSH y estradiol son importantes 
moduladores de la expresión del AHR en células de la granulosa, obteniéndose evidencia 
de que podrían ser factores endógenos claves asociados al ciclo reproductivo que regulan la 
expresión del receptor in vivo. Además, mientras los ligandos del AHR inducen rápidamente 
degradación proteasomal del receptor, atenuando la señal, promueven a la vez un aumento 
en sus transcriptos a tiempos prolongados de exposición.  
Los resultados tomados en conjunto indican que el AHR jugaría un papel clave en la 
regulación del crecimiento de las células ováricas y que su expresión es modulada por 
hormonas clásicas y por sus propios ligandos, lo cual constituye una forma de regular su 
función.       
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Abstract 

 

Role of the aryl hydrocarbon receptor in the regulation of ovarian function 
 

 
 

Abstract 
 
The aim of the present study was to evaluate the role of the aryl hydrocarbon receptor (AHR) 
in ovarian cell function. Specifically, we focused on analyzing the effect of AHR activation on 
granulosa cell proliferation and establishing the regulation that AHR expression might 
undergo in the ovary. The experimental system consisted of rat immature granulosa cells 
cultured under defined conditions. Different AHR ligands showed the ability to regulate 
granulosa cell proliferation through modulation of the actions exerted by classical hormones. 
Moreover, a novel synergism between ligand-activated AHR and ligand-activated estrogen 
receptor is described, which impacts on granulosa cell proliferative response but does not 
take place at the transcriptional level. Besides, the results of the present study indicate that 
FSH and estradiol are important modulators of AHR expression in granulosa cells, pointing 
out that these hormones would be crucial cycle-associated endogenous factors that regulate 
AHR levels in vivo. In addition, while ligands of this receptor rapidly down-regulate AHR 
protein via proteasomal degradation in granulosa cells, attenuating the signal, they induce 
the mRNA levels for the receptor when incubation is allowed to proceed longer.  
Collectively, the results presented herein indicate that AHR would play an important role in 
the regulation of ovarian cell proliferation and that the expression of this receptor is 
modulated by classical hormones and by its own ligands, which constitutes a way of 
regulating AHR function.   
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ADN ácido desoxirribonucleico 
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ARN ácido ribonucleico 
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cpm cuentas por minuto 
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EGTA ácido etilénglicol-bis(β-aminoetiléter) 

tetraacético 

ES error estándar 

FSH hormona folículo estimulante 

GnRH hormona liberadora de gonadotrofinas 

HEPES ácido 4-(2-hidroxietil)1-piperazin etansulfónico

Hsp proteína de choque térmico 
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hormona luteinizante 
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RIA radioinmunoensayo 

Ser serina 

Thr treonina 

UV ultravioleta 
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1.1. EL receptor de aril hidrocarburos 
 

El receptor de aril hidrocarburos (AHR) es una antigua proteína que se originó hace 
más de 550 millones de años. Este receptor y sus homólogos se expresan ampliamente y 
en forma ubicua en diversos tejidos de diferentes grupos de vertebrados e invertebrados.  

El AHR media la mayor parte de los efectos tóxicos de contaminantes ambientales 
como las dioxinas y otros hidrocarburos xenobióticos, desencadenando respuestas 
detoxificantes. El hecho de que esta proteína se encuentre conservada en grupos tan 
disímiles sugiere una importante función a través de la evolución (revisado en Hahn, 1998; 
Butler et al., 2001). 
 
1.1.1. Estructura del receptor de aril hidrocarburos 
 

Las propiedades moleculares del AHR son similares a las descriptas para la 
superfamilia de receptores de hormonas esteroideas y tiroidea. Éstas son proteínas de 
unión al ADN que poseen dedos de zinc y actúan como factores de transcripción inducidos 
por ligandos, transactivando sus genes blanco (Evans, 1988). Sin embargo, la estructura de 
la proteína AHR es significativamente distinta a la de las pertenecientes a la superfamilia 
antes mencionada (Swanson y Bradfield, 1993; Dolwick et al., 1993; Schmidt et al., 1993).  

El gen Ahr se localiza en el cromosoma 7 en humanos, en el 6 en ratas y en el 
cromosoma 12 en ratones, constando de 12, 8 u 11 exones en las distintas especies, 
respectivamente. Dichos genes y homólogos en una amplia variedad de especies han sido 
clonados y secuenciados (ver revisiones en Hahn, 1988; Hahn et al., 1997), reportándose 
que la proteína consta de 848 aminoácidos en humanos y en ratón, y de 853 aminoácidos 
en rata. Su peso molecular varía entre 95 y 105 KDa, dependiendo de la especie e incluso 
de la cepa en análisis. 

Por medio de ensayos de deleciones de este gen, se han identificado varios 
dominios estructurales/funcionales a nivel proteico (Figura 1.1). La secuencia N-terminal 
contiene un dominio básico HLH (bHLH), el cual es indispensable para el reconocimiento de 
las secuencias específicas consenso en el ADN (elementos de respuesta a xenobióticos o 
dioxina, XRE o DRE), está implicado en la dimerización con su pareja nuclear ARNT 
(translocador nuclear del receptor de aril hidrocarburos, proteína también perteneciente al 
grupo bHLH/PAS), en la interacción con Hsp90 y contiene secuencias importantes tanto 
para la localización nuclear del AHR (NLS) como para su exportación desde el núcleo 
(NES). Hsp90, una molécula chaperona, es importante para el correcto plegamiento del 
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dominio de unión al ligando del AHR y para regular la localización nuclear del complejo de 
señalización del receptor. La proteína AHR contiene además un dominio PAS, que es la 
única otra característica común a todas las proteínas bHLH-PAS, llamado así luego de las 
primeras tres proteínas identificadas con este motivo, Per en Drosophila, ARNT en humanos 
y Sim en Drosophila (Nambu et al., 1991). El dominio PAS consta de 260–310 aminoácidos 
e incluye dos repeticiones hidrofóbicas bien conservadas llamadas PAS-A y PAS-B, las 
cuales se encuentran separadas por un espaciador pobremente conservado (Figura 1.1 A). 
En general, el dominio PAS no está bien conservado y, dado su tamaño y su diversidad en 
secuencia, puede mediar diversas funciones bioquímicas. Importantes funciones de este 
dominio son facilitar la selección de pareja durante la formación de heterodímeros bHLH-
PAS (Huang et al., 1993), unir moléculas como los propios ligandos o la proteína Hsp90, y 
también conferir la especificidad hacia los genes blanco de los heterodímeros bHLH-PAS 
(Zelzer et al., 1997). A su vez, se han identificado en la porción C-terminal de la estructura 
del AHR una región rica en glutamina con potentes dominios de transactivación que son 
independientes de ligando (Jain et al., 1994; Whitelaw et al., 1994) (Figura 1.1). El 
subdominio rico en glutamina es además necesario y suficiente para la interacción in vitro 
con los coactivadores RIP140 y SRC-1 (Kumar y Perdew, 1999; Kumar et al., 1999). A su 
vez, este subdominio es capaz de interactuar con la proteína supresora de tumor 
retinoblastoma (Rb) (Ge y Elferink, 1998). 

Por todo esto, se clasifica al AHR como miembro de la familia de reguladores 
transcripcionales “basic helix–loop–helix” (bHLH)-Per-ARNT-Sim (PAS). 

Existe además otra proteína miembro de la familia bHLH/PAS relacionada 
funcionalmente con el AHR, el represor del receptor de aril hidrocarburos (AHRR). Éste es 
un regulador negativo del AHR que compite con él en la formación de heterodímeros con 
ARNT (Mimura et al., 1999; Karchner et al., 2002). El complejo ARNT-AHRR es capaz de 
unirse a los XREs pero no de transactivar genes. Por otro lado, El AHRR no es capaz de 
unir ligandos, probablemente debido a la presencia de un dominio PAS B truncado (Mimura 
et al., 1999; Karchner et al., 2002). Otro dominio que no es funcional en esta proteína es la 
región rica en glutamina. Esto podría explicar por qué el complejo AHRR-ARNT es incapaz 
de transactivar los genes regulados por XREs (Mimura et al., 1999; Karchner et al., 2002). 
En la figura 1.1 B se muestra un esquema de los dominios estructurales del AHRR. 

Se propone la lectura de excelentes revisiones (Safe, 1995; Hankinson, 1995; 
Schmidt y Bradfield, 1996; Rowlands y Gustafsson, 1997; Denison et al., 1998; Ma, 2001; 
Denison et al., 2002;  y las referencias allí citadas) para una descripción detallada de la 
estructura y función de los dominios de las proteínas AHR, ARNT y AHRR.  
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Figura 1.1. Estructura de las proteínas AHR, ARNT y AHRR. A) Panel superior: 

dominios estructurales de la proteína AHR. NLS: señal de localización nuclear, NES: señal de 
exportación nuclear, Q: glutamina (tomado de Denison et al., 2002); panel inferior izquierdo: 
modelo en tres dimensiones propuesto para el receptor (extraído de RCSB ProteinDataBank); 
panel inferior derecho: modelo estructural del dominio de unión al ligando del AHR unido a 
TCDD, donde residuos azules: básicos, lila: polares, amarillos: Cys, marrón: aromáticos, verde: 
hidrofóbicos, naranja: Ser, Thr, gris: Prolina. TCDD está coloreado en verde (carbono), rojo 
(oxígeno) y celeste (cloro); tomado de Denison et al., 2002. B) Dominios estructurales de las 
proteínas ARNT y AHRR. Adaptado de Safe, 1995 y Kewley et al., 2004.  

A) 

B) 

ARNT 

AHRR 

bHLH      PAS                      Zona rica en Q
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1.1.2. Señalización a través del AHR  
  
En ausencia de ligando, el AHR se encuentra en el citoplasma de la células 

formando un complejo con dos moléculas de Hsp90, la proteína 2 asociada a X similar a la 
inmunofilina (XAP2, conocida también como ARA9 o AIP1) y algunas otras proteínas como 
p23  (Kazlauskas et al., 1999, 2000; Meyer y Perdew, 1999; Petrulis y Perdew, 2002) (Figura 
1.2). En este complejo, Hsp90 es importante para mantener al receptor en una conformación 
que exhibe alta afinidad para la unión de ligandos y una habilidad reprimida para unirse al 
ADN (Pongratz et al., 1992; Whitelaw et al., 1995). XAP2 se une tanto a Hsp90 como al 
AHR y parece estabilizar el complejo, habiendo sido también implicada en la regulación de 
la localización intracelular del AHR, en la protección de éste contra la degradación y en la 
represión de su actividad transcripcional (Ma y Whitlock, 1997; Meyer y Perdew, 1999; 
Kazlauskas et al., 2000, 2002; Petrulis et al., 2003; Hollingshead et al., 2004). Por su parte, 
p23 pareciera tener la función de estabilizar el complejo AHR-Hsp90 en una forma inducible 
por el ligando (Kazlauskas et al., 1999).  

Se sostiene que los ligandos del AHR entran a la célula por simple difusión y se 
unen al dominio PAS B del AHR. Esta unión induce un cambio conformacional en el receptor 
que lo hace exponer su NLS (Lees y Whitelaw, 1999; Henry y Gasiewicz, 2003; Ikuta et al., 
2004). El complejo AHR luego se transloca al núcleo, se disocia de sus moléculas 
acompañantes y heterodimeriza con la proteína ARNT (Probst et al., 1993; McGuire et al., 
1994; Denison y Nagy, 2003). La formación del heterodímero AHR-ARNT convierte el 
complejo a su forma de alta afinidad para la unión al ADN (Kronenberg et al., 2000). Este 
complejo se une a sus sitios de reconocimiento específico en el ADN (XREs), los cuales 
están localizados río arriba de los genes blanco (Figura 1.2). Los XREs están compuestos 
de dos hemi-sitios, TNG y GTG, los cuales son reconocidos por el AHR y por ARNT, 
respectivamente (Denison et al., 1988; Swanson et al., 1995). Además, se ha propuesto 
como secuencia enhancer funcional a la secuencia 5’-T/GNGCGTGA/CNG/CNNN-3’. Sin 
embargo, se sabe actualmente que existe cierta heterogeneidad entre los distintos XREs y 
que diferencias de sólo un nucleótido en sus secuencias ocasionan un reconocimiento 
diferencial por el AHR dependiendo del ligando que tenga unido y lo haya activado 
(Matikainen et al., 2001).  

La activación génica mediada por el complejo transcripcional del AHR involucra 
doblado del ADN, disrupción nucleosomal e interacción con factores de transcripción y 
coactivadores/corepresores (Rowlands et al., 1996; Nguyen et al., 1999; Garrison y Dension, 
2000; Beischlag et al., 2002; Wang et al., 2004) (Figura 1.2).  
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Si bien existen numerosos genes blanco del AHR, los mejores estudiados son los 
que codifican para las enzimas metabolizantes de xenobióticos. Esta batería de genes 
consta de seis miembros en el ratón: Cyp1a1, Cyp1a2, Nqo, Aldh3a1, Ugt1a6 y Gsta1 
(Nebert et al., 1990, 1993, 2000). A su vez, Cyp1b1 también es regulado por el AHR (Sutter 
et al., 1994). La mayor parte del conocimiento sobre la función del AHR deriva de los 
análisis del mecanismo por medio del cual su ligando prototípico 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-
dioxina (TCDD) induce la transcripción del gen de la hidroxilasa Cyp1a1, tomada como 
paradigma de gen respondedor al AHR. Este gen codifica para la enzima microsomal 
citocromo P4501A1, quien entre otras funciones, oxigena varios xenobióticos como parte de 
su detoxificación en pasos (Conney, 1982). La activación transcripcional de los miembros de 
la familia P450 se conoce ampliamente (como ejemplos, ver revisión por Safe, 1995; Pocar 
et al., 2005; Fujii-Kuriyama y Mimura, 2005).  

Dentro de los genes que son regulados transcripcionalmente por el AHR, se 
encuentra también el AHRR. Este represor es inducido por ligandos del AHR, por lo que el 
AHR y el AHRR forman un circuito regulador de retroalimentación negativa dentro del 
camino de señalización del AHR (Mimura y Fujii-Kuriyama, 2003).   
 Como consecuencia de la actividad transcripcional del AHR puede regularse la 
expresión de múltiples proteínas, dando lugar a un sinnúmero de respuestas pleiotrópicas 
inducidas por la activación del AHR en los diversos tejidos. 

Además del clásico mecanismo de activación génica descripto arriba, se han 
propuesto rutas adicionales para las acciones mediadas por el AHR. Estas explicarían 
observaciones de efectos rápidos de ligandos del AHR que ocurren incluso en sistemas 
libres de células en ausencia de núcleos, y que no pueden ser explicados por cambios 
transcripcionales. Estas vías involucrarían cambios en la incorporación de Ca2+, 
interacciones con otras vías de transducción activadas, por ejemplo, por factores de 
crecimiento u hormonas esteroideas, y fosforilaciones de proteínas. Estas señales  llevarían 
a distintas respuestas, y pueden ser consideradas como rutas de señalización del AHR 
separadas de la bien establecida vía dependiente de la translocación nuclear. 
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Figura 1.2. Modelo que esquematiza la vía de señalización del AHR. Panel superior: 

esquema básico general (tomado de BioCarta, Inc. Ahr Signal Transduction Pathway). Panel 
inferior: detalle del proceso de activación génica mediada por el AHR, con los co-activadores 
transcripcionales más relevantes identificados hasta el momento adaptado de Fujii-Kuriyama y 
Mimura, 2005). (BTE: elemento de transcripción básico, conjunto de GC). 
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1.1.3. Respuestas inducidas por la activación del AHR   
 

La conservación de los AHRs funcionales entre tantas diversas especies sugiere 
fuertemente que este receptor puede jugar un importante rol fisiológico además de su 
participación en el metabolismo de xenobióticos. Aún antes de la aparición de los 
vertebrados, el gen Ahr estaba presente en los organismos cumpliendo una o más funciones 
críticas para la vida.  

Se postula que luego el AHR de los vertebrados comenzó a estar involucrado en la 
detección y respuesta a ciertas clases de tóxicos ambientales. Estos contaminantes 
ambientales ligandos del AHR (que incluyen hidrocarburos policíclicos aromáticos como la 
2,3,7,8-tetrachlorodibenzeno-p-dioxina -TCDD-, bifenilos policlorados o polihalogenados o 
dibenzofuranos) están dispersos en el medio ambiente, son potentes tóxicos y muestran ser 
resistentes a la degradación metabólica. Esta última propiedad de los xenobióticos es 
responsable de la acumulación de estos compuestos en la cadena alimenticia y de sus 
efectos sostenidos en la salud humana y animal (Fisher, 2000; Stapleton y Baker, 2003).  

La unión de estos ligandos al AHR y su posterior transformación ocasiona la 
inducción de enzimas metabolizantes de xenobióticos, la cual es considerada una respuesta 
celular adaptativa en la detoxificación de compuestos exógenos lipofílicos. A su vez, la 
activación del AHR por aquellos ligandos exógenos causa un amplio espectro de 
alteraciones en el sistema endócrino, reproductivo, cardiovascular y nervioso, así como 
también defectos en el desarrollo, inmunotoxicidad, daño hepático, respuestas de estrés 
celular, cáncer y teratogénesis. Los mecanismos que gobiernan la mayoría de estas 
acciones no se han dilucidado aún. Pueden encontrarse completas revisiones sobre estos 
tópicos en Safe, 1995; Safe et al, 1998; Safe, 2001; Matsumura, 2003; Mandal, 2005; Pocar 
et al, 2005.  

Como se mencionara anteriormente, el factor de transcripción AHR no es 
únicamente un sensor de xenobióticos, sino además un potencial componente integral clave 
en la fisiología normal y en el mantenimiento de las funciones homeostáticas. Esta 
afirmación se basa en estudios realizados con animales que carecen del gen Ahr  o de unos 
pocos que han estudiado al receptor en ausencia de ligandos exógenos. Se ha demostrado 
que la carencia del receptor produce fallas en el desarrollo hepático (revisado en Rushmore 
y Kong, 2002), reducción en la incidencia de formación de blastocitos, una media menor en 
el número de células de embriones en cultivo (Peters y Wiley, 1995), alteraciones en la 
función reproductiva (revisado en Pocar et al., 2005, Baba et al., 2005), en la supervivencia 
y en el crecimiento (revisado en Gonzalez y Fernandez-Salguero, 1998). A su vez, se ha 
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mostrado que el AHR esta implicado en una serie de eventos fisiológicos como la regulación 
del ciclo celular en algunos sistemas (revisado en Puga et al., 2002), la diferenciación 
celular (revisado en DeVito y Birnbaum, 1995), la apoptosis (revisado en Nebert et al., 
2000), la transición a la senescencia reproductiva (Franczak et al., 2006) la activación de 
distintas vías de transducción de señales (revisado en Carlson y Perdew, 2002), el estrés 
celular (revisado en Matsumura, 2003) y procesos relacionados con el desarrollo, como la 
neruogénesis o la vasculogénesis (revisado en Puga et al., 2005).  

La identidad del ligando endógeno del AHR no ha sido aún fehacientemente 
determinada. Si bien varios compuestos han sido propuestos como candidatos (Heath-
Pagliuso et al., 1998; Schaldach et al., 1999; Adachi et al., 2001; Song et al., 2002), el AHR 
continúa siendo considerado un receptor huérfano. En este contexto, se ha reportado que 
en ausencia de ligandos exógenos existe en algunos sistemas activación constitutiva del 
AHR, verificándose en estas condiciones procesos mediados por el receptor (Sadek y  
Allen-Hoffmann, 1994; Singh et al., 1996; Mufti et al., 1995; Zaher et al., 1998; Elizondo et 
al., 2000; Monk et al., 2001).  

Quizás el aspecto más inusual e interesante de las acciones del AHR es que puede 
afectar múltiples órganos, variando además sus efectos notoriamente dependiendo del 
ligando que lo haya activado, el tipo celular o tejido sobre el que actúe, el sexo, la edad, la 
especie y la duración de la exposición.    

 
 
 
1.2. Desarrollo folicular ovárico 

 
La función primaria del folículo ovárico en los mamíferos es la liberación de un 

ovocito en condiciones de ser fertilizado. Este proceso involucra el crecimiento y maduración 
del folículo, y la ovulación y división meiótica del ovocito. 

El folículo es la unidad funcional del ovario. Está formado por una capa exterior de 
células tecales que envuelve, por fuera de la membrana basal, capas internas de células de 
la granulosa. A su vez, las células de la granulosa rodean y confinan al complejo formado 
por el ovocito y las células del cumulus (Figura 1.3). 

En respuesta a la secreción cíclica de gonadotrofinas hipofisarias, los distintos 
compartimientos foliculares interactúan de manera integrada para sintetizar esteroides 
sexuales (estrógenos y progestinas) y para producir un ovocito fertilizable. Aunque las 
gonadotrofinas que perfunden el ovario son los mayores reguladores del desarrollo del 
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folículo, no todos los folículos en un ovario responden a estas hormonas en un ciclo. Sólo un 
número limitado de folículos seleccionados alcanza la ovulación durante la vida fértil, 
mientras que la mayoría de los folículos degeneran en atresia. Luego de la ovulación, las 
células de la granulosa sufren profundos cambios en la respuesta hormonal y en su 
capacidad de producir esteroides. 

Tanto el crecimiento y diferenciación del ovocito como la proliferación y 
diferenciación de las células somáticas que lo rodean ocurren de manera coordinada en las 
distintas etapas de la foliculogénesis (revisado en Richards, 2001) (Figuras 1.4 y 1.5 A).  

 
1.2.1. Formación del folículo primordial 

 
 Las células germinales primordiales se originan a partir del endodermo del saco 
vitelino, cerca del final del cauda del embrión. Las células germinales en activa proliferación 
migran luego hacia la cresta genital (Peters, 1978; Byskov y Hoyer, 1994). Cuando las 
células premeióticas arriban al lugar de desarrollo de la gónada son denominadas oogonias 
(Baker y Franchi, 1967). Durante un intervalo previo al nacimiento en los roedores o en la 
semana 8 de vida intrauterina en el humano, las oogonias comienzan a dejar su ciclo 
mitótico, comienzan la división meiótica y se detienen en la primera profase, convirtiéndose 
en ovocitos primarios (Peters, 1970) (Figura 1.5 B). Tanto durante la mitosis como durante la 
meiosis, una gran proporción de células germinales degenera, resultando en una pérdida de 
más de un tercio de las mismas en el ratón. En el humano, esta pérdida de células 
germinales impactará sobre la reserva de folículos disponibles para futuras ovulaciones, 
disminuyendo desde 7 x 106 células germinales a las 20 semanas de gestación hasta entre 
1,3 y 3,8 x 105 por ovario al nacimiento (Baker, 1963). Una vez formado, el ovocito primario 
persiste en la profase de la primera división meiótica hasta el momento de la ovulación 
(Figura 1.5 B).  

En un estadio temprano de la diferenciación de la gónada femenina las células de la 
pregranulosa, provenientes de la rete ovarii y del epitelio superficial, se organizan alrededor 
de los ovocitos primarios (Byskov y Hoyer, 1994). La unidad resultante constituye el folículo 
primordial, formado por un ovocito (<20µm) rodeado por una capa de células de la 
pregranulosa no cuboides y una membrana basal. Este folículo permanece quiescente hasta 
que se dispara su crecimiento. 
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Figura 1.3. Folículo ovárico. Microscopía electrónica de barrido de un folículo ovárico 

maduro de rata. El ovocito se encuentra rodeado por las células del cumulus y varias capas de 
células de la granulosa que contienen el antro folicular. Por fuera de la membrana basal se 
observa una capa de células de la teca (Tomado de Richards, 1979). 
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Figura 1.4. Estructura del ovario y desarrollo folicular. Esquema del ovario 

mostrando los diferentes estadios del desarrollo folicular (Tomado de Ham, 1965).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 1.5. A) Desarrollo del folículo ovárico: Representación esquemática del 

desarrollo de un folículo: primordial, primario, secundario, terciario y preovulatorio. B) Esquema 
de la oogénesis en roedores: Progresión desde las células germinales primordiales hasta 
ovocitos no crecidos en el desarrollo fetal; y de etapas de la oogénesis hasta el ovocito fertilizado 
en hembras adultas maduras. Esquema tomado de Lanuza G (1999) Tesis Doctoral. 
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1.2.2. Iniciación de la foliculogénesis 
 

La iniciación de la foliculogénesis puede reconocerse por la morfología cuboide de 
las células de la granulosa y por el incremento en su número (Peters, 1978), convirtiéndose 
el folículo primordial en un folículo primario. Este período de crecimiento es lento, 
habiéndose estimado que la duración del ciclo celular sería de 7 días (Hirshfield, 1989). El 
momento de inicio del crecimiento folicular depende de la especie. En mamíferos grandes 
(como ovinos, bovinos, monos y humanos) ocurre durante la vida fetal; mientras que en 
mamíferos más pequeños (como ratón, rata, conejo y hámster) ocurre durante el período 
perinatal (Peters, 1978). Los factores responsables de la regulación de estos eventos 
tempranos no están totalmente dilucidados, pero se considera que serían de origen local. 
Una vez comenzado, el crecimiento folicular continúa a lo largo de toda la vida fértil, 
independientemente del estado fisiológico, de la fase del ciclo estral y de los niveles de 
gonadotrofinas, existiendo aún durante la preñez (Pederson, 1970; Pederson y Peters, 
1971; Edwards et al., 1977). 

Se ha sostenido que no existen poblaciones de folículos más grandes de reserva. 
Por lo tanto, una vez que un folículo ha comenzado su etapa de crecimiento y 
diferenciación, culminará en la atresia o en la ovulación del ovocito maduro. En la mujer, el 
agotamiento de la población de folículos primordiales está asociado con la menopausia. Sin 
embargo, en los últimos años, se ha reportado que es posible la formación de nuevos 
folículos que reemplazan a los folículos primarios más tempranos que se encuentran en 
atresia. Este proceso, denominado renovación folicular, se ha descripto en mujeres adultas 
y en ratas, y desafía el dogma establecido sobre el origen fetal de las oogonias y los 
folículos primarios en los ovarios de mamíferos adultos (revisado en Bukovsky et al., 2005). 
Por lo tanto, actualmente se sugiere que el conjunto de folículos primarios en los ovarios de 
humanos adultos representaría una población dinámica y no estática de estructuras en 
procesos de diferenciación y regresión. No obstante, la renovación folicular puede cesar a 
cierta edad, predeterminando el comienzo de la menopausia natural o la falla ovárica 
prematura.   

Coincidente con la transición de las células de la granulosa a morfología cuboide y el 
crecimiento del ovocito, comienza éste la secreción de la matriz glicoproteica extracelular, la 
zona pelúcida (Chiquoine, 1960). Empieza a la vez un proceso citoplasmático en el cual las 
células de la granulosa atraviesan la zona pelúcida, para mantener un íntimo contacto con la 
membrana plasmática del ovocito, formando uniones estrechas. Dada la formación 
temprana de estos contactos, se sostiene que el acoplamiento entre el ovocito y las células 
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que lo rodean sería importante en el adecuado desarrollo posterior del folículo (Hirshfield, 
1991). 
 
1.2.3. Crecimiento del folículo secundario o preantral 
 
 Mediante una serie de divisiones mitóticas, los folículos primarios con una capa de 
células de la granulosa se convierten a un estadio preantral multilaminado, denominado 
folículo secundario. El crecimiento del folículo preantral es independiente de gonadotrofinas 
y se acepta que está regulado por mecanismos intraováricos e intrafoliculares. La 
proliferación de las células de la granulosa, la diferenciación e hipertrofia de las células 
tecales y el crecimiento del ovocito son los procesos que determinan un incremento en el 
diámetro del folículo maduro (Figura 1.6). 

La capa de células tecales se forma cuando el folículo alcanza dos láminas de 
células de la granulosa y constituirá la fuente de andrógenos para la producción folicular de 
estrógenos (Gore-Langton y Armstrong, 1988). La FSH en combinación con los estrógenos 
ejerce un efecto mitogénico sobre las células de la granulosa (Goldenberg et al., 1972). 
Posteriormente, el folículo secundario diferenciado migra hacia la médula y completa la 
formación de la teca, evento asociado con la adquisición de una o dos arteriolas en sus 
adyacencias. Si bien no se conoce fehacientemente cuál es la señal capaz de disparar esta 
transformación de precursores tipo fibroblasto del estroma, la evidencia acumulada indica 
que señales parácrinas inductoras del desarrollo de la teca provienen de folículos 
preantrales con dos o más capas de células de la granulosa. 

Cuando un folículo secundario se ha formado, desarrolla receptores para FSH, 
estrógenos y andrógenos. Del conjunto de folículos secundarios maduros se reclutarán 
aquellos que entren en la fase tónica de crecimiento. Con la aparición de la cavidad antral, 
el folículo secundario se convierte en un folículo terciario. 

 
1.2.4. Desarrollo del folículo terciario o antral 
 

Durante el desarrollo folicular, la formación del antro folicular representa una 
transición de la regulación primaria intrafolicular a la regulación extraovárica. El folículo 
comienza un período de crecimiento rápido y adquiere nuevas características. El eje 
hipotálamo-hipófiso-gonadal en la hembra integra señales del cerebro, pituitaria y ovario y 
produce hormonas que coordinan la maduración folicular con el comportamiento sexual y la 
preparación fisiológica para la preñez. El hipotálamo produce y secreta GnRH de manera 
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pulsátil directamente en el sistema porta hipofisario (Everett, 1994). La frecuencia de pulsos 
de GnRH es modulada por el estado endócrino del animal, los estrógenos incrementan la 
frecuencia de pulsos y aumentan la sensibilidad de la hipófisis anterior a GnRH. En 
respuesta a GnRH, la pituitaria anterior libera gonadotrofinas, la baja frecuencia de pulso 
favorece la secreción de FSH, mientras que una alta frecuencia favorece la liberación de LH. 

Durante la primera fase del desarrollo folicular, el crecimiento del ovocito y el folículo 
correlacionan positivamente. Una vez que el ovocito ha alcanzado su tamaño máximo, justo 
antes de la formación de la cavidad antral, comienza una segunda fase, caracterizada por la 
actividad mitótica de las células de la granulosa, la diferenciación de la teca y la 
acumulación de fluido folicular (Figura 1.6). 
 Para que el folículo llegue hasta los primeros estadios antrales resulta imprescindible 
la acción de gonadotrofinas. La FSH estimula la actividad de aromatasa en las células de la 
granulosa, lo que se manifiesta en un aumento de la concentración intrafolicular de 
estrógenos (Figura 1.8). Al aumentar los niveles de este esteroide, aumenta también la 
sensibilidad del folículo a la acción de la gonadotrofina. La FSH, en conjunción con el 
estradiol localmente producido, promueve el crecimiento folicular (Rao et al., 1978), 
observándose un aumento en el índice mitótico de las células de la granulosa entre el 
estadio preantral tardío y antral temprano (Rao et al., 1978; Hirshfield, 1991). Las señales 
desencadenadas por FSH interactúan con estradiol para activar la expresión de genes 
necesarios para la maduración del folículo, tales como citocromo P450 aromatasa, las 
subunidades de inhibina y el receptor de LH (Hsueh et al., 1984; Richards, 1994). 
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Figura 1.6. Foliculogénesis. Representación de los cambios morfológicos en la 

foliculogénesis. Las flechas indican el comienzo y la duración aproximada de distintas etapas: 
iniciación, crecimiento del ovocito, proliferación de las células de la granulosa, formación de la 
capa de la teca y desarrollo del folículo antral. También se muestran los puntos finales de la 
foliculogénesis: atresia, ovulación del ovocito y luteinización. Para cada folículo se indica el 
número de células de la granulosa (GC) en la sección transversal mayor del folículo. Esquema 
tomado de Lanuza G (1999) Tesis Doctoral. 
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En algunos folículos se observa un incremento drástico de la producción de 
estrógenos, lo que se ve acompañado por una disminución de los niveles circulantes de 
FSH (Fritz y Speroff, 1982). Como resultado, aquellos folículos con estrógenos 
relativamente bajos y elevados niveles de andrógenos intrafoliculares presentarán una 
sensibilidad disminuida a FSH y como consecuencia no serán seleccionados (Figura 1.7).  

 Asimismo, un conjunto de factores de producción local cumplen un papel importante 
en el proceso de selección folicular. Por otra parte, el desarrollo del folículo dominante se 
encuentra asociado a los cambios ocurridos en las células tecales. La LH circulante estimula 
al máximo la producción de andrógenos por parte de las células tecales-insterticiales, 
estableciéndose así la unidad funcional ovárica entre las células de la granulosa y las 
células de la teca (Figura 1.8). 
 Se ha mostrado que, en varias especies, el folículo dominante secreta sustancias 
capaces de inhibir a los folículos pequeños ipsilaterales adyacentes. De acuerdo con esta 
teoría, el folículo dominante tendría un papel activo para asegurar su estatus preferencial. 
Otros investigadores han explicado la inhibición del crecimiento de los folículos pequeños 
como una consecuencia del deterioro del ambiente endócrino. Por otro lado, existen 
estudios en diversos sistemas que han llevado a postular que la degradación proteolítica de 
proteínas de unión al factor de crecimiento tipo insulina por parte de los folículos ováricos 
constituirían un mecanismo de control para la selección de los folículos dominantes 
(revisado en Spicer, 2004).    
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Figura 1.7. Crecimiento folicular y ciclo estral. Diagrama esquemático del 

crecimiento folicular en el ciclo estral en la rata. Panel superior: niveles séricos de 
gonadotrofinas, indicando los días del ciclo: proestro (P), estro (E), metaestro (M), diestro (D). 
Panel inferior: crecimiento del folículo, representado como cambio en el tamaño relativo en 
función de los días de desarrollo (Richards, 1980).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.8. Esteroidogénesis. Representación del modelo dos células, dos 

gonadotrofinas. Regulación de la esteroidogénesis en el folículo ovárico: cooperación entre las 
células de la granulosa y de la teca. Las flechas negras representan pasos regulados 
positivamente. Esquema tomado de Lanuza G (1999) Tesis Doctoral. 
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1.2.5. Atresia folicular 
 
La atresia folicular es el proceso a través del cual degeneran los folículos que no 

fueron seleccionados para ovular (Hirshfield, 1991) y ocurre a través de muerte celular por 
apoptosis (Hsueh et al., 1994; Tilly, 1996).  

Existen en realidad dos tipos de procesos de degeneración celular en el ovario: 
degeneración de las células germinales (“attrition”), la cual es responsable de la pérdida del 
mayor número de ovocitos y ocurre en la etapa prenatal o perinatal, dependiendo de la 
especie; y degeneración folicular (atresia) que ocurre en la vida reproductiva postnatal (Tilly, 
1996).  

Se ha estimado que más del 99% de los folículos degeneran en atresia en la vida 
reproductiva de la mujer, mientras que aproximadamente un 77% se pierden en el ratón 
(Baker, 1963). Por lo tanto, el número de folículos que se desarrollan hasta un estadio 
preovulatorio es sustancialmente menor que el de aquellos que se pierden. Los folículos 
pueden volverse atrésicos en cualquier estadio del desarrollo, aunque en la mayoría de los 
mamíferos la mayor eliminación ocurre entre los estadios preantral tardío y antral temprano 
(Tilly, 1996) (Figura 1.6 y 1.7). 

Este es el momento en el que el crecimiento continuo es dependiente de 
gonadotrofinas, habiéndose demostrado, tanto in vivo como in vitro, que la exposición a FSH 
se requiere para evitar la atresia y continuar el desarrollo (Tilly et al., 1992; Chun et al., 
1994; Tilly et al., 1995). Los estrógenos son indispensables para el crecimiento y 
maduración del folículo, presentando los folículos atrésicos una relación 
estrógenos/andrógenos disminuida (Carson et al., 1981). El estradiol y los andrógenos 
regulan la apoptosis en células de la granulosa actuando como factores de supervivencia o 
atretogénicos, respectivamente (Billig et al., 1993).  

 
1.2.6. Cinética del crecimiento folicular 
 

La cinética del desarrollo folicular que se representa en la Figura 1.7 se ha 
establecido a partir del análisis de la dinámica folicular en el ratón, hámster y rata (Richards, 
1980). El panel superior representa el patrón de concentraciones circulantes de 
gonadotrofinas en siete ciclos estrales de 4 ó 5 días (Gay et al., 1970; Butcher et al., 1974). 
El pico de FSH y LH ocurre en la mañana del proestro, extendiéndose el de FSH hasta la 
mañana del estro. El panel inferior representa los cambios relativos en el tamaño folicular, 
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desde un folículo preantral temprano, con una o dos capas de células de la granulosa, hasta 
folículos antrales grandes.  

El folículo de de Graff, el cual ovula en respuesta al pico de gonadotrofinas de un 
ciclo, comenzó en realidad su crecimiento al menos 19 días antes, como parte de una 
población de folículos en crecimiento. Por lo tanto, una vez que un folículo fue reclutado 
para su crecimiento, se ve expuesto a 3 o más aumentos consecutivos de gonadotrofinas. 
En la rata adulta, la mayoría de estos folículos crecen continuamente hasta que, como 
folículos antrales pequeños, sufren atresia (Hirshfield y Midgley, Jr. 1978).  

Solamente unos pocos folículos entran a la etapa final de maduración. Se ha 
propuesto que el pico de hormonas del ciclo que precede a la ovulación selecciona de la 
población de folículos preantrales a aquellos que ovularán en el proestro siguiente 
(Welschen, 1973; Schwartz, 1974; Richards y Midgley Jr., 1976). 

El pico de hormonas gonadotróficas ejerce dos funciones. La LH induce la ovulación 
y luteinización, “eliminando” los folículos más grandes que se encuentran saludables en 
proestro. El aumento de FSH, probablemente junto con LH, selecciona para su crecimiento 
a la población de folículos de la cual emergerán aquellos que se ovularán el ciclo siguiente 
(Figura 1.7). 

El proceso hormonal que determina cuáles folículos finalmente ovularán involucra 
mecanismos de interacción entre secreciones ováricas (esteroides y factores de 
crecimiento) e hipofisarias, caracterizándose los folículos en crecimiento por una 
sensibilidad específica a los factores actuantes (Everett, 1964; Richards y Midgley Jr., 1976; 
Hsueh et al., 1984; Adashi y Rohan, 1992). 

 
1.2.7. Folículo preovulatorio y ovulación 
 

El folículo preovulatorio, también denominado folículo de de Graff, es el que presenta 
una esteroidogénesis más activa y una mayor respuesta a gonadotrofinas. Estudios en la 
rata han demostrado que las células de la granulosa del folículo en proestro expresan 
receptores de LH en alta concentración, produciendo elevados niveles de AMPc en 
respuesta al pico de gonadotrofinas (Uilenbroek y Richards, 1979). La LH, al igual que la 
FSH, estimula a la adenilato ciclasa para producir AMPc, quien activa a la proteína quinasa 
A (Richards et al., 1995). 

El pico de LH promueve la supresión de la expresión de la aromatasa, detiene la 
división celular (Rao et al., 1978; Robker y Richards, 1998) e incrementa la expresión de los 
genes responsables de la ruptura de la pared del folículo y la membrana basal. Uno de 
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estos genes codifica para el activador del plasminógeno, quien junto con otras enzimas y 
sus inhibidores está involucrado en la cascada de reacciones proteolíticas necesarias para 
la ovulación (Beers, 1975; Reich et al., 1985; Hagglund et al., 1996). 

Durante todo el desarrollo del folículo los ovocitos crecen hasta alcanzar su máximo 
tamaño, pero permanecen detenidos en la profase de la primera división meiótica (Figura 
1.6). Las células de la granulosa son, al menos en parte, las encargadas de mantener 
detenido al ovocito, mediante la secreción de inhibidores de la meiosis (Eppig, 1993).  
 Antes de la ovulación, pero después del pico de LH, se completa la primera división 
meiótica y el ovocito pasa a denominarse ovocito secundario, arrestado en metafase de la 
segunda división meiótica. La maduración del ovocito se observa por la ruptura de la 
vesícula germinal y la eliminación del primer corpúsculo polar (Eppig et al., 1994). 
Solamente si el ovocito es fertilizado se activará el mecanismo que determinará que se 
complete la segunda división meiótica (Figura 1.5). En respuesta al pico preovulatorio de 
gonadotrofinas se desencadena el proceso de mucificación o de expansión del cumulus, que 
se caracteriza por la activa secreción de ácido hialurónico y la expansión de la estructura de 
las células del cumulus (Eppig, 1982).  

El folículo preovulatorio representa el último estadio del desarrollo folicular. 
Posteriormente, sufrirá una serie de cambios morfológicos y funcionales en el proceso 
conocido como luteinización, comenzando un nuevo estadio de diferenciación. 

 
1.2.8. Regulación del desarrollo folicular 

 
La regulación del desarrollo folicular representa un proceso intrincado y 

exquisitamente coordinado, en el cual intervienen señales de diversos orígenes y 
naturaleza. La proliferación y diferenciación de las células de la granulosa involucra la 
transformación de la célula inmadura en una totalmente madura, bajo la influencia de 
señales hormonales endócrinas, parácrinas y autócrinas. Para realizar esta transformación, 
las células de la granulosa adquieren la capacidad de interactuar de manera específica y 
sincronizada con las señales hormonales que dirigen los procesos de crecimiento y 
maduración folicular. 

Si bien existe un vasto conocimiento sobre estos aspectos, constantemente se 
realizan hallazgos que echan luz sobre las facetas aún desconocidas de los mecanismos 
que gobiernan este proceso. A su vez, no dejan de describirse nuevas interacciones entre 
las distintas vías de señalización ya descriptas, lo que da como resultado el balance justo 
entre proliferación, diferenciación y apoptosis, necesario para llevar a cabo una correcta 
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función ovárica. Particularmente, en los últimos años se ha acumulado vasta evidencia de la 
importancia de la vía de las proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAPKs) en la 
función ovárica y en la función de las células de la granulosa en particular. Se ha 
demostrado que esta vía está involucrada en los procesos de proliferación, diferenciación 
(esteroidogénesis) y apoptosis, existiendo numerosas interacciones entre este camino de 
señalización y las vías clásicas mediadas por gonadotrofinas, el receptor de estrógenos, de 
progesterona o de glucocorticoides, entre otros (revisado en Tamura et al., 2004). 
 
1.2.8.1. Gonadotrofinas 
 

Los principales factores endócrinos que modulan el desarrollo folicular son las 
gonadotrofinas FSH y LH.  
 La LH juega un rol clave estimulando las enzimas responsables de la producción de 
andrógenos en las células de la teca e iniciando la diferenciación final de las células de la 
granulosa. Como se mencionó anteriormente, el pico de LH que se produce durante la 
ovulación induce una cascada de eventos que llevan a la reanudación de la maduración 
meiótica, la luteinización de las células de la granulosa, la expansión de las células del 
cumulus y finalmente la ruptura de la pared del folículo. Se ha sugerido recientemente que la 
acción de LH durante el proceso de ovulación podría estar mediada por factores parácrinos, 
miembros de la familia del factor de crecimiento epidérmico (EGF) (Park et al., 2004; 
Ashkenazi et al., 2005).  
 Los receptores de LH se expresan en las células tecales y sólo se encuentran en 
células de la granulosa de folículos preovulatorios grandes (Amsterdam et al., 1975; 
Richards et al., 1976). El tratamiento con FSH, tanto in vitro como in vivo, induce la 
expresión de receptores para LH en células de la granulosa (Erickson et al., 1979; Piquette 
et al., 1991). A su vez, la inducción de los receptores para LH por FSH, es aumentada por la 
presencia de estrógenos (Rani et al., 1981). Tanto los ratones hembras knockout para el 
receptor de LH como aquellas que son deficientes en la subunidad β, son infértiles. Los 
folículos son capaces de alcanzar el estadio antral pero luego degeneran (Zhang et al., 
2001; Ma et al. 2004). Si bien esta hormona glicoproteica no es esencial para completar el 
desarrollo folicular in vitro, el agregado de dosis bajas de LH durante el cultivo de folículos 
aumenta el grado de formación de la cavidad antral y mejora la maduración meiótica del 
ovocito (Cortvrindt et al., 1998).  
 La FSH ejerce sus funciones a través de receptores específicos que se localizan 
exclusivamente en células de la granulosa. El receptor de FSH, al igual que el receptor de 
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LH, son proteínas integrales de membrana con siete dominios transmembrana 
característicos de los receptores acoplados a proteína G. La unión de la hormona a su 
receptor promueve, a través de una proteína G, la activación de la adenilato ciclasa, la cual 
incrementa los niveles de AMPc. La proteína quinasa A transduce la señal del AMPc (Taylor 
et al., 1990), resultando en la fosforilación de un gran número de proteínas en serina y 
treonina y en cambios específicos en la expresión de genes (Richards, 1994). Un factor 
transcripcional de unión a elementos con respuesta a AMPc (CREB) es capaz de ser 
activado por fosforilación por proteína quinasa A (Richards, 1994). La interacción de CREB 
con otros factores de transcripción determinará la expresión de ciertos genes, como por 
ejemplo los correspondientes a las enzimas esteroidogénicas (Oonk et al., 1990; Fitzpatrick 
y Richards, 1994). 

En la rata, estudios in vivo e in vitro indican que la FSH incrementa la expresión de 
sus propios receptores en células de la granulosa (Richards et al., 1976; Ireland y Richards, 
1978). Esta auto-regulación de los receptores para FSH en células de la granulosa es 
amplificada por el estradiol, aunque el esteroide no modifica la expresión basal (Louvet y 
Vaitukaitis, 1976; Ireland y Richards, 1978). Consecuentemente, cambios en la producción 
de estradiol por los folículos preantrales seleccionados podrían modular la respuesta a FSH 
a través de un aumento del número de receptores para la gonadotrofina. 

El rol esencial de FSH durante el crecimiento folicular antral in vivo se encuentra 
bien establecido. Las hembras deficientes en FSHβ o aquellas knockout  para el receptor de 
la hormona son infértiles (Kumar et al., 1997; Abel et al., 2000). En dichos animales, se 
observaron todos los estadios foliculares hasta el estadio preantral, pero no se ha descripto 
posterior desarrollo folicular ni ovulación. Estos experimentos indican claramente el papel 
fundamental que juega FSH en los folículos antrales tempranos para el posterior crecimiento 
y diferenciación.   

A su vez, FSH interactúa con varios factores de crecimiento para inducir el 
crecimiento folicular, tales como el ligando kit (KL), EGF, activina A, inhibina, BMP-15 
(proteína morfogénica ósea-15) o el factor de crecimiento similar a insulina tipo 1 (IGF-1). 
Estos reguladores intraováricos median el efecto de las gonadotrofinas al regular las 
interacciones celulares a través de mecanismos autócrinos y parácrinos (revisado en 
Erickson y Shimasaki, 2001). 

Desde hace muchos años se ha reconocido que la FSH induce la proliferación de 
células de la granulosa, y en la última década se ha comprendido el mecanismo molecular 
de su acción mitogénica. Se ha demostrado que la FSH esta involucrada directamente en la 
activación de la expresión de ciclina D2 en células de la granulosa de rata en cultivo, siendo 
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la ciclina D un componente esencial para la progresión en la fase G1 del ciclo celular 
(Robker y Richards, 1998). En el ratón deficiente en ciclina D2, no hay respuesta 
proliferativa a FSH, lo que conduce a la esterilidad de las hembras (Sicinski et al., 1996). Si 
bien en estos animales la gonadotrofina no desencadena el crecimiento folicular, es capaz 
de aumentar la producción de estradiol, indicando que la transducción de señales de FSH 
se encuentra intacta. Recientemente, se ha reportado que el efecto inductor que ejerce FSH 
sobre ciclina D2 se debe a la liberación del represor FOXO1 mediada por activación de PI3K 
(fosfatidil-inositol-3-quinasa) y Akt, acoplado a señales positivas de la vía de TGF-β (Park et 
al., 2005). 
 Por otro lado, una de las principales acciones de FSH es la de promover la síntesis 
de estradiol a través de la inducción de la enzima P450 aromatasa en células de la 
granulosa, la cual convierte andrógenos a estrógenos (Armstrong y Papkoff, 1976; Ericsson 
y Hsueh, 1978). La biosíntesis de estradiol requiere de la interacción de las células de la 
granulosa con las células de la teca. Las hormonas esteroideas son por su parte los más 
conocidos e inicialmente mejor caracterizados productos de secreción del folículo. En todos 
los mamíferos, las células involucradas en la esteroidogénesis folicular pertenecen a dos 
tipos celulares básicos: las células de la teca interna de la envoltura folicular y células 
intersticiales ováricas que responden a LH; y las células de la granulosa que son sensibles a 
FSH y que sólo posteriormente en la maduración folicular adquirirán la capacidad de 
responder a la LH. Estos dos tipos celulares cumplen particulares funciones en el proceso 
de esteroidogénesis, encontrándose reguladas por distintas hormonas y otros factores y por 
la expresión de distintas enzimas esteroidogénicas. La cooperación entre las células de la 
teca y de la granulosa en la biosíntesis de estrógenos constituye lo que se conoce como la 
teoría de dos células, dos gonadotrofinas (Gore-Langton y Armstrong, 1988) (Figura 1.8). 

Los esteroides más abundantes producidos por la teca madura son los andrógenos 
(fundamentalmente androstenodiona), generados por metabolismo de colesterol. La acción 
de la LH, a través de receptores específicos presentes en la célula de la teca en todos los 
estadios foliculares, provee el principal estímulo para las actividades esteroidogénicas 
(Fortune y Armstrong, 1977; Tsang et al., 1979). Los andrógenos producidos pueden 
difundir a través de la membrana basal y alcanzar las células de la granulosa.  
 En las células de la granulosa, las vías esteroidogénicas se encuentran organizadas 
principalmente para el metabolismo de esteroides C19 (andrógenos) y para la síntesis de 
novo de progesterona y sus metabolitos C21 (Hsueh et al., 1984). Las células de granulosa 
responden a FSH incrementando la actividad de aromatización, lo cual promueve la 
conversión de los andrógenos sintetizados por las células tecales a estrógenos (Ericsson y 
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Hsueh, 1978; Hsueh et al., 1984). Por otra parte, la vía de biosíntesis de progesterona en 
células de la granulosa es típica de todas las células esteroidogénicas. Esta vía involucra la 
conversión de colesterol en pregneneolona y su posterior metabolismo hacia progesterona. 
  In vivo, FSH es esencial no solo para la esteroidogénesis y  la diferenciación de las 
células de la granulosa, sino también para la formación del antro. Además, FSH regula la 
conexión transzonal entre el ovocito y las células de la granulosa que lo rodean (Albertini et 
al., 2001). 
 
1.2.8.2. Estrógenos 
 

De los dos subtipos de receptores para estrógenos que se han descripto (el receptor 
de estrógenos-α y el receptor de estrógenos-β, ERα y ERβ, respectivamente), las células de 
la granulosa expresan mayoritariamente el subtipo β (Wang et al., 2000). Actualmente se 
sabe que los ERs pueden estar localizados en varios sitios dentro de la célula, 
contribuyendo potencialmente a la acción global de los estrógenos.  

 
1.2.8.2.1. Acciones clásicas y acciones no genómicas de los estrógenos 
 

Los efectos de los estrógenos pueden estar mediados por distintas vías (revisado en 
Nilsson et al., 2001; Hall et al., 2001). Clásicamente, luego de la unión del ligando el ER  
nuclear sufre un cambio conformacional, dimeriza con un segundo ER e interactúa con las 
regiones reguladoras del ADN correspondientes (elementos de respuesta a estrógenos, 
EREs), activando o reprimiendo la transcripción de los genes que se encuentran río abajo. 
Alternativamente, un segundo mecanismo involucra la interacción del ER nuclear unido al 
estradiol con otros factores de transcripción, como la proteína activadora 1 (AP-1) o Sp-1, 
quienes a su vez se unen a sus elementos de respuesta respectivos en el ADN (revisado en 
Hall et al., 2001). Esto lleva a alteración en la cromatina, desenrollado de las histonas e 
interacciones con componentes de la maquinaria basal de transcripción. En ambos 
escenarios, el reclutamiento de coactivadors (y desplazamiento de co-represores) a los 
sitios de unión del ADN modula la expresión génica. Estudios in vitro han mostrado que en 
presencia de estradiol, homodímeros de ambos ER inducen la expresión de genes 
reporteros unidos a un ERE (activación génica directa), mientras que la inducción de genes 
bajo sitios de unión AP-1 (activación génica indirecta) solo se verifica por homodímeros ERα 
unidos a estradiol (Paech et al., 1997). 
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Posteriormente, se describió que también puede ocurrir señalización a través de 
ERs expresado en la membrana celular (revisado en Levin, 2003). Las acciones del 
estradiol mediadas por estos receptores se verifican en forma rápida y son denominadas 
“acciones no genómicas” de los estrógenos. Estos ERs señalizan principalmente a través de 
acoplamiento, directo o indirecto, con proteínas G.  

La interacción entre los ERs ubicados en la membrana con los ERs nucleares puede 
estar mediada por receptores de factores de crecimiento con actividad de tirosina quinasa, 
como el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) o el receptor del factor de 
crecimiento similar a insulina de tipo I (IGF-IR). Estos receptores de factores de crecimiento 
transmiten la señal a quinasas como ERK (quinasa regulada por señales extracelulares) o 
PI3K, quienes fosforilan y activan los ERs nucleares dentro de sus dominios AF-1. Este 
proceso puede ocurrir también en ausencia de esteroides, activándose la vía de las MAPKs 
por factores de crecimiento (revisado en Hall et al., 2001; Nilsson, 2001). La relación entre 
los efectos de los estrógenos iniciados en membrana y los genómicos es extremadamente 
compleja, involucrando también fosforilación de coactivadores iniciada en la membrana y el 
rectlutamiento de estas proteínas al transcriptosoma (revisado en Levin, 2005). 

Por último, también se han descripto ERs de ubicación citoplasmática, algunos de 
los cuales se encuentran localizados en la mitocondria. Actualmente, no se ha determinado 
la función de este pool de ERs (revisado en Levin, 2005).  
 Por lo tanto, en respuesta a estrógenos, la transducción de la señal puede modular 
tanto eventos transcripcionales como no-transcripcionales, impactando en la función celular 
con acciones prolongadas o rápidas.  

Como se mencionó anteriormente, las células de la granulosa sufren una serie de 
divisiones celulares repetidas durante el desarrollo folicular. Si bien la FSH es un estímulo 
fundamental para promover la división de las células de la granulosa (Goldenberg et al., 
1972), los estrógenos constituyen un mitógeno importante para estas células (Pencharz, 
1940).  

El patrón de proliferación y diferenciación de células de la granulosa, el cual 
caracteriza el desarrollo natural del folículo, puede reproducirse en ratas hipofisectomizadas 
por un régimen hormonal específico (Rao et al., 1978; Richards, 1980). Inyecciones de 
estradiol durante 3 días seguidas por la aplicación de FSH durante 2 días, estimula la 
proliferación de células de la granulosa y el crecimiento del folículo hasta un estadio 
preovulatorio. Esta combinación de hormonas incrementa el contenido de ADN y la 
proporción de células de la granulosa marcadas después de administrar [3H]-Timidina in vivo 
(Rao et al., 1978). 
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En ratas hipofisectomizadas, el desarrollo folicular se detiene en el estadio preantral 
(Richards, 1980). Un bloqueo similar en la foliculogénesis ocurre en animales con 
mutaciones que provocan deficiencia, desregulación o insensibilidad a gonadotrofinas, como 
los modelos de ratón hipogonadal (Mason et al., 1986), con deleción de la subunidad (de 
FSH (Kumar et al., 1997) o del receptor de la hormona (Dierich et al., 1998). Los ratones 
deficientes en el receptor de estrógenos tipo-α también presentan crecimiento folicular 
anormal e infertilidad (Lubahn et al., 1993), aunque el desarrollo de los folículos hasta 
estadio antral se debería a la presencia del receptor de estrógenos tipo-β en las células del 
folículo (Byers et al., 1997). Estos modelos han indicado que gonadotrofinas y estrógenos 
son los principales factores tróficos que controlan la proliferación y diferenciación de células 
de la granulosa in vivo, en fases posteriores al folículo preantral. 

El efecto mitogénico de estas hormonas ha sido difícil de demostrar en los sistemas 
de cultivo comúnmente utilizados para el estudio de la diferenciación de células de la 
granulosa (Hsueh et al., 1984). Resultados de distintos laboratorios han demostrado que 
tanto FSH como estradiol, cuando se administran de manera separada, ejercen efectos 
inhibitorios sobre el crecimiento de células de la granulosa (Feng et al., 1986; Dodson y 
Schomberg, 1987; Hammond y English, 1987; Reilly et al., 1996). Sin embargo, utilizando un 
sistema de cultivo de células de la granulosa de rata en alta densidad, la combinación de 
FSH y esteroides sexuales, en concentraciones fisiológicas, puede ejercer un efecto de 
estimulación pronunciado sobre la síntesis de ADN (Bley et al., 1997). Actualmente se 
acepta que en los efectos proliferativos del estradiol están involucradas las acciones no-
genómicas de los estrógenos, en las cuales participa, como se explicó anteriormente, la vía 
de las MAPKs u otras quinasas como la PKA –proteína quinasa A- (revisado en Nilsson et 
al., 2001; Levin, 2003; Levin, 2005). 
 Los estrógenos ejercen, como se deduce de todo lo expuesto, una acción crítica a 
nivel ovárico (Williams, 1945; Goldenberg et al., 1972). A nivel de las células de la 
granulosa, los estrógenos promueven la división celular (Bradbury, 1960; Rao et al., 1978) y 
ejercen un efecto antiatrético directo (Payne y Hellbaum, 1955; Ingraham, 1959). Por otro 
lado, el estradiol y sus agonistas tienen una función importante en la promoción de uniones 
estrechas intracelulares (Merk et al., 1972; Burghardt y Matheson, 1982; Stein et al., 1991), 
en el agrandamiento del antro y en el aumento de sus propios receptores (Richards, 1980).  
A su vez, amplifican la expresión de receptores de FSH y LH estimulados por FSH (Louvet y 
Vaitukaitis, 1976; Richards et al., 1979) y la acción de FSH sobre inducción de la aromatasa 
(Hadshi y Hsueh, 1982). Esto último implica que los estrógenos regulan la propia producción 
de estradiol por las células de la granulosa (Figura 1.8). La capacidad de los estrógenos de 
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aumentar la actividad de la enzima que los forma a partir de andrógenos, sería responsable 
del aumento exponencial de los niveles de estradiol. Se ha sostenido que esta forma de 
auto-amplificación podría jugar un papel central en el proceso de selección folicular y en el 
establecimiento de la dominancia (Hsueh et al., 1984). El(los) folículo(s) seleccionado(s) 
reducen los niveles de FSH a través de la alta producción de estradiol, impidiendo así la 
maduración de otros folículos. Sin embargo, los folículos seleccionados continúan su 
desarrollo aún con los niveles de FSH disminuidos. 
 
1.2.8.2.2. Catecolestrógenos 
 
 Los estrógenos primarios, estradiol y estrona, son capaces de sufrir reacciones de 
hidroxilación en los carbonos C2 y C4 del anillo A, dando lugar a la formación de 
compuestos llamados catecolestrógenos (2-hidroxiestradiol -2OHE- y 4-hidroxiestradiol -
4OHE-, respectivamente). Estas reacciones son catalizadas por las enzimas pertenecientes 
al citocromo P450 1A1 y 1B1 (CYP1A1 y CYP1B1), respectivamente. Estos grupos hidroxilo 
en las posiciones C2 y C4 pueden ser luego O-metilados por la enzima catecol-O-metil- 
transferasa (COMT) para formar metoxiestrógenos, como el 2-metoxiestradiol -2MOE- 
(Figura 1.9).  
 Se ha planteado un rol regulador local para los catecolestrógenos, generados in situ, 
en varios tejidos blanco de estrógenos. En particular, estos compuestos han sido 
propuestos, junto con los factores de crecimiento, como factores que ejercen mecanismos 
de regulación intraováricos o autócrinos/parácrinos en el desarrollo folicular. Se ha 
reportado que el 2OHE, el más estudiado de los catecolestrógenos, está presente en 
concentraciones del orden de nanomolar en el fluido folicular. Además, las enzimas 
responsables de convertir al estradiol en estos compuestos se expresan de forma 
abundante en células de la granulosa y de la teca y su actividad aumenta durante el 
desarrollo folicular en cerdo (revisado en Spicer y Hammond, 1989). Como se mencionó 
anteriormente, la expresión de estas hidroxilasas está regulada a nivel transcripcional por el 
AHR. 
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 Figura 1.9. Esquema de la biosíntesis de catecolestrógenos dentro del folículo 
ovárico. El estradiol es preferentemente convertido a 2-hidroxiestradiol vía una 2-hidroxilasa 
(CYP1A1) y posteriormente metabolizado a 2-metoxiestradiol por medio de la catecol-O-
metiltransferasa (COMT). El mismo camino es seguido también por la estrona (Spicer y 
Hammond, 1989). 
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Se ha demostrado que el efecto del 2OHE sobre la diferenciación folicular es 
comparable con el de estradiol y gonadotrofinas, y mayor que el de catecolaminas y 
andrógenos. Distintos estudios han mostrado que la acción del 2OHE es mediada por un 
mecanismo distinto de los que median los efectos de otras clases de hormonas (revisado en 
Spicer y Hammond, 1989). Este catecolestrógeno puede también intensificar las acciones 
de otras hormonas tróficas, epinefrina, LH y FSH, mediante la generación de un aumento en 
la producción de cAMP estimulada por hormonas. Otros estudios han sugerido que el 2OHE 
y su derivado O-metilo tendrían un efecto inhibitorio sobre la replicación de células de la 
granulosa (revisado en Spicer y Hammond, 1989). Dados todos estos antecedentes, se 
plantea que la interacción entre catecolestrógenos, catecolaminas y gonadotrofinas serían 
un mecanismo de regulación importante durante el desarrollo folicular.     
 Sin embargo, los catecolestrógenos pueden ejercer efectos que difieren 
marcadamente de aquellos ejercidos por el estradiol, dependiendo del tejido, la especie y el 
parámetro estudiado. El papel fisiológico de estos compuestos no se ha establecido hasta el 
momento en forma fehaciente, sin embargo numerosas evidencias experimentales 
indicarían que los mismos podrían jugar un papel relevante en la tumorigénesis mamaria.  
Según una de las hipótesis imperantes, el 2HOE promovería la formación de tumores 
mientras que el 2MOE tendría una importante acción antitumoral (Mukhopadhyay y Roth, 
1998; Schumacher et al., 1999). Más aún, se ha encontrado cierta correlación entre el 
predominio de la 2-hidroxilación sobre la 4-hidroxilación y la formación de tumores 
estrógeno dependientes (Liehr y Ricci, 1996).  

El hecho de que el 4HOE sea capaz de ejercer efectos tróficos a nivel uterino aún en 
ratones en los que se ha delecionado el receptor nuclear de estrógenos α o en presencia de 
bloqueantes de los receptores α y β (Das et al., 1997) ha llevado a postular la existencia de 
un mecanismo alternativo para la acción de este esteroide. 

Por otra parte, el 2MOE ejerce un marcado efecto antiproliferativo en tejidos donde 
el estradiol es mitogénico (Zhu y Conney, 1998). Su mecanismo de acción podría diferir 
radicalmente del esquema clásico de acción de hormonas esteroideas, habiéndose 
propuesto un efecto a nivel de microtúbulos (D'Amato et al., 1994).   

Todos los estudios referidos a la acción de catecolestrógenos en ovario se han 
centrado en la diferenciación celular, fundamentalmente en la regulación de la 
esteroidogénesis. Sin embargo ciertas evidencias experimentales en otros órganos blanco 
indicarían que es a nivel de la regulación de la proliferación celular donde podrían 
observarse mayores diferencias con respecto a la acción clásica de los estrógenos. 
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Hasta el momento, no se ha dilucidado la regulación fisiológica de las enzimas 
responsables de la formación de estos metabolitos a nivel ovárico, aunque existen 
evidencias de cambios en la expresión asociados al desarrollo folicular (Leighton et al., 
1995) y se ha reportado inducción de los transcriptos para las enzimas CYPs por estrógenos 
in vitro y en líneas celulares (revisado en Tsuchiya et al., 2005).  

Sobre la base de varios estudios realizados en distintas especies, se sostiene 
actualmente que la interacción entre los catecolestrógenos y las gonadotrofinas (entre otros) 
sería un importante mecanismo de regulación durante el desarrollo folicular (revisado en 
Spicer y Hammond, 1989). 

 
1.2.8.3. Reguladores peptídicos intraováricos 
 

Si bien las hormonas hasta ahora mencionadas ejercen un papel fundamental en el 
control del desarrollo folicular, se sabe que factores peptídicos intraováricos modulan 
localmente sus acciones (Adashi y Rohan, 1992; Greenwald y Roy, 1994). La participación 
de factores parácrinos y autócrinos, quienes sensibilizan a la acción de gonadotrofinas, 
constituyen un mecanismo que explica la estimulación del crecimiento de las células de la 
granulosa por estas hormonas en la selección folicular. Además, los estadios más 
tempranos del crecimiento folicular se asumen independientes de las gonadotrofinas 
circulantes (Greenwald y Roy, 1994; Richards, 1980), por lo que se acepta que la iniciación 
del crecimiento folicular está regulada por factores ováricos que actúan de forma autócrina y 
parácrina. Aún después de la formación del antro, cuando el desarrollo folicular es 
dependiente de las gonadotrofinas y los estrógenos, los procesos de crecimiento y selección 
folicular no son explicables exclusivamente por acción de estas hormonas. 

Se ha descripto y estudiado en detalle el importante efecto que tienen sobre la 
función ovárica los factores de crecimiento y diferenciación. Algunos de estos factores con 
funciones autócrinas/parácrinas sobre las células ováricas son el IGF (I-III, factor de 
crecimiento similar a insulina de tipo I a III); IGF-BPs (proteínas ligadoras de factor de 
crecimiento similar a insulina); EGF (factor de crecimiento epidérmico); TGF-β (factor de 
crecimiento transformante de tipo β); Activina; Inhibina; Folistatina; TNF-α (factor de necrosis 
tumoral-α); GDF-9 (factor de crecimiento y diferenciación 9); BMP-3 (proteína morfogénica 
ósea-3) y BMP-15 (proteína morfogénica ósea-15), entre otros. Sus acciones han sido 
caracterizadas en término del crecimiento y la diferenciación en los distintos pasos dentro de 
la foliculogénesis, la formación y la maduración del ovocito (como ejemplo, ver revisión en 
van den Hurk y Zhao, 2005; Demeestere et al., 2005).  



Introducción general 32

 En la Figura 1.10 se muestra un esquema que muestra sintéticamente varios de los 
factores endócrinos, parácrinos y autócrinos involucrados en el control del desarrollo 
folicular. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.10. Factores involucrados en el control del desarrollo folicular: control 

negativo (flechas rojas) y control positivo (flechas amarillas). GDF, factor de crecimiento y 
diferenciación-9; KGF, factor de crecimiento de queratinocitos; GH, hormona de crecimiento; 
IGF-I, factor de crecimiento similar a insulina-I; KL, ligando kit; LIF, factor inhibidor de leucemia; 
EGF, factor de crecimiento epidermal; BMP-15, proteína morfogénica ósea-15; HGF, factor de 
crecimiento de hepatocito; MIS, sustancia inhibitoria mulleriana; FSH, hormona folículo 
estimulante; LH, hormona luteinizante; R-LH y R-FSH, receptores para LH y FSH; Testo, 
testosterona; GCs, células de la granulosa. Tomado de Demeestere et al., 2005  
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1.2.8.4.  Regulación por ligandos del receptor de aril hidrocarburos  
 

Los procesos reproductivos y del desarrollo reflejan una cadena de eventos 
intrincada y altamente regulada que requiere de la integración precisa de un sistema 
endócrino, parácrino y autócrino funcional. Los químicos ambientales exógenos que imitan, 
inhiben o modulan los mensajes endócrinos endógenos pueden inevitablemente producir 
alteraciones en el desarrollo folicular y en otros procesos que ocasionarán perturbaciones 
en las funciones reproductivas.  

Se ha demostrado que los ligandos del AHR como el TCDD y compuestos 
relacionados alteran el crecimiento y la diferenciación celular, y afectan la homeostasis y el 
balance hormonal, modulando tanto la inducción de enzimas y factores de crecimiento como 
a sus respectivos receptores (DeVito y Birnbaum, 1995). Se ha reportado que TCDD puede 
alterar la esteroidogénesis tanto en la fase folicular como en la luteal del ciclo ovárico del 
cerdo (Gregoraszczuk, 2002). Además, los compuestos xenobióticos pueden actuar de una 
manera estrogénica o antiestrogénica (revisado en Safe y Krishnan, 1995), alterar los 
niveles de tiroxina (Van Birgelen et al., 1995) y de varios factores de crecimiento (incluyendo 
sus receptores) (Abbott y Birnbaum, 1990; Dohr et al., 1994), modular la expresión de 
glucocorticoides (Abbott et al., 1994; Abbott, 1995), inducir apoptosis en ovocitos, llevando a 
falla ovárica prematura, o en células germinales ováricas de fetos en desarrollo (Matikainen 
et al., 2001; Matikainen et al., 2002),  o adelantar la transición a la senescencia reproductiva 
en ratas (Franczak et al., 2006). Por otro lado, basado en experimentos de varios 
laboratorios realizados en distintas especies, se han descripto interacciones entre el AHR y 
los receptores de hormonas esteroideas y la participación de este receptor en la regulación 
del eje hipotálamo-hipófisis-gonadal (revisado en Pocar et al., 2005).  

El intento de evaluar el rol del AHR en ausencia de la activación por compuestos 
xenobióticos llevó a la producción de ratones deficientes en el Ahr por parte de tres grupos 
de investigación independientes (Fernandez-Salguero et al., 1995; Schmidt et al., 1996; 
Mimura et al., 1997). Esos modelos de animales knockout mostraron una gran variedad de 
deficiencias reproductivas complejas en los ratones hembras con ausencia de expresión del 
Ahr, incluyendo muerte durante la preñez y la lactancia de las hembras -/-, un tamaño menor 
de crías al nacimiento, una pobre supervivencia de las crías durante las dos semanas 
posteriores al nacimiento y muerte de las crías -/- luego del destete. El pobre éxito 
reproductivo en estos animales carentes del AHR refleja probablemente la disrupción de 
múltiples procesos biológicos. Un análisis más extensivo de los animales -/- de más edad 
mostró hipertrofia uterina con trombosis y mineralización de los vasos serosos (Fernandez-
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Salguero et al., 1997). Además, se observó un número aumentado de folículos primordiales 
en las hembras -/- de 2 a 4 días de edad (Benedict et al., 2000; Robles et al., 2000). Las 
hembras carentes del Ahr mostraron a los 53 días de edad un número disminuido de 
folículos antrales (Benedict et al., 2000) y resistencia a sufrir apoptosis por parte de las 
células germinales (Robles et al., 2000). Estos resultados indican que el número disminuido 
de folículos antrales observado en las hembras knockout para el Ahr podría ser insuficiente 
para llevar a cabo la síntesis hormonal necesaria durante la preñez y la lactancia.  
 Más aún, otro estudio ha sugerido que la deleción del Ahr causa perturbaciones en 
el crecimiento folicular y, concomitantemente, reduce el número de folículos que ovulan y 
transforman en cuerpo lúteo (Benedict et al., 2003). Esto podría implicar al AHR como un 
novedoso regulador de la ovulación. En concordancia con esta hipótesis, se ha demostrado 
que el pico de gonadotrofina ovulatoria induce la expresión del gen Ahr en el ovario del 
macaco (Chaffin et al., 1999) y se ha sugerido un rol directo de la vía de señalización del 
AHR en la reanudación de la meiosis  en ovocitos de mamíferos (Pocar et al., 2004). 
Además, se ha reportado que el AHR está involucrado en la inducción de la expresión de la 
aromatasa (Baba et al., 2005). 
 Por lo tanto, el factor de transcripción bHLH AHR parece tener un prominente rol 
funcional en la reproducción femenina, haciendo que resulte de gran interés la realización 
de investigaciones en este campo. 
 
 
 
1.3. Modelo experimental: cultivos primarios de células de la  granulosa 

 
Numerosos laboratorios han estudiado la maduración de las células de la granulosa in 

vitro y han dilucidado el control hormonal de su diferenciación, estudiando aspectos como la 
biosíntesis de esteroides, la regulación de los receptores de gonadotrofinas, la 
comunicación intercelular o la regulación de la expresión de diversos genes involucrados en 
estos procesos (Hsueh et al., 1984). Sin embargo, los mecanismos de regulación de la 
proliferación de estas células han sido comparativamente menos estudiados. 

Un número importante de los estudios originales se ha realizado en medio de cultivo 
suplementado con suero. Éste provee nutrientes, factores de crecimiento y hormonas que 
facilitan la adhesión celular, el mantenimiento y el crecimiento de las células in vitro. Sin 
embargo, las células de la granulosa in vivo están separadas de los vasos sanguíneos y de 
las células de la teca por una membrana basal que rodea al folículo, la cual disminuye el 
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acceso a numerosos factores presentes en la circulación. El reemplazo del suero por 
medios definidos ha puesto en evidencia respuestas que permanecían enmascaradas por 
su presencia. 

Los experimentos presentados en esta tesis han sido realizados utilizando un modelo 
experimental que permite el estudio de los factores que controlan la proliferación (y también 
la diferenciación) de células foliculares. Dicho modelo ha sido desarrollado y validado en el 
laboratorio (Bley et al., 1991) y consiste en cultivo de células de la granulosa obtenidas de 
folículos preantrales de ratas inmaduras luego del tratamiento de las mismas con implantes 
conteniendo dietilstilbestrol (DES), un agonista de estrógenos. Las células son cultivadas 
sobre una matriz de colágeno y mantenidas en medio definido, libre de suero, en presencia 
de diferentes factores. 

El modelo experimental elegido provee una serie de ventajas: las células se encuentran 
en un estado relativamente indiferenciado; el tratamiento con estrógenos in vivo induce la 
formación de múltiples folículos preantrales y provee un número de células relativamente 
homogéneas en un mismo estado de desarrollo; el aislamiento de las células no requiere 
tratamiento con enzimas; el cultivo en medio libre de suero permite estudiar el efecto de 
gonadotrofinas, esteroides, factores peptídicos y otros compuestos sin interferencia del 
suero; los cultivos primarios de granulosa, a diferencia de la mayoría de las líneas celulares 
obtenidas, mantienen respuesta hormonal y funciones fisiológicas semejantes a las 
condiciones in vivo, tanto en la  modulación del crecimiento como en la regulación de la 
esteroidogénesis.  

Sin embargo, si bien los cultivos celulares constituyen un medio conveniente y 
reproducible para estudiar la regulación hormonal del crecimiento y diferenciación, 
presentan las siguientes limitaciones: los métodos in vitro no tienen en cuenta cambios en la 
vasculatura y microcirculación folicular, importante para el acceso de hormonas a los 
folículos in vivo; el cultivo de células aisladas no tiene en cuenta las interacciones entre 
distintos tipos celulares como con las células de la teca o la relación con los complejos 
cumulus-ovocito; el cultivo celular no tienen en cuenta la heterogeneidad estructural y 
funcional de las subpoblaciones de células de granulosa en un folículo dado. 
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1.4.  Objetivos 
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Objetivo general 
 

En el desarrollo del folículo ovárico, las células de la granulosa tienen la capacidad 
de interactuar de manera específica con las señales hormonales, parácrinas y autócrinas 
que llegan a estas células y dirigen los procesos de crecimiento y maduración folicular. 
Existen evidencias de que el receptor de aril hidrocarburos, activado por su aún no 
identificado ligando endógeno o por contaminantes ambientales, ejercería una importante 
regulación sobre los procesos mencionados. 

 
Por lo tanto, el objetivo general de esta tesis es estudiar el rol del receptor de aril 

hidrocarburos en la regulación de la función de las células de la granulosa. 
 
 
Objetivos particulares 
 

A los efectos de facilitar la presentación y el análisis de los resultados obtenidos, esta 
tesis ha sido dividida en dos módulos. El primero trata sobre la acción que ejerce el receptor 
de aril hidrocarburos en la regulación de la función de las células de la granulosa, mientras 
que el segundo detalla la regulación de la expresión del receptor en estas células ováricas. 

 
Los objetivos particulares de cada módulo son: 

 
I.    - Determinar el efecto de distintos compuestos descriptos como ligandos del receptor  de 

aril hidrocarburos sobre la proliferación de las células de la granulosa de rata, tanto en 
condiciones control como en presencia de las hormonas clásicas que regulan la 
función de estas células. 

 
- Verificar la participación del receptor de aril hidrocarburos en los efectos hallados. 

 
- Establecer si ligandos del receptor de aril hidrocarburos tienen la capacidad de   

modular la producción de estradiol por parte de las células de la granulosa. 
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- Estudiar el efecto de los catecolestrógenos, cuya síntesis es llevada a cabo por 

enzimas reguladas transcripcionalmente por el receptor de aril hidrocarburos,  sobre la 
proliferación de las células de la granulosa, determinando si ejercen efectos 
diferenciales con respecto al estradiol. 

 
 

II. - Estudiar la posible regulación fisiológica de la expresión del receptor de aril 
hidrocarburos en células de la granulosa, determinando los puntos de modulación 
implicados.  
 

- Analizar el efecto de la activación del receptor de aril hidrocarburos sobre su propia 
expresión y sobre la respuesta desencadenada en células de la granulosa, 
determinando los mecanismos subyacentes.   
 

 
   



 
 
 
 
 

2. Materiales y Métodos 
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2.1. Reactivos 
 

La FSH ovina (NIDDK-oFSH-20) se obtuvo del National Hormone and Pituitary 
Program. Los catecolestrógenos 2-hidroxiestradiol, 4-hidroxiestradiol y 2-metoxiestradiol 
fueron provistos por Steraloids, INC (Newport, USA). ICI 182,780 fue obtenido por Tocris 
(Ballwin, MO, USA). La [metil-3H]-Timidina se obtuvo de Dupont NEN Research Products 
(Boston, MA). L-triptofano fue provisto por ICN Biomedicals y lactacistina por Calbiochem, 
EMD Biosciences, Inc. Dietilstilbestrol (DES), 17β-estradiol (estradiol) y el resto de los 
reactivos fueron provistos por SIGMA (St. Louis, MO, USA), excepto donde se especifica lo 
contrario. 

El colágeno fue preparado a partir de cola de rata como se describió previamente 
(Bley et al., 1992).  
 
 

2.2. Obtención y cultivo de células de la granulosa   

 
Ratas inmaduras (21 a 23 días) de la cepa Sprague-Dawley mantenidas en la 

colonia del instituto con comida y agua ad libitum fueron tratadas con implantes de 
dietilstilbestrol (5mg DES/implante) durante 4 días (Bley et al., 1992). Los procedimientos 
utilizados están revisados y aprobados por el Comité de Investigación Animal de nuestra 
institución, quienes siguen los lineamientos del National Institute of Health, USA. Las células 
de la granulosa fueron preparadas y cultivadas como se ha descripto previamente (Bley et 
al., 1992). Concisamente, los ovarios fueron liberados de tejido conectivo y adiposo y se 
trataron secuencialmente con una solución de EGTA 6,8 mM y sacarosa 0,5 M en medio de 
cultivo (DMEM:F12, conteniendo Hepes 10 mM, pH:7,4). Las células de la granulosa fueron 
obtenidas por extrusión a través de una malla de nytex (Nytex 50, Geneva, Switzerland) y 
resuspendidas en medio de cultivo. Para eliminar las células de la teca/intersticiales 
contaminantes, la suspensión cruda de células de la granulosa fue sembrada en una 
solución de Percoll 40% en solución fisiológica y centrifugada a 400 x g durante 20 min. La 
capa de células de la granulosa purificadas se aspiró de la superficie de la solución de 
Percoll y se resuspendidó en DMEM-F12 (1:1) suplementado con bicarbonato de sodio (2,4 
g/l; pH: 7,4) conteniendo antibiótico. La viabilidad se evaluó por exclusión de azul de tripán. 
Las células fueron cultivadas en placas de plástico (Nunc, Roskilde, Denmark) cubiertas 
previamente con colágeno purificado de tendones de cola de rata. La densidad inicial de 
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plaqueo fue de 3 x 105 células viables/cm2, excepto que se indique lo contrario. Los cultivos 
se incubaron a 37ºC con 5% CO2. Luego de 2 horas, se aspiró el medio para remover las 
células no adheridas y se reemplazó por medio fresco conteniendo las hormonas y factores 
en estudio, según el diseño experimental. Todos los cultivos celulares se realizaron en 
ausencia de suero, excepto si se indica lo contrario.  
 
2.2.1. Incorporación de timidina 

 
La síntesis de ADN se determinó por incorporación de [3H]-Timidina de acuerdo al 

método previamente validado en estas condiciones de cultivo (Bley et al., 1992; Bley et al., 
1991; Dain et al., 1993). Luego de 24 h de estimulación, se agregó la timidina tritiada 
(4µCi/ml) y los cultivos se cosecharon a las 48 h de sembradas las células sobre filtros de 
fibra de vidrio (Wathman GF-C), usando un cosechador automático (Nunc). La 
radioactividad fue medida en un contador de centelleo líquido. En cada experimento, los 
distintos tratamientos fueron realizados por cuadruplicado. 

 
2.2.2. Transfecciones transitorias para ensayos de activación de transcripción y para 
sobre-expresión del receptor de aril hidrocarburos 

 
Las transfecciones transitorias con construcciones reporteras se llevaron a cabo por 

medio de la técnica de co-precipitación en suspensión con fosfato de calcio. Se co-
transfectaron las células de la granulosa con 6 μg/well del plásmido pTK-Red-ERE-LUC 
(provisto por Dr. M. Beato) y 6 μg/well del plásmido control pCMV-β-Galactosidase (Clontech, 
CA, USA). Luego se sembraron las células en placas múltiples de 6 wells, a una densidad de 
3 x 106 células viables/well en medio libre de rojo fenol  y de antibióticos (DMEM-F12 1:1, 2,2 
g/l bicarbonato, pH: 7,4 sin rojo fenol) suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS). 
Las células no adheridas fueron removidas 16 h después y se agregó medio fresco libre de 
rojo fenol y sin FBS. Cuatro horas después, se cambió el medio por medio libre de rojo fenol 
sin FBS conteniendo los diferentes estímulos. La incubación con los estímulos se realizó 
durante 24 h.  

Para los ensayos de sobre-expresión, las células de la granulosa fueron sembradas 
en cámaras-portaobjetos LAB-TEK® Chamber SlideTM (Nalge Nunc International Corp., 
Naperville, IL. USA) a una densidad de 3 x 105 células viables/well. Luego de 18 h, las 
células fueron transfectadas transitoriamente con un vector de expresión que codifica para el 
Ahr de rata, provisto por Dr M. S. Denison. La transfección fue realizada en medio sin suero y 
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libre de antibióticos utilizando LipofectamineTM 2000 (Invitrogen, Molecular Research Center, 
Inc.) a 0,75 µl liposomas/cm2 y 500 ng ADN/cm2. Veinticuatro horas luego de la transfección, 
los medios fueron cambiados por medio fresco con antibiótico y se agregaron los distintos 
estímulos. Luego de 36 h de estímulo, las células fueron fijadas en P-formaldehído 4% 
durante 10 min y se procedió a realizar inmunofluorescencia. 

 
2.2.3. Procedimiento de lavado de β-naftoflavona  
 

Las células incubadas con β-naftoflavona fueron lavadas de este compuesto por 
medio de una serie de cinco lavados de 20 min de duración cada uno con PBS-BSA 0,25%  
(2 ml para las células cultivadas en P-35 y 100 µl para las cultivadas en P-96) seguido de un 
lavado final sólo con PBS, usando los mismos volúmenes y con la misma duración. Luego se 
agregó medio de cultivo con vehículo y se continuó con la incubación. El mismo 
procedimiento fue aplicado a las células control. Se ha demostrado que protocolos similares 
son efectivos para la remoción de esteroides durante cultivos (Xiong y Ferrell, 2003).  

En los experimentos donde la incubación debía proseguir en presencia de otros 
estímulos, dichos compuestos fueron agregados nuevamente en el medio fresco, a las 
mismas concentraciones que inicialmente. Esto puede introducir cierta variabilidad con 
respecto a los ensayos estándar, ya que la concentración efectiva de dichos estímulos no es 
conocida en forma precisa. Este hecho se encuentra contemplado al aplicar el mismo 
procedimiento a los cultivos tratados solo con los compuestos en cuestión y sin β-
naftoflavona.     
 
 

2.3. Ensayo de actividad luciferasa 
 

Las células cultivadas durante 24 h fueron lavadas dos veces con PBS y lisadas en 
200 μl de buffer de lisis 1X (Reporter Lysis Buffer, Promega, WI. USA). El extracto limpio en 
solución, resultante luego de centrifugación, fue ensayado para su actividad luciferasa y de 
β-Galactosidasa, de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Promega, WI, USA). 

La eficiencia de transfección de las células fue contemplada por medio de la 
normalización por actividad β-Galactosidasa en cada well, y la actividad luciferasa se 
expresó en unidades relativas de luz (RLU), como porcentaje de la actividad observada en 
los controles tratados sólo con vehículo (etanol), valor que fue establecido arbitrariamente 
como 100%. 
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2.4. Inmunofluorescencia 
 

Las células fueron fijadas en P-formaldehído 4% durante 10 min. Luego de lavar con 
PBS, se permeabilizaron por medio de incubación durante 30 min con Triton X100 0,25%, 
se lavaron posteriormente con PBS y se bloqueó por 30 min con suero normal de cabra 
10%-1% BSA en PBS-Tween 20 (0,05%). La incubación con los primeros anticuerpos contra 
ciclina D2 (Santa Cruz Biotechnology, INC, diluidos 1:500) y AHR (Affinity BioReagents, 
diluido 1:500) fue hecha durante 16 h a 4°C. Luego de esto, las células fueron lavadas con 
PBS e incubadas con  IgG anti-conejo conjugado con CyTM3 e IgG anti-ratón conjugada con 
CyTM2 (Jackson ImmunoResearch, BA USA, diluidos 1:100) por 1 h a temperatura ambiente.  
Luego de lavar con PBS, se dejó secar las muestras y se montaron con Mowiol (Hoechst, 
Frankfurt, F.R.G). Las imágenes fueron luego analizadas con un microscopio de 
fluorescencia confocal. 
 
 
2.5. Extracción de ARNm y RT-PCR semi-cuantitativa 
 

Los niveles de expresión del ARNm de Cyp1a1, Cyp1b1 y Ahr en las células de la 
granulosa fueron evaluados por medio de RT-PCR semi-cuantitativa. Las células de la 
granulosa fueron cultivadas en placas de 6 wells a una densidad de 2,5 x 106 células 
viables/well. Luego de 24 h (para Cyp1a1), 6 h (para Cyp1b1) o distintos tiempos entre las 4 
y 48 h (para el Ahr) de incubación con los distintos estímulos, las células fueron lisadas 
directamente en las placas de cultivo con el reactivo TRIzol (Invitrogen, Molecular Research 
Center, Inc.) y se extrajo ARN total de acuerdo a las instrucciones del fabricante (la fase 
orgánica fue reservada para la extracción de proteínas). El ADNc se sintetizó por 
transcripción reversa (RT) a partir de ARN total (1µg de ARN en 8 µl de reacción) tratado 
previamente con desoxiribonucleasa I (DNA free, Ambion Inc.). En cada serie de 
reacciones de RT se incluyó un blanco sin ARN. A su vez, en las reacciones de PCR 
subsecuentes se incluyó un control de ARN no sujeto a RT. Se utilizaron alícuotas de 1 µl de 
reacción de RT para amplificar los distintos fragmentos blanco en reacciones de PCR 
múltiples (multiplex PCR). 

- Cyp1a1 y Cyp1b1: Las secuencias de los primers utilizados para amplificar los 
ADNc blanco de las hidroxilasas fueron las descriptas por Dasmahapatra et al. 
(Dasmahapatra et al., 2001). Los primers para Cyp1a1 y los primers:competímeros 18S 
Classic II (Quantum mRNA Ambion, Inc., usados como control interno para normalización en 
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las reacciones de PCR) generaron fragmentos de 509 y 324 pares de bases (pb), 
respectivamente. Los primers para Cyp1b1 y los primers:competímeros 18S Classic 
(Quantum mRNA Ambion, Inc.) generaron fragmentos de 372 y 488 pb, respectivamente. En 
experimentos preliminares se determinó el número de ciclos de amplificación óptimo para 
cada fragmento de interés, de manera de asegurarse de que las señales resultantes 
estuvieran siempre en la porción linear de amplificación. Todos los programas de 
amplificación incluyeron un paso inicial de 94°C por 3 min y un paso final a 72°C por 5 min. 
Cada ciclo consistió de 30 seg de desnaturalización a 94ºC, 30 seg de hibridación a la 
temperatura indicada en cada caso y 1 min de extensión a 72ºC. La amplificación de los 
ADNc para Cyp1a1 y 18S Classic II se realizó con 33 ciclos, 2 mM MgCl2 y 62°C de 
temperatura de hibridación. Los ADNc para Cyp1b1 y 18S Classic fueron amplificados en 32 
ciclos, en presencia de 2 mM MgCl2 y a 65°C de temperatura de hibridación. 

- Ahr: Las secuencias de los primers utilizados para amplificar los ADNc blanco del 
Ahr fueron las descriptas por Timsit et al. (Timsit et al., 2002), quienes generaron 
fragmentos de 917 pb. Como control interno usado en la reacción de PCR para la 
normalización, se utilizó el par primers:competímeros 18S Classic II (amplicón resultante de 
488 pb). En experimentos preliminares se determinó el número de ciclos de amplificación 
óptimo para el fragmento de interés, de manera de asegurarse de que la señal resultante 
estuviera siempre en la porción linear de amplificación. Éste fue de 24 ciclos. El programa 
de amplificación incluyó un paso inicial de 94°C por 3 min y un paso final a 72°C por 5 min. 
Cada ciclo consistió de 20 seg de desnaturalización a 94ºC, 20 seg de hibridación a 54ºC y 
40 seg de extensión a 72ºC. La reacción se llevó a cabo en presencia de 1,5 mM MgCl2.  

Diez microlitros de las reacciones de PCR se resolvieron por medio de electroforesis 
en geles de agarosa 2% (para las hidroxilasas) ó 1,5% (para el Ahr) y se tiñó 
subsiguientemente con bromuro de etidio. La cantidad relativa de cada ARNm fue 
cuantificado utilizando el software ImageQuant (Amersham Biosciences, Sunnyvale CA, 
USA) y normalizado a la señal del 18S ribosomal (dada por la proporción de 18S 
primers:18S competímeros usada) para cada muestra.  

 
 

2.6. Preparación de extractos celulares y Western Blot 
 

- Ciclina D2 y PCNA: Se cultivaron las células de la granulosa en placas de cultivo 
de 6 wells a una densidad de 2,5 x 106 células viables/well. Luego de 36 h de incubación con 
los distintos estímulos, las células fueron levantadas en buffer de lisis y procesadas para 
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extracción de proteínas según las técnicas estándar. Veinticinco microgramos de proteína 
total (cuantificada por el método de Bradford) se resolvieron en geles de poliacrilamida 12% 
en condiciones reductoras y se electrotransfirió a membranas de nitrocelulosa. Para 
corroborar igual carga de proteínas totales en cada calle, las membranas fueron teñidas 
luego de la transferencia con Ponceau S. Los niveles de expresión de PCNA y ciclina D2 
fueron evaluados por medio de técnicas estándares de Western Blot, utilizando un 
anticuerpo contra PCNA generado en ratón (PC10, Santa Cruz Biotechnology, INC, diluido 
1:5000) o un anticuerpo contra ciclina D2 generado en ratón (M10, Santa Cruz 
Biotechnology, INC, diluido 1:100), respectivamente, y el segundo anticuerpo conjugado a 
peroxidasa apropiado (Amersham Biosciences, UK). La detección se llevó a cabo con un kit 
de quimioluminiscencia (DuPont NEN, USA). El ensayo se realizó para tres experimentos 
independientes, obteniendo siempre el mismo patrón de respuesta en cada experimento. 

- AHR: Se cultivaron las células de la granulosa en placas de cultivo de 6 wells a una 
densidad de 2,5 x 106 células viables/well. Luego de 4, 6, 12, 24 ó 36-48 h de incubación 
con los distintos estímulos, se lisaron las células directamente en la placa de cultivo con el 
reactivo TRIzol y se purificaron las proteínas totales de la fase orgánica según las 
instrucciones del fabricante. El uso de lisados celulares totales en lugar de fracciones 
subcelulares en el análisis de la expresión del AHR permite evaluar el pool celular entero del 
receptor, sin que interfieran en el resultado factores debidos a los procedimientos de 
fraccionamiento. Cuarenta microgramos de proteína total (cuantificada por el método de 
Bradford) se resolvieron en geles de poliacrilamida 8% en condiciones reductoras y se 
electrotransfirió a membranas de nitrocelulosa. Para corroborar igual carga de proteínas 
totales en cada calle, las membranas fueron teñidas luego de la transferencia con Ponceau 
S. Los niveles de expresión de AHR fueron evaluados por medio de técnicas estándares de 
Western Blot, utilizando un anticuerpo contra el AHR generado en conejo (SA-210, Biomol 
Research Laboratorios Inc, PA, USA, 2 µg/ml) y un segundo anticuerpo conjugado a 
peroxidasa contra conejo (Amersham Biosciences, UK). El primer anticuerpo presentó 
reacción cruzada con una banda de bajo peso molecular (alrededor de 60 kDa), cuyos 
niveles de expresión no variaban significativamente con ninguno de los estímulos utilizados 
en los distintos ensayos y fue por lo tanto usada como control interno. La detección se llevó 
a cabo con un kit de quimioluminiscencia (DuPont NEN, USA). La cuantificación de las 
bandas de proteína se realizó con el software ImageQuant (Amersham Biosciences, 
Sunnyvale CA, USA). Las unidades densitométricas obtenidas para la intensidad de las 
bandas correspondientes al AHR fueron normalizadas a las unidades densitométricas 
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obtenidas para las intensidades del control interno, y los resultados se expresaron relativos 
a los valores alcanzados por las células control.  

 
 

2.7. Determinación de niveles de estradiol  
 

El efecto de los distintos tratamientos sobre la producción de estradiol se evaluó por 
radioinmunoensayos específicos de estradiol (Barañao et al., 1991). Se analizaron los 
niveles acumulados en los medios de cultivo a las 72 h de incubación, en condiciones 
basales y estimuladas por FSH, en ausencia o presencia de los compuestos de interés. Se 
añadió a los cultivos androstenodiona (0,35 µM) como sustrato aromatizable.  

 
 

2.8. Análisis estadístico 
 

Los tratamientos fueron realizados por lo menos por duplicado en cada uno de 
tres/cuatro experimentos separados independientes. Los resultados se expresan como la 
media ± error estándar. Las comparaciones estadísticas de los resultados se realizaron por 
ANOVA de una vía y test de Tukey-Kramer de comparaciones múltiples luego de 
transformación logarítmica de datos en caso de ser necesario (Sokal y Rohlf, 1995). Todos 
los experimentos fueron realizados al menos 3 veces (excepto que se indique lo contrario), 
obteniéndose resultados similares. 
 
 
 



 
 
 
 
 

3. Módulo I 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Acción del receptor de aril 
hidrocarburos sobre la función  

de las células de la granulosa 
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3.1. Introducción 

  
EL AHR es capaz de ligar y mediar los efectos tóxicos y biológicos de diferentes 

clases de compuestos aromáticos, entre los cuales el más potente y caracterizado agonista 
es el compuesto aromático halogenado 2,3,7,8-tetraclorodibenzeno-p-dioxina (TCDD). 
Estudios de unión competitiva usando [3H]-TCDD como radioligando han mostrado que el 
AHR une estereoselectivamente y con alta afinidad otros congéneres aromáticos 
halogenados, los cuales son isoestereómeros aproximados de TCDD, y varios hidrocarburos 
aromáticos polinucleares (PAHs) tipificados por el benzo[a]pireno (BaP) y el metilcolantreno 
(MC). También se ha observado unión competitiva al AHR con muchos otros compuestos 
estructuralmente diversos, incluyendo los compuestos aromáticos heterocíclicos como el 
indol-3-carbinol (I3C), las flavonas β-naftoflavona (5,6-benzoflavona) y α-naftoflavona (7,8-
benzoflavona) y las fenantrolinas (revisado en Safe, 1995). A su vez, existen distintos 
compuestos naturales, no sintetizados por el hombre, que se han descripto como ligandos 
del AHR, la mayoría de los cuales son químicos derivados de plantas incluidos en las dietas, 
como los flavonoides, carotenoides, triptofano y compuestos fenólicos. Si bien estos pueden 
activar la vía de señalización del AHR, la mayoría son ligandos relativamente débiles 
(revisado en Denison et al., 2002). Resulta interesante que los indoles dietarios (incluyendo 
el indol-3-carbinol y el triptofano) pueden ser convertidos a ligandos o agonistas del AHR 
significativamente más potentes en el tracto digestivo de los mamíferos (Wattenberg y Loub, 
1978; Perdew y Babbs, 1991). La estructura molecular de algunos de los compuestos 
mencionados se muestra en la Figura 3.1. 

Durante muchos años se han observado diferencias significativas en la habilidad que 
poseen distintos ligandos del AHR en inducir respuestas tóxicas y biológicas en varias 
especies y tejidos (Poland y Knutson, 1982; Safe, 1986). Estas diferencias pueden ser 
debidas a variaciones en una amplia gama de características bioquímicas y fisiológicas 
específicas de la especie o del tejido, las cuales incluyen, pero no se limitan a: diferencias 
en la farmacocinética, farmacodinámica y/o metabolismo del ligando, funcionalidad del AHR, 
concentraciones celulares del AHR u otros componentes de la vía de señalización, 
presencia o ausencia de sitios de unión para el ligando intracelulares o extracelulares, y 
presencia de otros tipos de efectores reguladores específicos de tejido o de la especie. 
Existen evidencias a su vez de que las bases moleculares de las diferencias entre especies 
o cepas en la susceptibilidad a distintos ligandos del AHR estarían relacionadas con 
polimorfismos en el receptor, como variaciones en el dominio de unión al ligando, en la 
región C-terminal o mutaciones puntuales en el dominio de transactivación   
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alfa-naftoflavona 

3-indol-acético Índigo 

L-Triptofano

beta-naftoflavona 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.1. Diferentes clases estructurales de ligandos que se unen 

competitivamente al AHR citosólico. Adaptado de Safe, 1995. 
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Se ha aceptado que si bien la afinidad de unión de los distintos químicos 
(hidrocarburos aromáticos halogenados y PAHs) por el AHR puede variar entre las 
especies, el orden en que se ubican los químicos según su potencia es el mismo. Sin 
embargo, resultados de distintos laboratorios sugieren que la especificidad por unión al 
ligando del AHR no es idéntico entre las distintas especies. Por ejemplo, los bifenilos 
policlorados (PCB) mono-orto sustituidos se unen y activan al AHR humano, pero no son 
generalmente eficaces en activar al receptor en peces; la α-naftoflavona es capaz de 
antagonizar la transformación del AHR hepático y su unión al ADN en rata, pero no 
antagoniza al presente en cobayos (revisado en Denison et al., 2002). Por lo tanto, si bien 
puede generalizarse que la especificidad de unión del AHR por los ligandos es similar entre 
especies, existen en algunos casos diferencias importantes en la especificidad y la afinidad 
que pueden contribuir a las variaciones que se han reportado entre las respuestas en los 
distintos organismos. Estas observaciones ponen además ciertas restricciones a la 
especificidad estructural y características fisioquímicas de los putativos ligandos endógenos 
fisiológicos, ya que se esperaría que tanto la unión como la activación del AHR por estos se 
encuentren conservadas entre especies.   

Hasta el momento, no se ha encontrado aún un verdadero ligando endógeno para el 
AHR, por lo que éste continúa siendo considerado un receptor huérfano. Si bien se han 
sugerido y propuesto numerosos candidatos potenciales, la identidad del ligando endógeno 
no ha sido fehacientemente identificada. La mayoría de los compuestos que se han 
propuesto son derivados del triptofano (Rannug et al., 1987). Por ejemplo, el fotoproducto 
del triptofano 6-formilindol[3,2-b]carbazol (FICZ) tiene una alta afinidad de unión por el AHR 
e induce transitoriamente la expresión del gen Cyp1a1 (Wei et al., 1999; 2000). Otros 
ligandos relativamente potentes son el índigo y la indirubina, los cuales han sido aislados de 
orina humana (Adachi et al., 2001) y son capaces de inducir la actividad enzimática 
microsomal metabolizante de drogas en ratones (Sugihara et al., 2004). Además, se han  
identificado varios otros químicos endógenos que se unen al AHR y activan la expresión 
génica mediada por el receptor, por lo que serían posibles candidatos también. Estos 
químicos incluyen la bilirrubina y biliverdina (Sinal y Bend, 1997; Phelan et al., 1998), 
metabolitos del ácido araquidónico como la lipoxina A4 (Schaldach et al., 1999) y varias 
prostaglandinas (Seidel et al., 2001), 7-cetocolesterol (Savouret et al., 2001) y retinoideos 
(Soprano et al., 2001; Gambone et al., 2002). 

La existencia de ligandos endógenos fisiológicos está apoyada indirectamente por 
numerosas observaciones que demuestran la activación del AHR y de respuestas mediadas 
por él en ausencia de ligandos exógenos, como se mencionara anteriormente. Estas 



Acción del AHR sobre la función de las células de la granulosa    51

evidencias indirectas incluyen la presencia de complejos de AHR nuclear en cortes de tejido 
de animales no tratados (Abbott et al., 1994) y en células en cultivo (Singh et al., 1996; 
Chang y Puga, 1998); inducción de Cyp1a1 en varios tipos celulares luego de la suspensión 
de las células en metil-celulosa (Sadek y Allen-Hoffman, 1994; Monk, 2001); fluctuación de 
la expresión del AHR a lo largo de distintos procesos biológicos (Richardson et al., 1998; 
Chaffin et al., 1999; Chaffin et al., 2000) y los innumerables defectos y alteraciones 
observadas en los animales que carecen del receptor. Los estudios realizados con ratones 
Ahr -/- sugieren la presencia de ligandos fisiológicos endógenos porque ponen en evidencia 
que la activación fisiológica es requerida en estadios críticos del desarrollo y durante la 
función adulta, de lo cual se puede inferir que ligandos endógenos llevarían a cabo esa 
tarea en los individuos normales (revisado en Gonzalez y Fernandez-Salguero, 1998; Lahvis 
y  Bradfield, 1998; Lahvis et al., 2000). 

Dentro de los genes que son regulados por el AHR, los mejor estudiados son 
aquellos que codifican para las enzimas metabolizantes de xenobióticos, como se mencionó 
anteriormente. Sin embargo, se sabe que la cantidad de genes blanco para este factor de 
transcripción es muy alta, habiéndose descripto en los últimos años numerosos genes cuya 
expresión es regulada en respuesta a la activación del AHR. Por medio de la utilización de 
técnicas de micro-arreglos de ADN se ha mostrado que aproximadamente 300 genes son 
potencialmente alterados por la activación del AHR en la línea celular HepG2 (Puga et al., 
2000; Frueh et al., 2001). Sin embargo, solo un tercio de estos genes estarían directamente 
regulados por el ligando del AHR utilizado (TCDD), ya que los restantes requieren de 
síntesis proteica para sufrir regulación en su expresión. Al agrupar los genes según sus 
funciones, se observó que los había involucrados en la regulación de calcio, en la función 
cardiovascular y pulmonar, en la regulación del ciclo celular, la diferenciación y la apoptosis, 
en el desarrollo, adhesión celular, cáncer y metástasis, tráfico de proteínas, integridad de 
membrana, metabolismo de drogas y estabilidad de ADN. Además se identificaron genes 
con funciones de quinasas asociadas a receptores, fosfatasas y sus efectores y factores de 
transcripción (Puga et al., 2000). En otro estudio de características similares pero realizado 
en hepatocitos, se encontró que la expresión de Bcl-2, Bcl-xl, Bad  y cyclooxygenasa 1  es  
también regulada por el AHR (Kel et al., 2004). La disponibilidad de las secuencias 
genómicas de humanos, ratón y rata han permitido la identificación y caracterización de 
promotores y otros elementos de regulación de distintos genes que amplían el conocimiento 
sobre los blancos del AHR. En un estudio propuesto para identificar putativos DREs en los 
genomas de humanos, ratón y rata se hallaron unos miles de genes que contienen esa 
secuencia de reconocimiento en sus promotores, pero solo 48 de ellos son comunes en las 
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tres especies. Entre ellos, 7 están involucrados en el estrés oxidativo, hipoxia y 
detoxificación, 5 se encuentran asociados al mantenimiento de la homeostasis de calcio y 5 
codifican para proteínas que se localizan en el retículo endoplasmático (Sun et al., 2004). 
También se han identificado genes regulados por AHR a través de estudios de genes 
individuales. Por ejemplo, Hes-1, quien juega un papel importante en la diferenciación 
neuronal y en el ciclo celular, así como también Socs2, quien suprime la señalización por 
citoquinas, son nuevos blancos de regulación por AHR (Boverhof et al., 2004; Thomsen et 
al., 2004). Además, varios genes que codifican para nueropéptidos contienen DREs, lo cual 
sugiere que TCDD puede regular directamente su expresión en neuronas hipotalámicas 
(Fetissov et al., 2004). Es interesante que el AHR puede regular también la expresión de 
factores de transcripción (Puga et al., 2000; Borlak et al., 2002; Kel et al., 2004), lo que 
podría explicar la regulación mediada por AHR de varios genes que no son blancos directos 
del receptor (Kel et al., 2004). 

Por otro lado, además de su rol tradicional de factor de transcripción activado por 
ligando, el AHR puede funcionar también como co-activador (Boutros et al., 2004; Sogawa 
et al., 2004). Río arriba del gen Cyp1a2 de rata se ha caracterizado un nuevo elemento de 
respuesta (llamado XRE-II, DRE-II o AHRE-II) al cual se puede unir el heterodímero AHR-
ARNT mientras está asociado a un factor aún no identificado (Sogawa et al., 2004). La unión 
de este complejo conduce a la activación de un conjunto de genes, los cuales constituyen lo 
que se conoce como la batería génica AHRE-II (Boutros et al., 2004). Hasta el momento se 
han encontrado 36 genes que contienen motivos AHRE-II y que están conservados en 
humanos, rata y ratón, de los cuales un tercio responde a TCDD. La batería de genes 
AHRE-II incluye un gran número de transportadores y canales iónicos (Boutros et al., 2004). 
A su vez, el hetrodímero AHR-ARNT puede funcionar como co-activador de otros factores 
de transcripción. Por ejemplo, el complejo AHR-ARNT es capaz de reclutar directamente al 
receptor de estrógenos vacío, y activar la transcripción de genes mediada por éste, como se 
detallará más adelante (Ohtake et al., 2003). 

A su vez, el AHR interactúa con una serie de proteínas, incluyendo factores de 
transcripción y co-activadores o co-represores. Como ejemplo, los co-activadores 
transcripcionales SRC-1, activador nuclear (NcoA) y p160 interactúan con el AHR y co-
activan la transcripción de genes respondedores a TCDD (revisado en Hankinson, 2005). 
Por el contrario, interacciones con el mediador silenciador de ácido retinoico y receptor de 
hormona tiroidea (SMRT) inhiben la expresión génica mediada por el AHR (Nguyen et al., 
1999; Rushing y Denison, 2002; Fallone et al., 2004). Existen distintos motivos en el AHR 
usados en el reclutamiento de co-reguladores. Por ejemplo, SRC-1 y RIP140 interactúan 
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con el subdominio rico en glutamina del dominio de transactivación del receptor (Kumar y 
Perdew, 1999; Kumar et al., 1999). Otras proteínas cruciales en la función celular con las 
que interactúa el AHR es Rb (Ge y Elferink, 1998, revisado en Bock y Köhle, 2005) y el 
receptor de estrógenos (revisado en Safe et al., 2000; Pocar et al., 2005), cuyas 
implicancias se detallarán más adelante. Además, se ha demostrado que el AHR interactúa 
con las vías de señalización del factor inducible por hipoxia (HIF) independientemente de la 
competencia por la heterodimerización con ARNT (Chan et al., 1999), con la vía de NF-κB 
(Tian et al., 2002) y con la cascada de señalización de la proteína quinasa C (PKC) y de las 
MAPKs (revisado en Puga et al., 2002; Minsavage et al., 2004; Pocar et al., 2005). Estas 
últimas no solo pueden ser activadas por el AHR sino que a la vez son capaces de fosforilar 
y activar al AHR, convirtiendo a esta interacción en una de las interrelaciones más 
complejas y significativas que posee el receptor. Recientemente, se ha reportado que 
AMPc, a través de la proteína quinasa A, es capaz de activar al AHR y translocarlo al 
núcleo, aunque luego éste no se une a ARNT y no activa los genes clásicos respondedores 
al AHR (Oesch-Bartlomowicz et al., 2005). A su vez, se ha descripto que en el complejo 
proteico citoplasmático en el que se encuentra el AHR en ausencia de ligando está presente 
la proteína c-Src. Al unirse el receptor con su ligando, la quinasa c-Src activa parece ser 
liberada del agregado, resultando en la estimulación de otras proteínas quinasas y pudiendo 
fosforilar y activar receptores esteroideos como el ER, causando efectos estrogénicos en 
ausencia de estrógenos (revisado en Pocar et al., 2005).  
 Dentro de las respuestas celulares mediadas por el AHR que se han señalado en la 
introducción general, son de particular interés para este trabajo las que ocurren dentro del 
tracto reproductivo femenino. Estas respuestas no solo ocurren a través del mecanismo 
clásico de señalización por AHR resumido en la introducción general, sino que muchas 
veces son originadas por interacciones entre el AHR y los receptores de hormonas 
esteroideas o la vía de las MAPKs, como se mencionó también con anterioridad. La mayoría 
de estas interacciones han sido estudiadas en líneas celulares humanas de cáncer de 
mama y de carcinomas endometriales.  

Una de las acciones más conocidas y estudiadas de la activación del AHR es su 
antiestrogenicidad. In vivo, los efectos antiestrogénicos del TCDD más distintivos en 
roedores son la disminución del peso uterino, reducción en la incidencia de cáncer mamario 
y uterino, inhibición de la inducción del receptor de progesterona, del receptor de EGF y del 
proto-oncogen c-fos en úteros de roedores inmaduros u ovariectomizados (revisado en Safe 
et al., 1998). In vitro, se han identificado varios genes que son blancos de la interacción 
entre el ER y el AHR. Dentro de los genes regulados por estradiol que son afectados por el 
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tratamiento con TCDD se encuentran la catepsina D, pS2, el receptor de prolactina, c-fos, 
hsp27, Tgf-α, Tgf-β y el receptor de progesterona (revisado en Nilsson et al., 2001). La 
proliferación celular y la producción de foci post-confluencia inducidas por estradiol también 
son disminuidas por TCDD (Biegel y Safe, 1990; White y Gasiewicz, 1993; Gierthy y Lincoln, 
1988). Sin embargo, los ligandos del AHR descriptos hasta el momento no son antagonistas 
típicos del ER, ya que no compiten con los estrógenos por la unión a ese receptor. En 
cambio, se han propuesto distintos mecanismos a través de los cuales el AHR podría 
ejercer sus efectos antiestrógenicos, los cuales se basan en numerosos estudios realizados 
en distintos sistemas y se describen sucintamente a continuación.  

Un mecanismo posible que causaría inhibición de los efectos del estradiol por 
tratamiento con agonistas como el TCDD es la supresión de la transcripción de los genes 
inducidos por estradiol por parte del AHR. Se ha demostrado en algunos sistemas que el 
complejo AHR-ARNT puede inhibir competitivamente la unión del ER-α a EREs imperfectos 
adyacentes o solapados con sitios XRE (Klinge et al., 1999). Por otro lado, el AHR unido a 
su ligando puede reconocer y unirse a secuencias genómicas específicas inhibitorias, 
llamadas elementos inhibitorios de respuesta a xenobióticos/dioxinas (iXRE/iDRE). Los 
iXRE funcionales están presentes dentro de las regiones promotoras de distintos genes 
inducibles por estrógenos como el pS2, la catepsina D y c-fos (revisado en Safe et al., 2000; 
Nilsson et al., 2001). El AHR activado por TCDD inhibe la expresión de catepsina D inducida 
por estradiol en células MCF-7 por unirse a un iXRE dentro del promotor de este gen, 
evitando por lo tanto la formación del complejo ER-SP1 transcripcionalmente activo (Duan et 
al., 1999; Wang et al., 2001). Una interacción inhibitoria similar entre el AHR y el ER ha sido 
demostrada para el promotor del proto-oncogen c-fos en células MCF-7 (revisado en Safe et 
al., 2000). El complejo AHR-ARNT y el ER ligados cada uno por su ligando no interaccionan 
directamente, si no que ambos complejos como factores de transcripción pueden interactuar 
físicamente con la proteína SP1 y competir por la unión a ella (Kobayashi et al., 1996; Wang 
et al., 1998a). El AHR unido a su ligando también puede inhibir la unión de ER-α a un ERE 
en el promotor del gen pS2 por medio de la interacción con las proteínas activadoras AP-1 
(Gillesby et al., 1997). Esta interacción promueve la unión a motivos del tipo XRE/AP-1 y, al 
mismo tiempo, previene la unión de ER-α a los EREs vecinos. Por lo tanto, el AHR puede 
funcionar como un represor transcripcional activado por ligando al unirse a iXREs  que se 
solapan o están cercanos a sitios ERE/AP-1 o ERE/SP1, respectivamente, impidiendo o 
disminuyendo la formación de complejos ER/SP1 o ER/AP-1 transcripcionalmente activos 
(Figura 3.2 A).  A su vez, se ha propuesto la existencia de competencia por cofactores 
compartidos entre ambos receptores (Figura 3.2 A). El AHR interactúa con varios factores 
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basales del complejo de transcripción, como la proteína de unión a TATA, el factor de 
transcripción IIF (TFIIF) y IIB (TFIIB) o con NF-1, mientras que el ARNT hace contacto con 
TFIIF y CBP. Por lo tanto, los mismos co-activadores y co-represores podrían estar 
involucrados en la regulación génica llevada a cabo por ambos receptores, representando 
sitios de competencia (revisado en Nilsson et al., 2001).  
 Un segundo mecanismo que explicaría que la activación del AHR contrarreste la 
acción de los estrógenos es la disminución de los niveles de ER (Figura 3.2 B). 
Experimentos realizados in vitro han mostrado que el tratamiento de células MCF-7 y Hepa 
1c1c7 con TCDD resulta en una reducción dosis-dependiente en los niveles de ERα (Harris 
et al., 1990; Zacharewski et al., 1991; Wormke et al., 2000). Ésta podría deberse a 
degradación proteasomal, a cambios en la síntesis del ER o a alteraciones en el reciclado 
del receptor. Sin embargo, este fenómeno de disminución de la expresión del ER por 
activación del AHR no se verifica en otros sistemas, lo que sugiere que su ocurrencia 
depende del contexto celular (Sone y Yonemoto, 2002). 

Se ha sugerido que otro de los mecanismos subyacentes al efecto antiestrogénico 
que es capaz de ejercer el AHR es el aumento en la tasa de metabolismo del estradiol que 
genera la inducción de las hidroxilasas CYP1A1 y CYP1B1 (revisado en Nilsson et al., 
2001).  

Por otro lado, se sostiene además la existencia de interacciones positivas entre el 
AHR y el ER. Se ha descripto que en células MCF-7 el complejo AHR-ARNT activado por 
TCDD es capaz de asociarse directamente con ER-α y ER-β en ausencia de estrógenos, 
resultando en la activación transcripcional de los genes dependientes de ERE (Ohtake, et 
al., 2003). Este efecto estrogénico del AHR unido a su ligando requiere de la interacción 
directa del complejo nuclear AHR-ARNT con el ER sin su ligando y el cofactor p300/CBP 
(Figura 3.2 C). Por el contrario, en presencia de estrógenos, el AHR unido a su ligando 
exhibe normalmente efectos anti-estrogénicos al suprimir la unión al ADN del ER unido al 
estrógeno. Estos resultados sugieren fuertemente que la regulación de los efectos 
estrogénicos mediada por el AHR depende de la concentración de estrógenos. Esto podría 
explicar parcialmente el efecto estrogénico leve que posee el PCB 126 en el útero de ratas 
ovariectomizadas y no en ratas normales (Lind et al., 1999).  

Todos estos posibles mecanismos de interacción hacen que la activación del AHR 
pueda resultar en la inhibición o promoción de la señalización por hormonas esteroideas en 
los tejidos reproductivos, y esto puede, en parte, explicar los resultados contradictorios 
estrogénicos o antiestrogénicos que pueden ejercer los ligandos del AHR. 
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Figura 3.2. A) Mecanismos de inhibición genómica de la transcripción mediada por 
esteroides por parte del AHR unido a su ligando. La inhibición transcripcional depende de iXREs 
dentro de las regiones promotoras de genes regulados por estrógenos que impiden la actividad 
transcripcional del ER por: (a) estar localizados cerca de EREs vecinos; (b) evitar la formación de 
complejos con ADN ER-SP1 o ER-AP1; y (c) competir por co-factores limitantes (por ejemplo NF-
1). Esto se aplica para la interacción del AHR con todos los receptores de hormonas esteroideas, 
se muestra para el ER. B) Activación del AHR por un ligando exógeno puede reducir los niveles 
de proteína ER por degradación proteasomal. C) Mecanismos mediados por el AHR que 
conducen a la activación de la señalización por receptor de hormonas sexuales en ausencia de 
esteroide. (a) Luego de unirse a su ligando, un cambio conformacional causa la liberación de c-
Src del complejo proteico AHR citosólico. c-Src activa varias proteínas quinasas que llevan a la 
fosforilación y activación de ER. (b) Una asociación directa de los complejos AHR-ARNT con el 
ER nuclear y el cofactor p300/CBP en ausencia de estradiol. (c) La activación del receptor de 
hormonas esteroideas por interacción directa con el complejo AHR-ARNT en ausencia de 
hormona ha sido por ahora solo observada para el ER. Tomado de Pocar et al., 2005.     
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 Como se mencionó en la introducción general, la activación del AHR por un agonista 
puede desencadenar una variedad de respuestas diversas, entre las que se encuentra la de 
la regulación de la proliferación. Se ha estudiado y discutido en profundidad el importante rol 
que el AHR juega en la proliferación de diferentes sistemas (revisado en Puga et al., 2002). 
Tanto la deleción de este receptor como su activación producen alteraciones en el 
crecimiento celular. La activación del AHR, que puede ser llevada a cabo por ligandos 
exógenos tales como contaminantes ambientales o por su aún no identificado ligando 
endógeno, produce generalmente una marcada inhibición del crecimiento, pero se ha 
demostrado a su vez que es capaz de promover la proliferación. Por lo tanto, el AHR parece 
contribuir en procesos que pueden culminar tanto en el arresto del ciclo celular como en el 
aumento de los niveles de proliferación celular. Incluso más paradójica aparenta ser la 
observación de que un mismo ligando, el TCDD por ejemplo, puede inducir arresto del ciclo 
celular en algunos tipos celulares mientras que es simultáneamente clasificado como un 
potente promotor tumoral en varios estudios llevados a cabo en animales (revisado en Puga 
et al., 2002; Elferink, 2003; Pocar et al., 2005). 

El AHR activado por su ligando es capaz de inhibir la inducción mediada por 
estrógenos de activadores del ciclo celular como la ciclina D1 o las quinasas CDK2, CDK4 y 
CDK7 (Wang et al., 1998b). Esto sugiere un rol del AHR en el crecimiento tumoral 
dependiente de estrógenos en el tracto reproductivo femenino. Sin embargo, el AHR 
también tiene una influencia directa en el ciclo celular. Esto se ha estudiado en considerable 
detalle y está relacionado con la interacción entre el AHR y Rb (revisado en Safe et al., 
2000; Puga et al., 2002). Se ha mostrado que el AHR podría mediar el arresto celular a 
través de mecanismos múltiples de co-activación (junto con Rb induce al inhibidor 
ciclina/cdk p27 -Kip 1-) y de co-represión (junto con Rb reprime la transcripción dependiente 
de E2F), manteniendo las células en el estadio G1 del ciclo celular (Huang y Elferink, 2005).  

A su vez, el AHR puede alterar la proliferación celular al interaccionar con cascadas 
de señalización donde están involucradas fosforilaciones de proteínas, como se detalló 
anteriormente (revisado en Puga et al., 2002).  

Por todos estos antecedentes es que se decidió evaluar en el presente estudio el 
posible efecto que puedan tener distintos ligandos del AHR sobre la proliferación de las 
células de la granulosa, tanto en condiciones control como en presencia del receptor de 
estrógenos activado por el agregado de estradiol.   
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El hecho de que el AHR activado por sus ligandos regule a nivel transcripcional a las 
hidroxilasas que metabolizan al estradiol en catecolestrógenos, junto con las evidencias de 
que estos compuestos estarían implicados en la regulación de la función ovárica, hacen que 
cobre gran interés la evaluación de la función o efecto de los catecolestrógenos en procesos 
como la diferenciación o la proliferación de células ováricas. Si bien existen varios estudios 
que se han centrado en el rol de los catecolestrógenos en la diferenciación celular, poco se 
sabe sobre estos compuestos en relación con el crecimiento de las células ováricas. 

En animales, incluyendo al humano, los niveles circulantes de estrógenos elevados 
aumentan el riesgo de cáncer de mama y de endometrio (Nutter et al., 1991). Uno de los 
mecanismos postulados para dicha carcinogénesis es que los estrógenos por sí mismos 
actúan directamente en la estimulación de la proliferación. Se ha propuesto otro mecanismo, 
en el cual los estrógenos actúan como pro-carcinógenos que inducen genotoxicidad. El 
4OHE por ejemplo genera radicales libres originados en el ciclo redox junto con las 
correspondientes formas quinonas y semiquinonas, los cuales causan daño en el ADN 
(Nutter et al., 1991; Nutter et al., 1994). Se ha mostrado que el tratamiento con 4OHE induce 
adenocarcinoma endometrial en ratones, y se han detectado altos niveles de este metabolito 
además de abundante expresión de CYP1B1 en varios tumores de distintos orígenes 
(revisado en Tsuchiya et al., 2005). Estos reportes sugieren que la formación local y 
específica de 4OHE a partir de estradiol es importante en la carcinogénesis, implicando a 
CYP1B1 en el proceso. 

Por el contrario, el metabolito del estradiol 2OHE no es carcinogénico, aunque 
puede sufrir cambios redox que generan radicales libres y los intermediarios 
quinona/semiquinona. Sin embargo, como este compuesto es metilado por COMT a una 
tasa más rápida que el 4OHE, los radicales libres no se generan fácilmente (Emons et al., 
1987). Además, se ha reportado que en células MCF-7 el 2MOE posee un efecto inhibitorio 
(revisado en Tsuchiya et al., 2005). Estas podrían ser razones que expliquen que el 2OHE 
no sea carcinogénico. 

Dentro de los procesos del desarrollo y la selección del folículo ovárico, las acciones 
locales que ejerce el estradiol o factores de crecimiento como el TGF-β tienen un rol muy 
importante. Dadas las evidencias de que los catecolestrógenos podrían llevar a cabo 
acciones distintas a las del estradiol, se sugiere que estos compuestos podrían constituir un 
mecanismo alternativo de acción estrogénica. Por todo esto es que se consideró de gran 
relevancia establecer las acciones que los catecolestrógenos puedan tener sobre las células 
de la granulosa. En particular, evaluar el efecto de estos compuestos sobre la proliferación 
de estas células ováricas, en comparación con la acción clásica del estradiol.  
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3.2. Objetivos  
 

El objetivo principal de esta parte del trabajo es determinar si distintos compuestos 
descriptos como ligandos del AHR son capaces de regular la proliferación de células de la 
granulosa de rata, estudiando específicamente la posible participación e interacción de los 
receptores de aril hidrocarburos y de estrógenos. A su vez, se propone determinar si 
algunos de los ligandos son capaces de modular los niveles de secreción de estradiol de 
dichas células ováricas.  

Dado que los agonistas del AHR inducen la expresión de las hidroxilasas CYP1A1 y 
CYP1B1, quienes metabolizan al estradiol en catecolestrógenos, es objetivo a su vez 
establecer el efecto de estos metabolitos sobre la proliferación de las células de la 

granulosa, determinando si ejercen acciones diferenciales con respecto al estradiol. 
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3.3. Resultados 
 

 
3.3.1. Efecto de ligandos del AHR sobre la proliferación de células de la granulosa 
 
 

- Efecto de 3-indolacético sobre la proliferación de células de la granulosa 

 
Con el objeto de establecer si el ligando del AHR 3-indolacético es capaz de regular 

los niveles de proliferación de células de la granulosa, se ensayó el efecto de este 
compuesto (10 µM) sobre la incorporación de timidina tritiada en células en cultivo. El 
ensayo fue realizado en condiciones control, en presencia de FSH (2 ng/ml) o en presencia 
de una combinación de FSH y estradiol.  

Como puede observarse en la Figura 3.3 A, el agregado del ligando en condiciones 
control o en presencia de FSH no tuvo ningún efecto sobre la síntesis de ADN en este 
sistema.  

Para evaluar si 3-indolacético es capaz de modular el efecto mitogénico que ejerce 
la combinación de FSH y estradiol, fue necesario establecer primero la dosis de estradiol a 
usar. Existe la posibilidad de que una potencial modulación por parte de 3-indolacético se 
evidencie sólo en presencia de dosis submáximas del esteroide.  

Si bien se observó una tendencia a un sinergismo en el efecto proliferativo entre 
FSH, estradiol a dosis de 100 ng/ml y 3-indolacético, la variación en la magnitud de las 
respuestas obtenidas en los distintos ensayos hizo que dicho efecto no tuviera significancia 
estadística (Figura 3.3 A). De la misma manera, en algunos ensayos 3-indolacético mostró 
ser capaz de inhibir parcialmente el efecto comitogénico de FSH y estradiol a dosis de 1 
ng/ml ó 10 ng/ml, pero nuevamente, este efecto no fue significativo estadísticamente.   
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- Efecto de índigo sobre la proliferación de células de la granulosa 
 
  Para llevar a cabo el objetivo de determinar si el ligando del AHR índigo posee la 
capacidad de regular la proliferación de las células de la granulosa, se ensayó el efecto de 
este compuesto sobre la incorporación de timidina de células cultivadas en medio control, en 
presencia de FSH, o en presencia de una combinación de FSH y estradiol.  
 En una serie de experimentos preliminares, se estableció 100 ng/ml como la dosis 
de estrógeno a utilizar para estos ensayos. Esta concentración de estradiol fue elegida 
según los siguientes criterios: 

es relevante fisiológicamente,  
es la clásicamente utilizada en este sistema de células de la granulosa en cultivo,  
es a la cual se verifican las modulaciones por diversos factores, como péptidos 
intraováricos, citoquinas, etc., 
nos permitió observar modulación por parte de los compuestos en estudio.  
De todas formas, en el caso de hallar que un ligando no ejercía ningún efecto sobre 

la proliferación inducida por 100 ng/ml de estrógeno, se repitió el ensayo utilizando distintas 
dosis de estradiol, verificándose siempre el mismo resultado, es decir, ausencia de efecto 
sobre la regulación inducida por el estrógeno. 

Como se muestra en la Figura 3.3 B, el agregado de índigo no modifica los niveles 
de proliferación alcanzados por las células ni en medio control, ni en presencia de FSH, ni 
en presencia de esta hormona en combinación con estradiol. Estos resultados se verificaron 
para dosis de índigo que variaban entre 1 nM y 10 µM. Este rango incluye las 
concentraciones a las que se ha demostrado en estudios previos realizados en otros 
laboratorios que actúa como agonista del AHR, tanto in vitro como in vivo (Adachi et al., 
2001; Guengerich et al., 2004; Sugihara et al., 2004).  
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Figura 3.3. Efecto de los ligandos 3-indolacético e índigo sobre la proliferación de 

células de la granulosa. A) Las células fueron cultivadas en medio control (C), en presencia de 
FSH (2 ng/ml, F), o en presencia de una combinación de FSH y estradiol en dosis crecientes (E2, 
0,1-100 ng/ml) con o sin el agregado de 3-indolacético (10 µM, 3IA). B) Las células fueron 
cultivadas en medio control (C), con FSH (2ng/ml, F) o con una combinación de FSH y estradiol 
(100 ng/ml, F+E2) en ausencia o presencia de dosis crecientes de índigo (1 nM-10 µM). La 
incorporación de [3H]-Timidina se realizó durante 24 h, comenzando 24 h luego de la 
estimulación. Los resultados muestran las medias ± ES de tres ensayos independientes. Letras 
distintas denotan diferencias estadísticamente significativas (P<0.01).  
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- Efecto de indol-3-carbinol sobre la proliferación de células de la granulosa 
 

Con el objetivo de determinar si el ligando del AHR indol-3-carbinol es capaz de 
regular la proliferación de células de la granulosa, se ensayó el efecto de dosis crecientes 
de este compuesto sobre la incorporación de timidina tritiada en células en cultivo. El 
ensayo fue realizado en condiciones control, en presencia de FSH o en presencia de una 
combinación de FSH y estradiol.  

Como se muestra en la Figura 3.4 A, el compuesto no tuvo efecto sobre los niveles 
de proliferación de las células cultivadas en condiciones control o en presencia de FSH.  

Sin embargo, en presencia de FSH y estradiol, indol-3-carbinol fue capaz de inhibir 
parcialmente la respuesta proliferativa inducida por las hormonas mitogénicas. Dicho efecto 
no mostró dependencia con la dosis, evidenciándose niveles similares de inhibición a 
concentraciones desde 1µM hasta 100 µM de indol-3-carbinol. 

 
 

- Efecto de triptofano sobre la proliferación de células de la granulosa 
 

Como se mencionó anteriormente, se ha reportado que compuestos derivados del 
triptofano tienen la capacidad de unirse y activar al AHR. Basándose en la idea de que la 
adición de triptofano exógeno al medio de cultivo pueda servir de sustrato para producir 
endógenamente un ligando de este receptor, se ensayó el efecto del agregado de dosis 
crecientes de triptofano sobre la proliferación de células de la granulosa. El ensayo se 
realizó para células cultivadas en medio control, en presencia de FSH o en presencia de la 
combinación de FSH y estradiol. 

Como se observa en la Figura 3.4 B, el agregado de triptofano al medio de cultivo en 
condiciones control o en presencia de FSH no tuvo efecto sobre la proliferación celular en 
concentraciones de 18 µg/ml a 900 µg/ml (2X a 100X las veces de triptofano que se 
encuentra ya presente en el medio de cultivo utilizado para el crecimiento de estas células). 
A dosis mayores de 450 µg/ml de triptofano, se evidenció una aparente inhibición de la 
proliferación, pero este efecto no tuvo significancia estadística al ser comparado con los 
respectivos controles sin triptofano.  

Cuando se ensayó el efecto de triptofano en células estimuladas para entrar en la 
etapa de síntesis de ADN, se observó que este compuesto es capaz de inhibir en forma 
dependiente de la dosis el efecto de las hormonas mitogénicas (Figura 3.4 B), teniendo este 
efecto significancia estadística a dosis mayores o iguales a 450 µg/ml.    
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B) 

A) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.4.  Efecto de los ligandos Indol-3-carbinol y triptofano sobre la proliferación de 

células de la granulosa. Las células fueron cultivadas en medio control (C), con el agregado de FSH 
(2 ng/ml, F), o con el agregado de una combinación de FSH y estradiol (100 ng/ml, F+E2) en 
ausencia o presencia de A) dosis crecientes de Indol-3-carbinol (1 µM-100 µM, I3C) B) dosis 
crecientes de triptofano (18  µg/ml- 900  µg/ml, TRP). La incorporación de [3H]-Timidina se realizó 
durante 24 h, comenzando 24 h luego de la estimulación. Los resultados muestran las medias ± ES 
de tres experimentos independientes. A) Letras distintas denotan diferencias estadísticamente 

significativas (P<0.01). B) Asteriscos denotan diferencias estadísticamente significativas al 
compararse con sus respectivos controles (P<0.001). 
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- Efecto de 3-metilcolantreno sobre la proliferación de células de la granulosa 
 

Se estudió el efecto del ligando 3-metilcolantreno sobre la proliferación de las células 
de la granulosa, cultivando dichas células en medio control, en presencia de FSH o en 
presencia de esta hormona y estradiol, con o sin el agregado de dosis crecientes de 3-
metilcolantreno y midiendo luego los niveles de incorporación de timidina alcanzados por las 
células que recibieron los distintos tratamientos.  

Como puede observarse en la Figura 3.5, el agregado de 3-metilcolantreno a células 
cultivadas en medio control no tuvo ningún efecto sobre la proliferación, resultado que se 
mantuvo para todas las dosis del compuesto ensayadas (1-5 µM). Estas dosis de 3-
metilcolantreno tampoco produjeron ningún cambio en los niveles de proliferación 
alcanzados por las células cultivadas en presencia de FSH. Sin embargo, este compuesto 
mostró ejercer un significativo efecto comitogénico con FSH y estradiol. Este efecto tuvo 
significancia estadística a concentraciones de 3 µM y 5 µM, sin observarse diferencias entre 
las respuestas provocadas por ambas dosis. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.5. Efecto de 3-metilcolantreno sobre la proliferación de células de la 

granulosa. Las células fueron cultivadas en medio control (C), con FSH (2 ng/ml, F), o con FSH y 
estradiol (100 ng/ml, F+E2) en ausencia o presencia de dosis crecientes de 3-metilcolantreno (1 
µM-5 µM, 3MC). La incorporación de [3H]-Timidina se realizó durante 24 h, comenzando 24 h 
luego de la estimulación. Los resultados muestran las medias ± ES de tres ensayos 
independientes. Letras distintas denotan diferencias estadísticamente significativas (P< 0.001, 
excepto la comparación 3MC 1µM vs. 3MC 3µM en presencia de F+E2, donde P< 0.01). 
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- Efecto de β-naftoflavona sobre la proliferación de células de la granulosa 
 

Se evalúo el efecto del ligando β-naftoflavona sobre la proliferación de las células de 
la granulosa midiendo los niveles de incorporación de timidina alcanzados por células 
cultivadas en medio control, en medio con FSH o en medio que contenía FSH y estradiol, en 
ausencia o presencia de dosis crecientes de esta flavona. Se ensayaron dosis de β-
naftoflavona en el rango de 1 µM hasta 20 µM. 

Como se observa en la Figura 3.6 A, el agregado de este ligando del AHR no tuvo 
efecto sobre la proliferación celular en condiciones control o en presencia de FSH. Este 
resultado se obtuvo incluso con la mayor dosis del compuesto ensayada.  

Sin embargo, cuando las células fueron estimuladas con FSH y estradiol 
promoviéndose la proliferación, β-naftoflavona fue capaz de sinergizar con estas hormonas 
provocando un aumento aún mayor de la síntesis de ADN. Este aumento fue de alrededor 
de 2 veces cuando se utilizó el ligando a concentraciones de 10 µM y de casi 3 veces 
cuando se usaron dosis de la flavona de 20 µM. Este efecto mostró ser dependiente de la 
dosis, siendo estadísticamente significativo a dosis mayores o iguales a 10 µM. 

Como siguiente paso, se decidió corroborar los resultados de incorporación de 
timidina por medio de otra técnica independiente, realizándose Western Blot para el 
antígeno nuclear marcador de proliferación celular PCNA. Como se muestra en la Figura 3.6 
B, panel superior, β-naftoflavona (20 µM) es capaz de aumentar aún más los niveles de 
expresión de PCNA causado por el agregado de las hormonas mitogénicas FSH y estradiol.  
La misma respuesta se obtuvo estimulando con β-naftoflavona 10 µM. 

Como se explicó anteriormente, puesto que la ciclina D2 (CCND2) es la ciclina 
limitante para la proliferación de las células de la granulosa, y es a nivel de su expresión 
donde tiene lugar el efecto sinérgico entre FSH y estradiol, se decidió determinar la 
participación de β-naftoflavona en el efecto estimulatorio de los niveles de expresión de esta 
ciclina. Como se observa en el panel inferior de la Figura 3.6 B, el agregado de β-
naftoflavona provocó un aumento en los niveles de esta proteína en comparación con los 
alcanzados por células estimuladas solo con las dos hormonas. Esto también se verificó 
para dosis de β-naftoflavona de 10 µM. 
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Figura 3.6. Efecto de β-naftoflavona sobre la proliferación de células de la granulosa. 
A) Las células fueron cultivadas en medio control (C), con FSH (2 ng/ml, F), o con una 
combinación de FSH y estradiol (100 ng/ml, F+E2) en ausencia o presencia de dosis crecientes 
de β-naftoflavona (1µM-20µM). La incorporación de [3H]-Timidina se realizó durante 24 h, 
comenzando 24 h luego de la estimulación. Los resultados muestran las medias ± ES de cuatro 
experimentos independientes. Letras distintas denotan diferencias estadísticamente significativas 
(P<0.01). B) Las células de la granulosa fueron cultivadas por 36 h en medio control (C), con 
FSH (2 ng/ml, F), con FSH y E2 (100 ng/ml, F+E2,) o con una combinación de ambas hormonas y 
β-naftoflavona (20 µM, βNF). Se extrajo proteínas totales y se realizó Western Blot como se 
describe en Materiales y Métodos, utilizando un anticuerpo que reconoce a PCNA (panel 
superior) o a CCND2 (panel inferior). Se muestra un experimento representativo de un total de 
tres, realizados en forma independiente. 

A) 

    C            F            F+E2     F+E2+βNF 

◄ CCND2 

◄ PCNA 

B) 



Acción del AHR sobre la función de las células de la granulosa    68

 - Efecto de α-naftoflavona sobre la proliferación de células de la granulosa 
 

Se evalúo el efecto del ligando α-naftoflavona sobre la proliferación de las células de 
la granulosa midiendo los niveles de incorporación de timidina de células control, células 
cultivadas en medio con FSH o en medio que contenía FSH y estradiol, en ausencia o 
presencia de dosis crecientes de la flavona. Se ensayaron dosis de α-naftoflavona en el 
rango de 1 µM hasta 20 µM. 

Como se observa en la Figura 3.7 A, el agregado de este ligando del AHR no tuvo 
efecto sobre la proliferación celular en condiciones control o en presencia de FSH. Este 
resultado se obtuvo incluso con la mayor dosis de flavona ensayada. Sin embargo, cuando 
las células entrarían en una fase de activa proliferación por la estimulación con FSH y 
estradiol, α-naftoflavona fue capaz de inhibir la acción mitogénica de ambas hormonas. Este 
efecto mostró ser dependiente de la dosis, siendo significativo a dosis mayores o iguales a 5 
µM (Figura 3.7 A). 

Como siguiente paso, se decidió corroborar los resultados de incorporación de 
timidina por medio de otra técnica independiente, realizándose Western Blot para el 
antígeno nuclear marcador de proliferación celular PCNA. Como se muestra en la Figura 3.7 
B, panel superior, α-naftoflavona (20 µM) es capaz de inhibir el aumento en la expresión de 
PCNA causado por el agregado de las hormonas mitogénicas FSH y estradiol. La misma 
respuesta se obtuvo estimulando con α-naftoflavona 10 µM. 

Dado que la ciclina D2 es la ciclina limitante para la proliferación de las células de la 
granulosa, y es a nivel de su expresión donde tiene lugar el efecto sinérgico entre FSH y 
estradiol, se decidió corroborar el efecto de α-naftoflavona sobre la proliferación evaluando 
los niveles de expresión de CCND2. Como se observa en el panel inferior de la Figura 3.7 B, 
el agregado de α-naftoflavona provocó una marcada disminución en los niveles de esta 
proteína. Esto también se verificó para dosis de α-naftoflavona de 10 µM.  
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Figura 3.7. Efecto de α-naftoflavona sobre la proliferación de células de la granulosa. 

A) Las células fueron cultivadas en medio control (C), con FSH (2 ng/ml, F), o con una 
combinación de FSH y estradiol (100 ng/ml, F+E2) en ausencia o presencia de dosis crecientes 
de α-naftoflavona (1µM-20µM). La incorporación de [3H]-Timidina se realizó durante 24 h, 
comenzando 24 h luego de la estimulación. Los resultados muestran las medias ± ES de cuatro 
experimentos independientes. Letras distintas denotan diferencias estadísticamente significativas 
(P< 0.01). B) Las células de la granulosa fueron cultivadas por 36 h en medio control (C), con 
FSH (F, 2 ng/ml), con FSH y E2 (F+E2, 100 ng/ml) o con una combinación de ambas hormonas y 
α-naftoflavona (α-NF, 20 µM). Se extrajo proteínas totales y se realizó Western Blot como se 
describe en Materiales y Métodos, utilizando un anticuerpo que reconoce a PCNA (panel 
superior) o a CCND2 (panel inferior). Se muestra un experimento representativo de un total de 
tres, realizados en forma independiente. 

 

A) 

B) 

     C       F            F+E2      F+E2+αNF 

◄ CCND2

◄ PCNA
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El sinergismo que mostraron tener 3-metilcolantreno y β-naftoflavona con estradiol 
resultó llamativo y de gran interés, ya que estos ligandos son conocidos agonistas del AHR 
(Safe, 1995; Whitlock et al., 1996; Brauze et al., 1997; Navas y Segner, 2000; Henry y 
Gasiewicz, 2003; Kondraganti et al., 2005), quienes clásicamente poseen un efecto 
antiestrogénico en presencia de estrógenos. Por otro lado, la regulación que ejerció β-
naftoflavona sobre la proliferación inducida por FSH y estradiol en células de la granulosa 
fue de notable magnitud, dosis dependiente y con alta significancia estadística. Por todo 
esto es que se decidió en adelante centrar el estudio en este ligando del AHR, el cual 
mostró una novedosa acción sinérgica con estrógenos sobre la proliferación celular. 

 
 

- Caracterización de β-naftoflavona en términos de su capacidad de actuar como 
agonista del AHR   
 
Translocación del AHR al núcleo   
Se ha demostrado que β-naftoflavona actúa como agonista del AHR en numerosos 
sistemas. Sin embargo, y como se mencionó anteriormente, pueden existir diferencias en 
cuanto a la capacidad que tienen distintos ligandos de activar respuestas mediadas por el 
AHR dependiendo del tipo celular o especie en estudio. Por esto, se decidió establecer 
como primera mediada si β-naftoflavona está efectivamente funcionando como agonista del 
AHR y es capaz de activar al receptor en nuestro sistema de estudio.   
 En primer término, se evaluó si β-naftoflavona es capaz de provocar la translocación 
del AHR al núcleo, resultado de la activación del receptor por agonistas y evento 
indispensable para su actividad transcripcional en ese compartimiento celular. Para llevar a 
cabo este análisis, se realizó inmunofluorescencia para el receptor en cultivos control o en 
cultivos tratados con β-naftoflavona. Como puede observarse en la Figura 3.8 A, el AHR 
tiene una localización mayoritariamente citoplasmática en condiciones control. Luego de 
estimular las células con β-naftoflavona 10 µM, puede observarse que la localización del 
receptor es principalmente nuclear, lo que pone en evidencia la translocación nuclear del 
AHR por el tratamiento con la flavona (Figura 3.8 B). Los mismos resultados se obtuvieron al 
realizar las incubaciones en presencia de las hormonas FSH y estradiol (Figura 3.8 C y D).   
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Figura 3.8. Translocación del AHR al núcleo por β-naftoflavona. Las células de la 

granulosa fueron cultivadas en medio control (A y B) o con FSH y estradiol (2 ng/ml y 100 ng/ml, 
respectivamente, C y D) en ausencia (A y C) o presencia (B y D) de 10 µM β-naftoflavona. Luego 
de la incubación con los diferentes estímulos, se fijaron las células y se realizó 
inmunofluorescencia para el AHR como se describe en Materiales y Métodos. Se muestra un 
experimento representativo de tres, realizados en forma independiente.  

A) 

D)C) 

B)
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Inducción de los transcriptos para Cyp1a1 y Cyp1b1 
Dado que la inducción de los transcriptos para Cyp1a1 es uno de los efectos mejor 

descriptos y caracterizados de los agonistas del AHR y una propiedad típica de la respuesta 
celular a aril hidrocarburos por la activación del receptor (Thomsen et al., 1994; Kharat y 
Saatcioglu, 1996; Hoivik et al., 1997; Hahn, 1998; Whitlock, 1999; Klinge et al., 2000; Gu, 
2000; Fujii-Kuriyama y Mimura, 2005), se decidió evaluar el efecto de β-naftoflavona sobre 
los niveles de esos transcriptos en células de la granulosa. A su vez, se ensayó el efecto de 
la flavona sobre la expresión del ARNm para Cyp1b1, otra hidroxilasa cuya transcripción se 
encuentra regulada por el AHR. 

Los ensayos que se describen a continuación fueron realizados con β-naftoflavona a 
concentraciones de 10 µM y 20 µM. Dado que en ambos casos se obtuvieron resultados 
similares, apreciándose la misma respuesta, se muestran como representativos los datos 
arrojados por los experimentos donde se utilizó la flavona a concentraciones de 10 µM.  

Como puede observarse en la Figura 3.9 A, β-naftoflavona induce los niveles de 
ARNm para Cyp1a1 alrededor de 4,5 veces, según se determinó por medio de la técnica de 
RT-PCR semi-cuantitativa. Este efecto fue completamente abolido por el co-tratamiento con 
α-naftoflavona a dosis de 0,5 µM y parcialmente revertido por α-naftoflavona a dosis de 1 
µM. El agregado de α-naftoflavona sola a dosis de 0,5 µM no tuvo efecto sobre la inducción 
de la expresión de los transcriptos para Cyp1a1. El tratamiento con esta última flavona a 
dosis de 1 µM produjo un aumento modesto y marginalmente significativo en los niveles de 
ARNm para la hidroxilasa (Figura 3.9 A).   

La habilidad de β-naftoflavona de inducir la expresión de los transcriptos para 
Cyp1a1 y el efecto antagonista de α-naftoflavona sobre esta inducción se verificaron 
también en presencia de FSH (Figura 3.9 B).  

Al evaluar el efecto de β-naftoflavona sobre los niveles de transcriptos para Cyp1b1, 
se observó que esta flavona es a su vez capaz de causar un aumento en estos mensajeros 
al compararlos con los niveles basales (Figura 3.9 C). Sin embargo, la inducción fue de 
menor magnitud que la ejercida sobre los niveles de ARNm para Cyp1a1. Debe notarse que 
los niveles basales de transcriptos para Cyp1b1 en células de la granulosa control son 
mucho más altos que los correspondientes a la hidroxilasa Cyp1a1 (Figura 3.9 D).   

Por otro lado, el agregado de estradiol no tuvo efecto sobre la inducción de los 
mensajeros de ambas hidroxilasas inducido por β-naftoflavona. Estos datos se muestran en 
las Figuras 3.9 B y C. 

. 
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Figura 3.9. A) Se cultivaron las células de la granulosa durante 24 h en medio 

control (C), con β-naftoflavona (bNF, 10 µM) o α-naftoflavona a dosis de 0,5 µM (aNF0.5uM) o 1 
µM (aNF1uM), o con una combinación de ambas flavonas. Se extrajo el ARN total y se realizó RT-
PCR semi-cuantitativa para el ARNm de Cyp1a1 como se describe en Materiales y Métodos. La 
cantidad de cada ARNm fue normalizado por la señal de amplificación del 18S ribosomal, y los 
valores resultantes (relativos a las células control) se graficaron como la media ± ES de cinco 
experimentos independientes. Valores con letras distintas son significativamente diferentes 
(P<0.001, excepto para las siguientes comparaciones: C vs. aNF1uM P<0.05; aNF0.5uM vs. 
bNF+aNF1uM P<0.05; C vs. bNF+aNF1uM P<0.01). B) Las células de la granulosa fueron 
cultivadas durante 24 h en medio control conteniendo 2 ng/ml FSH (F) o tratadas con β-
naftoflavona (10 µM, F+bNF), con α-naftoflavona (1 µM, F+aNF), con una combinación de ambas 
flavonas (F+bNF+aNF), o con β-naftoflavona y E2 (100 ng/ml, F+bNF+E2). Se extrajo ARN total y 
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se realizó RT-PCR semi-cuantitativa para el ARNm de Cyp1a1 como se describe en Materiales y 
Métodos. La cantidad de cada ARNm fue normalizado por la señal de amplificación del 18S 
ribosomal, y los valores resultantes (relativos a las células control) se graficaron como la media ± 
ES de cinco experimentos independientes. Valores con letras distintas son significativamente 
diferentes (P<0.001, excepto a vs. c: P<0.05). C) Las células de la granulosa se cultivaron 
durante 6 h en medio control conteniendo 2 ng/ml FSH en ausencia o presencia de β-
naftoflavona sola (10 µM, F+bNF) o en combinación con E2 (100 ng/ml, F+bNF+E2). Se extrajo 
ARN total y se realizó RT-PCR semi-cuantitativa para el ARNm de Cyp1b1 como se describe en 
Materiales y Métodos. La cantidad de cada ARNm fue normalizado por la señal de amplificación 
del 18S ribosomal, y los valores resultantes (relativos a las células control) se graficaron como la 
media ± ES de cinco experimentos independientes. Valores con letras distintas son 
significativamente diferentes (P<0.001). D) La cuantificación de las señales del ARNm para 
Cyp1a1 y Cyp1b1 en muestras corridas en paralelo en el mismo experimento y cada una de ellas 
normalizadas a su señal de 18S correspondiente se graficaron como la media ± ES de cinco 
experimentos independientes. *, P<0.05 vs. el mismo tratamiento en el otro grupo; **, P<0.01 vs. 
el mismo tratamiento en el otro grupo. 
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- Participación del AHR y del receptor de estrógenos en la acción comitogénica de estradiol 
y β-naftoflavona  
 

Con el objetivo de determinar si el sinergismo antes descripto entre β-naftoflavona y 
estradiol es realmente mediado por el receptor de estrógenos y por el AHR, se decidió 
ensayar el efecto de antagonistas de ambos receptores sobre la respuesta en proliferación.  

Como antagonista del receptor de estrógenos se utilizó el antiestrógeno puro ICI 
182,780. Como antagonista del AHR se usó el ligando α-naftoflavona a dosis de 1 μM, ya 
que no solo está reportado que a estas dosis o menores la flavona funcionan como 
antagonistas de este receptor en diversos sistemas (como ejemplos, ver Gasiewicz y Rucci, 
1991; Merchant et al., 1993; Merchant y Safe, 1995; Henry y Gasiewicz, 2003), sino que 
además se ha confirmado que esto también se verifica en células de la granulosa de rata en 
cultivo.  

Como se muestra en la Figura 3.10 A, el efecto estimulatorio sinérgico que ejercen 
estradiol y β-naftoflavona sobre la proliferación de las células de la granulosa es inhibido por 
el tratamiento simultáneo con el antagonista del receptor de estrógenos, es decir, ambos 
compuestos no son capaces de sinergizar en la inducción de la proliferación si se encuentra 
bloqueado el receptor de estrógenos. 

Similarmente, el efecto de β-naftoflavona fue revertido por α-naftoflavona, impidiendo 
ahora que la primera ejerza su efecto comitogénico con estradiol (Figura 3.10 B). Por lo 
tanto, el estrógeno y el agonista del AHR no son capaces de sinergizar en la estimulación de 
la proliferación si se encuentra bloqueado el AHR.   
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Figura 3.10.  Participación del receptor de estrógenos y del AHR en el efecto 

comitogénico de estradiol y β-naftoflavona. A) Efecto de ICI sobre la acción mitogénica de 
estradiol y β-naftoflavona. Se cultivaron las células de la granulosa en medio control, con FSH (2 
ng/ml, F), con FSH y E2 (100 ng/ml) o con una combinación de ambas hormonas y β-naftoflavona 
(10 µM, bNF), en ausencia o presencia del antagonista del receptor de estrógenos ICI 182,780 
(10 µM, ICI). B) Efecto de α-naftoflavona sobre la acción mitogénica de estradiol y β-naftoflavona. 
Las células de la granulosa fueron cultivadas en medio control, con FSH (2 ng/ml, F), con FSH y 
E2 (100 ng/ml) o con una combinación de ambas hormonas y β-naftoflavona (10 µM, bNF), en 
ausencia o presencia de α-naftoflavona (1 µM, aNF).  
La incorporación de [3H]-Timidina se realizó durante 24 h, comenzando 24 h luego de la 
estimulación. Los resultados se expresan como la media ± ES de tres experimentos 
independientes. Los valores que no comparten letras son significativamente diferentes 
(P<0.001). 
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Con el objetivo de obtener más evidencias sobre la participación del AHR en la 
acción mitogénica que es capaz de ejercer β-naftoflavona con estradiol, se ensayó el efecto 
de esta flavona en la proliferación de células de la granulosa que sobre-expresan el AHR. 
Para esto, luego de transfectar estas células con un vector de expresión que codifica para el 
AHR y dejar transcurrir el tiempo necesario para su expresión, se trataron los cultivos con los 
estímulos mitogénicos y se evaluaron luego los niveles de proliferación por medio de 
inmunofluorescencia o Western Blot contra ciclina D2.  

Como puede observarse en la Figura 3.11 A, la inmunofluorescencia contra ciclina D2 
muestra que las células que sobre-expresan el AHR poseen niveles mayores de expresión 
de ciclina D2 al ser tratadas con FSH, estradiol y β-naftoflavona que aquellas también 
tratadas con ambas hormonas y la flavona pero que poseen solo los niveles endógenos del 
AHR.  

El aumento de la acción comitogénica de β-naftoflavona cuando se sobre-expresa el 
AHR también se evidenció evaluando los niveles de ciclina D2 por Western Blot (Figura 3.11 
B). Los datos arrojados por estos experimentos mostraron una inducción en la expresión de 
la ciclina por β-naftoflavona de alrededor de 1,5 veces en células control, en comparación 
con 2 veces de inducción de la proteína con este compuesto en células que sobre-expresan 
el AHR.  
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Figura 3.11. Participación del AHR en el efecto comitogénico de β-naftoflavona y 

estradiol. Las células de la granulosa fueron transfectadas transitoriamente con un vector de 
expresión que codifica para AHR como se explica en Materiales y Métodos. Se cultivaron en 
medio conteniendo FSH (2 ng/ml, F) y estradiol (100 ng/ml), en ausencia o presencia de β-
naftoflavona (10 µM). A) Se realizó inmunofluorescencia para CCND2 y AHR como se describe 
en Materiales y Métodos. Panel I y II: inmunofluorescencia representativa para CCND2 en 
células control (I) o en células que sobre-expresan el AHR (II) tratadas con FSH, E2 y β-
naftoflavona. Panel III y IV: inmunofluorescencia representativa para AHR en células control (III) 
o células que sobre-expresan el AHR (IV). Se obtuvo el mismo patrón de respuesta en dos 
experimentos independientes, cada uno llevado a cabo por duplicado. Aumento: 400X. B) Se 
realizó Western Blot para CCND2 como se describe en Materiales y Métodos. Los resultados se 
expresan como la media ± ES de dos experimentos independientes, cada uno llevado a cabo por 
duplicado. Valores con letras distintas son significativamente diferentes (P<0.001 excepto a vs. b: 
P<0.01, a vs. c: P<0.05, b vs. c: P<0.05). Inserto: Se muestra un Western Blot representativo; 
calle 1: células control tratadas con FSH y E2; calle 2: células control tratadas con FSH, E2, y β-
naftoflavona; calle 3: células que sobre-expresan el AHR tratadas con FSH y E2; calle 4: células 
que sobre-expresan el AHR tratadas con FSH, E2 y β-naftoflavona.       

A) 
I) II)

III) IV)

B)

1 2 3 4

CCND2► 
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- Efecto de β-naftoflavona sobre la transcripción inducida por estrógenos 
 

El sinergismo observado entre el agonista del AHR y el estradiol en la estimulación 
de la síntesis de ADN parecería contrastar con el efecto antiestrogénico clásico a nivel 
genómico que se ha reportado que ejercen los agonistas del AHR en presencia de 
estrógenos en otros tipos celulares (como ejemplos ver Safe, 1995; Safe et al., 1998; 
Wormke et al., 2000; Safe et al., 2000; Pocar et al., 2005). 

Por esta razón, se decidió investigar si en el sistema de estudio también se produce 
la interacción negativa a nivel transcripcional descripta anteriormente. Con este objetivo, se 
transfectaron en forma transitoria células de la granulosa en cultivo con la construcción pTK-
Red-ERE-LUC, y se trataron las células con los distintos estímulos. Esta construcción 
consta de un promotor respondedor a estrógenos (debido a la presencia de secuencias 
consenso de reconocimiento para el receptor correspondiente) y el gen de la luciferasa 
clonado río abajo. 

Como se esperaba, estradiol produjo un aumento en la actividad luciferasa, reflejo de 
la activación de la transcripción causada por la unión del receptor de estrógenos a sus 
secuencias consenso en el promotor de dicho gen y reclutamiento de los co-activadores 
necesarios. La estimulación en la actividad luciferasa obtenida por el agregado del estrógeno 
fue de alrededor de 2 veces (Figura 3.12). Este efecto fue bloqueado por el co-tratamiento 
con  ICI 182,780 (Figura 3.12). 

La adición de de β-naftoflavona a las células de la granulosa en cultivo produjo una 
dramática inhibición de la expresión de luciferasa inducida por estradiol, alcanzándose 
niveles aún menores que los observados en las células control (Figura 3.12).   
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Figura 3.12. Efecto de β-naftoflavona sobre la transcripción estimulada por el ER. Las 

células de la granulosa fueron transfectadas transitoriamente con la construcción reportera pTK-
Red-ERE-LUC y el plásmido reportero control pCMV-β-Galactosidasa, como se describe en 
Materiales y Métodos. Luego de la transfección (18 h después) las células fueron tratadas sólo 
con vehículo o con FSH (2 ng/ml, F), FSH y ICI 182,780 (10 µM), FSH y E2 (100 ng/ml), ambas 
hormonas y ICI 182,780, FSH y β-naftoflavona (10 µM, bNF) o una combinación de ambas 
hormonas y β-naftoflavona durante 24 h, y luego se procesaron para el ensayo de actividad 
luciferasa. Los resultados (normalizados por actividad β-Galactosidasa) se expresan como 
porcentaje de unidades de luz relativas (RLU) al compararse con las células control (agregado de 
vehículo solo, tomado como el 100%). Los valores graficados representan las medias ± ES de 
dos experimentos independientes, cada uno llevado a cabo por duplicado. Letras distintas 
denotan diferencias estadísticamente significativas (P<0.01). 
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3.3.2. Efecto de ligandos del AHR sobre los niveles de estradiol en células de la granulosa 
 
Con el objetivo de evaluar la posible modulación que ejerzan ligandos del AHR sobre 

otra respuesta celular, se decidió establecer si estos compuestos tienen la capacidad de 
inducir cambios en los niveles de estradiol producidos por las células de la granulosa. Se 
eligió determinar este parámetro para ligandos que hayan tenido distinto comportamiento en 
cuanto a la regulación de la proliferación. Por esto, se ensayó el efecto de β-naftoflavona, 
ligando que fue capaz de sinergizar con las hormonas FSH y estradiol en la proliferación de 
las células de la granulosa; el efecto de α-naftoflavona, ligando que inhibió el efecto 
mitogénico de dichas hormonas; y el efecto de 3-indolacético, ligando que no mostró 
modular la estimulación de la proliferación que ejerce FSH y estradiol sobre este sistema.  

 
 

- Efecto de β-naftoflavona sobre los niveles de estradiol secretados por células de la 
granulosa 

 
Se ensayó el efecto de dosis crecientes de β-naftoflavona (1 µM a 20 µM) sobre los 

niveles de estradiol de células de la granulosa tratadas con FSH. Como puede verse en la 
Figura 3.13 A, el tratamiento con este agonista del AHR no produjo cambios en los niveles 
endógenos del estrógeno secretados al medio. Este resultado se observó para todas las 
dosis ensayadas.  

 
 

- Efecto de α-naftoflavona sobre los niveles de estradiol secretados por células de la 
granulosa 

 
Se determinó el efecto del tratamiento con α-naftoflavona (1 µM a 20 µM) sobre los 

niveles endógenos de estradiol de células de la granulosa tratadas con FSH. Este ligando 
fue capaz de producir una disminución en los niveles del estrógeno secretados por las 
células. Este efecto mostró ser dependiente de la dosis, hallándose diferencias significativas 
con dosis de 10 µM o mayores. Estos resultados se muestran en la Figura 3.13 A. 
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- Efecto de  3-indolacético sobre los niveles de estradiol secretados por células de la 
granulosa 

 
Se ensayó el efecto del tratamiento con dosis crecientes (1 µM a 20 µM) de 3-

indolacético sobre los niveles de estradiol en cultivos de células de la granulosa de rata 
tratadas con FSH. Como se muestra en la Figura 3.13 B, el agregado de este ligando del 
AHR no produjo cambios en los niveles de estrógeno secretado, ni aún a la mayor 
concentración utilizada.  
 
 

 

 
 
 

Figura 3.13. Efecto de β-naftoflavona, α-naftoflavona y 3-indolacético sobre los 
niveles de estradiol producidos en células de la granulosa.  Las células de la granulosa fueron 
cultivadas en condiciones control (FSH 2 ng/ml) o con FSH y dosis crecientes de A) β-
naftoflavona (-○-, bNF) o α-naftoflavona (-●-, aNF); B) 3-indolacético (controles: bNF 10 µM, aNF 
20µM). Se agregó androstenodiona (0,35 µM) a los clutivos como andrógeno aromatizable. Se 
determinó el estradiol en los medios de cultivo por RIA. Los resultados se expresan como las 
medias ± ES de tres experimentos independientes, cada uno realizado por triplicado. Los valores 
que no comparten letras comunes son significativamente distintos (P<0.001). 

A) B) 
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3.3.3. Efecto de los catecolestrógenos sobre la proliferación de células de la granulosa 

 
Como ya se ha detallado anteriormente, los agonistas del AHR inducen la expresión 

de las enzimas del grupo CYP1/2, lo cual provoca un aumento en la hidroxilación del 
estradiol y consecuentemente mayores niveles de catecolestrógenos en la célula.  

Basándonos en la hipótesis de que estos metabolitos del estradiol ejercerían 
acciones distintas a las del estradiol sobre la función de las células de la granulosa, se 
decidió evaluar la respuesta proliferativa de estas células al ser tratadas con los compuestos 
mencionados. Dado que FSH no es mitogénica por sí misma en la concentración usada 
normalmente en los cultivos (2 ng/ml), no resultaba éste el sistema indicado para observar 
modulación del crecimiento por parte de los catecolestrógenos (si existiera inhibición de la 
síntesis de ADN inducida por los catecolestrógenos, ésta probablemente no se 
evidenciaría). Por lo tanto, se decidió utilizar dosis de FSH de 10 ng/ml, las cuales son 
capaces de estimular por sí mismas la síntesis de ADN de células de la granulosa de rata en 
cultivo. De todas formas, se realizaron a su vez las determinaciones en condiciones de FSH 
2 ng/ml para todos los catecolestrógenos ensayados, sin encontrarse efecto alguno de estos 
compuestos sobre la proliferación. 
 
 
- Efecto de 2-hidroxiestradiol sobre la proliferación de células de la granulosa  
 
 Se ensayó el efecto de dosis crecientes (1 ng/ml a 1000 ng/ml) del catecolestrógeno 
2-hidroxiestradiol (2OHE) sobre la proliferación de células de la granulosa cultivadas en 
medio control o en medio con FSH a dosis de 10 ng/ml. Al igual que el estradiol, el 2OHE no 
tuvo efecto sobre la proliferación en condiciones control. Sin embargo, y a diferencia del 
estradiol, este catecolestrógeno no fue capaz de sinergizar con la gonadotrofina e inducir la 
síntesis de ADN, produciendo incluso una inhibición de la misma a concentraciones de 
1µg/ml.  Estos resultados se muestran en la Figura 3.14. 
 Se decidió establecer si la acción diferencial con respecto al estradiol que ejerce 
2OHE está restringida a la proliferación inducida por FSH. Para esto, se evaluó el efecto de 
este catecolestrógeno sobre la síntesis de ADN estimulada por TGF-β, otro factor 
mitogénico para las células de la granulosa con el cual sinergiza estradiol. Este metabolito 
tampoco fue capaz de sinergizar con el factor de crecimiento en la proliferación de las 
células, como sí lo hace estradiol (Figura 3.15 A). Sin embargo, no produjo inhibición de la 
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inducción de la proliferación a ninguna de las dosis probadas, no encontrándose diferencias 
significativas al compararse con las células tratadas sólo con TGFβ. 
 
 
- Efecto de 2-metoxiestradiol sobre la proliferación de células de la granulosa  

 
Se determinó el efecto del agregado de dosis crecientes (1 ng/ml a 1000 ng/ml) de 2-

metoxiestradiol (2MOE) sobre la síntesis de ADN de células de la granulosa en condiciones 
control o en medio con FSH (10 ng/ml). Como se muestra en la Figura 3.14, el 2MOE no 
tuvo acción sobre la proliferación en condiciones control, al igual que el estradiol. Al tratar 
los cultivos con la combinación de FSH y este catecolestrógeno, se observó que él es 
incapaz de sinergizar con la hormona en un efecto mitogénico, acción característica que sí 
posee el estradiol. Más aún, dosis de 100 ng/ml o superiores de 2MOE produjeron una 
marcada inhibición en la proliferación inducida por FSH en las células de la granulosa. 

Al ensayar el posible efecto de este catecolestrógeno sobre la proliferación inducida 
por TGFβ, se observó que a diferencia del estradiol, no produce estimulación alguna de la 
proliferación inducida por el péptido. Sin embargo, a diferencia de su efecto inhibitorio 
descripto más arriba, el 2MOE no produjo inhibición alguna sobre la proliferación inducida 
por TGF-β (Figura 3.15 B). 

 

 
- Efecto de 4-hidroxiestradiol sobre la proliferación de células de la granulosa  

 
No se encontró ningún cambio significativo al ensayar el efecto de dosis crecientes 

(1 ng/ml a 1000 ng/ml) del catecolestrógeno 4-hidroxiestradiol (4OHE) sobre la proliferación 
de células de la granulosa cultivadas en medio control o en medio con FSH (10 ng/ml), aún 
a la mayor dosis probada (Figura 3.14). Es decir, al igual que los demás catecolestrógenos, 
4OHE no es capaz de estimular la proliferación al ser agregado con FSH, como sí lo hace el 
estrógeno estradiol.   
 Al evaluar el efecto de 4OHE sobre la proliferación estimulada por TGFβ, se verificó 
que este compuesto tampoco fue capaz de sinergizar con el factor de crecimiento en la 
proliferación de las células, como sí lo hace el estradiol. Al igual que al agregarse con FSH, 
no produjo inhibición de la inducción de la proliferación a ninguna de las dosis ensayadas, 
no encontrándose diferencias significativas al compararse con las células tratadas solo con 
TGFβ. Estos resultados se muestran en la Figura 3.15 C. 
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Figura 3.14. Efecto de los catecolestrógenos 2-hidroxiestradiol, 2-metoxiestradiol y 4-

hidroxiestradiol sobre la síntesis de ADN en células de la granulosa. Las células de la granulosa 
fueron cultivadas en ausencia o con concentraciones crecientes de estradiol (E2), 2-
hidroxiestradiol (2OHE), 2-metoxiestradiol (2MOE) o 4-hidroxiestradiol (4OHE) en medio control o 
en presencia de FSH (10 ng/ml). La incorporación de [3H]-Timidina se realizó durante 24 h, 
comenzando 24 h luego de sembrar las células. Los resultados muestran las medias ± ES de 
tres experimentos independientes. Los asteriscos denotan diferencias significativas al 
compararse con sus controles correspondientes (P<0.001). 



Acción del AHR sobre la función de las células de la granulosa    86

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.15.  Efecto de los catecolestrógenos 2-hidroxiestradiol, 2-metoxiestradiol y 4-

hidroxiestradiol sobre la síntesis de ADN en células de la granulosa. Las células de la granulosa 
fueron cultivadas en ausencia o con concentraciones crecientes de estradiol (E2) o A) 2-
hidroxiestradiol (2OHE), B) 2-metoxiestradiol (2MOE), C) 4-hidroxiestradiol (4OHE); en medio 
control o con TGFβ (5 ng/ml). La incorporación de [3H]-Timidina se realizó durante 24 h, 
comenzando 24 h luego del sembrado de las células. Los resultados muestran las medias ± ES 
de tres experimentos independientes. Letras distintas denotan diferencias significativas (P<0.01). 

A) 

B) 

C) 
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3.4. Discusión 

 
Los estudios presentados en esta sección se han centrado en establecer las 

acciones que ejercen distintos ligandos del AHR sobre la proliferación de células de la 
granulosa. Evaluando este parámetro, se encontró que compuestos que tienen la capacidad 
de unirse al AHR y activarlo transcripcionalmente pueden desencadenar diversas 
respuestas en cuanto a la regulación del crecimiento de las células en estudio. Algunos  de 
los resultados arrojados luego del uso de los distintos agonistas del receptor parecerían en 
principio contradictorios entre sí. Sin embargo, solo ponen en evidencia una vez más la 
variabilidad existente entre los efectos inducidos por la activación de este receptor, la cual 
puede llevar a distintos patrones de respuesta incluso en el mismo tipo celular. Los datos 
obtenidos ponen de manifiesto claramente que las acciones mediadas por el AHR no 
pueden ser explicadas por la mera actividad transcripcional del receptor.  

El compuesto 3-indolacético puede formarse a partir del metabolismo del triptofano. 
Se ha demostrado que funciona como agonista del AHR in vitro, en levaduras y en líneas 
celulares, ya que es capaz de unirse a este receptor competitivamente, estimular su 
transformación y su unión al ADN, e inducir la expresión de genes reporteros dependientes 
de AHR (Miller, 1997; Heath-Paglusio et al., 1998). Sobre la base de estos antecedentes 
puede esperarse que este compuesto funcione como agonista del AHR en nuestro sistema 
de estudio. No se halló ninguna modulación significativa de la proliferación de las células de 
la granulosa de rata inducida por este compuesto, ni en situaciones control ni en presencia 
de las hormonas FSH y estradiol, según la evaluación de incorporación de timidina. Estos 
resultados sugieren que la activación del AHR por parte de 3-indolacético no modula la 
síntesis de ADN en este sistema. Esto no descarta la posibilidad de que el AHR activado por 
otros agonistas posea un efecto en la proliferación de las células de la granulosa, ya que 
existen antecedentes de que el AHR puede inducir distintas respuestas en un mismo 
sistema dependiendo del agonista que lo active (Matikainen et al., 2001). Otra posible 
interpretación de los resultados obtenidos es que en nuestro sistema de estudio, o en 
cultivos primarios en general, 3-indolacético no funcione como agonista del AHR, o no lo 
haga a la concentración ensayada, lo cual sería coherente con el hecho de que se ha 
demostrado que en distintos sistemas los ligandos del AHR pueden funcionar o no como 
agonistas. Futuros estudios que contemplen la capacidad de 3-indolacético de unirse al 
AHR en células de la granulosa, transformarlo en su forma activa e inducir determinadas 
respuestas podrán discernir entre las distintas interpretaciones aquí planteadas.  
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El índigo se ha aislado de orina humana y ha demostrado ser agonista del AHR en 
ensayos de activación del receptor en levaduras recombinantes (Adachi et al., 2001) y en 
sistemas reporteros de células de hepatoma (Peter Guengerich et al., 2004). A su vez, se ha 
sugerido que funcionaría como agonista del receptor a partir de estudios realizados en 
roedores in vivo (Sugihara et al., 2004; Peter Guengerich et al., 2004) y demostrado que 
induce la unión de proteínas relacionadas con el AHR a los XRE en fracciones 
microsomales y nucleares de neuronas de rata (Kuramoto et al., 2003). Dados estos 
reportes, se decidió ensayar el efecto del índigo en la proliferación en nuestro sistema. En 
cultivos primarios de células de la granulosa de rata el tratamiento con índigo no induce 
cambios en la síntesis de ADN. Esto se verifica tanto para condiciones de cultivo control 
como para condiciones en las cuales las células se encuentran proliferando activamente 
debido al agregado de hormonas mitogénicas. Si bien no puede descartarse completamente 
que en las condiciones de trabajo el índigo no esté activando al AHR, los resultados 
presentados brindan evidencia que apoya la idea de que la activación del AHR por parte del 
índigo no regula los niveles de síntesis de ADN de células de la granulosa ni es capaz de 
modular la regulación ejercida por FSH y estradiol. Esto es consistente con experimentos 
realizados en células de Leydig TM3, donde índigo, a diferencia de otro agonista del AHR 
utilizado, no regula el crecimiento celular a pesar de ser capaz de inducir la transcripción de 
genes blanco del AHR (Iseki et al., 2005).      

El compuesto aromático heterocíclico indol-3-carbinol había sido clásicamente 
reportado como un agonista débil del AHR, pero ha demostrado ser un muy potente 
agonista de este receptor en algunos modelos, como en sistemas reporteros de levaduras, 
siendo su EC50 de alrededor de 10 µM (Miller, 1997). Se conoce extensamente el efecto 
antiproliferativo y antitumoral que posee este indol, habiéndose también reportado en varios 
sistemas celulares y en tratamientos in vivo su capacidad antiestrogénica en el crecimiento 
(revisado en Sarkar y Li, 2004). En líneas celulares de cáncer humanas se ha demostrado 
que el tratamiento con indol-3-carbinol es independiente de la señalización por el receptor 
de estrógenos y se debe al arresto en fase G1 del ciclo celular provocado por inhibición de 
la quinasa CDK6 (Cover et al., 1998), habiéndose demostrado también en otros sistemas la 
inducción por parte de este compuesto del inhibidor de ciclina p27 e interacciones con Rb 
que llevan al ulterior arresto del ciclo (revisado en Puga et al., 2002; Bock y Köhle, 2005). 
Los resultados presentados indican que si bien el tratamiento con indol-3-carbinol no tiene 
efecto sobre la proliferación de células en condiciones control o tratadas con FSH, es capaz 
de producir una inhibición de la estimulación de la síntesis de ADN inducida por la 
gonadotrofina y estradiol en células que entrarían en fase proliferativa. Esta acción 
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antiestrogénica sobre el crecimiento concuerda con el efecto ya reportado para este 
compuesto en otros sistemas, como se mencionó anteriormente. Se ha sugerido que parte 
de esta acción se debe a la inducción del metabolismo del estradiol, principalmente a la 
formación de 2OHE luego de la hidroxilación en la posición 2 del estrógeno, causada por la 
actividad transcripcional del AHR. Este fenómeno podría dar cuenta, al menos en parte, del 
efecto que se verifica en nuestro sistema de estudio. Alternativamente, indol-3-carbinol 
podría estar ejerciendo su efecto de inhibición de la proliferación por medio de mecanismos 
no relacionados con los estrógenos, como regulación directa o indirecta de la expresión de 
proteínas involucradas en el ciclo celular, que impiden que las células entren a la etapa de 
síntesis de ADN del ciclo celular.   

El triptofano y sus metabolitos resultantes por conversión celular o por irradiación 
con luz UV han demostrado ser agonistas del AHR en ensayos in vitro, en sistemas 
recombinantes de levaduras, en células Hepa1c1c7 y en queratinocitos humanos (Helferich 
y Denison, 1991; Miller, 1997; Heath-Pagliuso et al., 1998; Sindhu et al., 1996; Sindhu et al., 
2003). Por lo tanto, se decidió evaluar si el tratamiento con este agonista regula la síntesis 
de ADN en el sistema de estudio. En células de la granulosa se halló que el triptofano no 
posee efectos sobre este parámetro cuando a las células no llegan señales mitogénicas, 
pero es capaz de inhibir la estimulación de la proliferación inducida por estradiol y FSH a 
dosis iguales o mayores a 450 µM, concentración a la que se ha reportado que activa al 
AHR (Heath-Pagliuso et al., 1998). Por lo tanto, se puede inferir que en células de la 
granulosa la activación del AHR por el triptofano en sí mismo o por alguno de sus 
metabolitos ejercería un efecto inhibitorio sobre la proliferación inducida por FSH y estradiol. 
Esta acción antiestrogénica evidenciada en la proliferación concuerda con la de varios 
agonistas del receptor, como se explicara anteriormente, y pude estar siendo ocasionada 
por alguno o varios de los mecanismos subyacentes ya mencionados. 

El compuesto 3-metilcolantreno ha demostrado ser un potente agonista del AHR en 
una gran variedad de modelos, incluyendo sistemas de expresión de levaduras, distintas 
líneas celulares y células mononucleares (Kawanishi et al., 2003; Iseki et al., 2005;  Elbeaki 
et al., 2004; Yamamoto et al., 2004). Al ensayar el efecto de este compuesto en la 
proliferación de células de la granulosa hallamos que si bien no tiene efecto sobre la síntesis 
basal de ADN, es capaz de modular las señales mitogénicas a dosis de 3 ó 5 µM, 
amplificando la proliferación inducida por las hormonas. Este resultado contrasta con el 
efecto de inhibición de la proliferación reportado en otros sistemas como osteoblastos 
(Naruse et al., 2002), células de Leydig TM3 (Iseki et al., 2005) y líneas celulares de mama 
(Chaloupka et al., 1992). Sin embargo, se ha reportado que este agonista como único 
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estímulo induce la proliferación de células foliculares de la tiroides (Hood et al., 2003) o es 
capaz de inducir crecimiento tumoral en algunas cepas de ratones (Gressani et al., 1999), 
efectos quizás relacionados a los observados en células de la granulosa.  

El ligando del AHR α-naftoflavona ha demostrado ser capaz de actuar tanto como 
agonista o como antagonista del AHR, dependiendo de la dosis utilizada, del sistema en 
estudio y de la presencia o ausencia de agonistas exógenos agregados concomitantemente. 
En líneas celulares de hepatoma se ha reportado que a dosis entre 10 µM y 50 µM α-
naftoflavona funciona como agonista débil del receptor, ya que ejerce solo un porcentaje del 
efecto inducido por los típicos agonistas del AHR, como TCDD, 3-metilcolantreno o β-
naftoflavona (Wilhelmsson et al., 1994). Sin embargo, incluso a esas dosis a las que 
agregado como único estímulo activa al AHR, es capaz de antagonizar los efectos de un 
agonsita fuerte  en células Hepa1c1c7 (Wilhelmsson et al., 1994). En otros sistemas, como 
complejos cúmulus-ovocito bovinos, esta flavona como único estímulo es considerada 
antagonista a concentraciones de 10 µM (Pocar et al., 2004). Por otro lado, en una gran 
variedad de modelos se ha demostrado que α-naftoflavona en co-tratamiento con un 
agonista del receptor es capaz de funcionar como antagonista a concentraciones de entre 
0.1 µM y 1 µM, dependiendo el sistema (Gasiewicz y Rucci, 1991; Santostefano et al., 1993; 
Merchant et al., 1993; Merchant y Safe, 1995; Matikainen et al., 2002). En nuestro sistema 
de estudio, α-naftoflavona a dosis de 1 µM produjo una leve inducción de los niveles 
estacionarios de transcriptos Cyp1a1 (este parámetro, como se mencionó anteriormente, es 
ampliamente usado para caracterizar a un compuesto como agonista del AHR, pues 
muestra su capacidad de activar al AHR e inducir respuestas mediadas por éste). Sin 
embargo, esta flavona antagoniza el efecto del agonista β-naftoflavona sobre aquellos 
mensajeros a dosis de 1 µM, lo cual indica que la primera puede actuar como antagonista 
del AHR en presencia de agonistas fuertes incluso a dosis a las cuales agregada como 
único estímulo induce los transcriptos para Cyp1a1. A dosis inferiores a 1 µM, α-naftoflavona 
no aumenta los niveles de ARNm para la hidroxilasa al ser utilizada como único tratamiento 
y antagoniza a su vez la inducción ejercida por β-naftoflavona. Todo esto sugiere que el 
comportamiento reportado para α-naftoflavona en otros sistemas en cuanto a funcionar 
como agonista o antagonista del AHR a nivel transcripcional se verifica también en las 
células de la granulosa. Al ensayar el efecto de α-naftoflavona sobre la síntesis de ADN en 
células de la granulosa de rata no hallamos ningún efecto de la flavona agregada sola o en 
combinación con FSH en ninguna de las dosis probadas. Al ser agregada junto con FSH y 
estradiol, no se observó efecto a concentraciones de 1 µM. Sin embargo, a concentraciones 
mayores o iguales a 10 µM se evidenció una inhibición dependiente de la dosis de la 
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proliferación inducida por las hormonas que se verificó también a nivel de la expresión de 
PCNA o ciclina D2. Este comportamiento es consistente con reportes en la línea celular 
MCF-7, donde la flavona no modula la acción de estradiol a dosis menores a 1 µM 
(Merchant et al., 1993). Sobre la base de todo lo expuesto, nuestras observaciones podrían 
indicar que el efecto inhibitorio de la proliferación que ejerce α-naftoflavona a dosis de entre 
5 µM y 20 µM en nuestro sistema podría deberse a una acción como agonista del AHR. Este 
efecto de inhibición de la proliferación concordaría con los de otros agonistas del AHR, 
pudiéndose hipotetizar que estarían ocasionados por algunos o varios de los mecanismo 
antiestrogénicos reportados para la activación del AHR. 

Beta-naftoflavona es considerado un clásico agonista del AHR, existiendo 
innumerables reportes sobre su capacidad de activar a este receptor en una amplia variedad 
de sistemas y tipos celulares y desencadenar las respuestas por él mediadas (como 
ejemplos ver Brauze et al., 1997; Miller, 1997; Navas y Segner, 2000; Huang et al., 2002; 
Kawanishi et al., 2003; Hestermann y Brown, 2003; Henry y Gasiewicz, 2003; Granberg et 
al., 2003; Aluru et al., 2005). Los efectos reportados para esta flavona son clásicamente 
antiestrógenicos, habiéndose demostrado que es capaz de inhibir la síntesis de vitelogenina 
inducida por estradiol en hepatocitos de peces  (Navas y Segner, 2000; Navas et al., 2004), 
inducir apoptosis en ovario de peces (Weber y Janz, 2001), provocar disfunciones en la 
esteroidogénesis (Aluru et al., 2005) y disminuir la actividad peroxidasa uterina y los niveles 
de receptor de estrógeno hepático en ratas in vivo (Brauze et al., 1997). A través de 
ensayos de inmunofluorescencia se pudo observar que β-naftoflavona es capaz de 
translocar al AHR al núcleo e inducir los niveles de transcriptos para Cyp1a1 y Cyp1b1 en 
cultivos de células de la granulosa, efecto que es revertido por el tratamiento con α-
naftoflavona en dosis a las que funciona como antagonista del receptor. Por lo tanto, 
también en células de la granulosa de rata β-naftoflavona funciona como agonista del AHR, 
siendo capaz de activarlo e inducir la respuesta transcripcional típica de este receptor. La 
magnitud de la inducción de los mensajeros de Cyp1b1 por parte de β-naftoflavona fue 
modesta en comparación con el efecto ejercido sobre Cyp1a1. Resultados similares han 
sido reportados para otros agonistas del AHR en diferentes modelos (como ejemplo, ver 
Dasmahapatra et al., 2002). El mecanismo exacto que subyace este fenómeno no ha sido 
aún establecido, pero una posible razón es el hecho de que en tejidos esteroidogénicos los 
niveles constitutivos de expresión de los transcriptos Cyp1b1 son considerablemente altos.    

En células de la granulosa en cultivo el tratamiento con β-naftoflavona sola o en 
combinación con FSH no produjo cambios en los niveles de proliferación. Sin embargo, este 
ligando del AHR es capaz de amplificar, en forma dosis-dependiente, la estimulación de la 
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proliferación ejercida por las hormonas FSH y estradiol. Como se mencionara anteriormente, 
el efecto comitogénico que ejerció β-naftoflavona (al igual que 3-metilcolantreno) con 
estradiol resulto muy interesante, puesto que las interacciones descriptas entre agonistas 
del AHR y del receptor de estrógenos son clásicamente negativas. Dado que el efecto de β-
naftoflavona fue de notable magnitud, dosis dependiente y con alta significancia estadística, 
se decidió en adelante centrar el estudio en este ligando del AHR, el cual mostró una 
novedosa acción sinérgica con estrógenos sobre la proliferación celular. 

Existía la posibilidad de que los efectos ejercidos por β-naftoflavona sobre la 
proliferación inducida por estradiol no fueran dependientes del AHR, por lo que se procedió 
a establecer la participación de los correspondientes receptores en el sinergismo observado. 
Los resultados obtenidos indican que la acción comitogénica de β-naftoflavona y estradiol es 
mediada por el AHR y por el receptor de estrógenos, ya que fue suprimida por co-
tratamiento con antagonistas de los respectivos receptores y fue amplificada en células que 
sobre-expresan el AHR.  

El sinergismo que se evidenció entre β-naftoflavona y estradiol sobre la proliferación 
celular no se verificó sobre la transcripción de genes inducibles por el receptor de 
estrógenos, nivel al cual en nuestro sistema se encontró el clásico efecto antiestrogénico 
reportado para este agonista. Es interesante notar que este fenómeno negativo no es 
bidireccional, ya que el estradiol no ejerció efecto inhibitorio sobre la expresión de los 
transcriptos Cyp1a1 o Cyp1b1 inducida por β-naftoflavona. Este efecto unidireccional 
concuerda con reportes en hepatocitos de peces  (Bemanian et al., 2004), pero contrasta 
con hallazgos en líneas celulares humanas o murinas, donde estradiol puede disminuir o 
aumentar los niveles de ARNm para Cyp1a1 inducidos por TCDD (como ejemplo, ver Navas 
y Segner, 2001). Por lo tanto, la interacción mutua a nivel transcripcional parece ser 
específica para cada célula y está seguramente regulada por factores (co-activadores o co-
represores) que se restringen a cada tipo celular. Se han demostrado en diferentes sistemas 
la existencia de interacciones funcionales y físicas entre el AHR y el receptor de estrógenos, 
como se detalló en la introducción. Por ejemplo, en células MCF-7 el AHR activado inhibe 
las respuestas mediadas por el receptor de estrógenos (revisado en Safe et al., 2000; Kohle 
et al., 2002) y el estradiol ejerce transrepresión de la transcripción de genes inducida por 
dioxinas a través de interacciones proteína-proteína entre el complejo ERα-AHR-ARNT 
(Beischlag y Perdew, 2005).   

Si bien se ha reportado que β-naftoflavona puede ejercer un efecto mitogénico en 
una línea celular de hepatoma (Gujaeva et al., 1999) y en una línea celular derivada de 
carcinoma pulmonar (Shimba et al., 2002) cuando es agregada como único estímulo, no 
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existen antecedentes de sinergismo con estrógenos. Se ha demostrado que en células 
MCF-7 la activación del AHR por un agonista puede a su vez activar al receptor de 
estrógenos vacío a través de interacciones no genómicas y resultar por lo tanto en efectos 
estrogénicos por aumento de la transcripción mediada por el receptor de estrógenos 
(Ohtake et al., 2003). Sin embargo, las evidencias presentadas en este trabajo indican que 
este mecanismo no sería el subyacente en nuestro sistema, ya que el efecto de 
estimulación de la proliferación de β-naftoflavona se verifica solo en presencia de estradiol, 
es decir, con el receptor de estrógenos ocupado, y además no se verifica a nivel de la 
transcripción mediada por estrógenos. Los resultados del estudio sugieren por lo tanto que 
existirían otros mecanismos de interacción positiva entre el receptor de estrógenos y el AHR 
aún no descriptos, en condiciones donde ambos están ocupados por sus ligandos, los 
cuales explicarían los efectos sinérgicos entre el estradiol y β-naftoflavona en la proliferación 
de células de la granulosa. Este mecanismo alternativo se sumaría a los ya propuestos, los 
cuales se detallaron en la introducción general. Es razonable especular que la vía de las 
MAPKs podrían estar implicadas en este fenómeno, ya que se han descripto interacciones 
entre las vías de señalización del AHR y de las MAPKs (revisado en Puga et al., 2002; 
Pocar et al., 2005) y entre ésta última y la vía de señalización del receptor de estrógenos 
(como ejemplos, ver revisiones de Nilsson, 2001; Lösel y Wehling, 2003; Levin, 2005). 
Sobre la base de todos los antecedentes descriptos sobre la interacción entre ambas vías 
de transducción y las cascadas de fosforilaciones, podría hipotetizarse que tanto el receptor 
de estrógenos activado por el estradiol como el AHR activado por β-naftoflavona podrían 
activar cascadas de quinasas que llevarían en última instancia a un sinergismo en la 
expresión de ciclina D2 y el correspondiente aumento en la proliferación. Futuras 
investigaciones podrán establecer el mecanismo subyacente a este sinergismo observado 
en la proliferación.   
 

Se ha demostrado que el agonista del AHR TCDD produce alteraciones en la 
regulación de la esteroidogénesis en algunos sistemas, inhibiendo por ejemplo los niveles 
de síntesis de testosterona en testículo de roedores adultos por un mecanismo dependiente 
de su receptor que involucraría la inhibición de la enzima P450scc (Fukuzawa et al., 2004). 
En células de la granulosa luteinizadas humanas, este compuesto causa una inhibición de la 
producción de estradiol sin alterar el metabolismo del mismo o la actividad de la enzima 
aromatasa P450, existiendo evidencias de que el punto de regulación sería la actividad 
17,20-liasa de la enzima P450c17 (Morán et al., 2003). En células de la granulosa 
luteinizadas de rata, se ha demostrado que TCDD también inhibe la secreción de estradiol, 
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debido (por lo menos en parte) a la alteración de varios genes de enzimas esteroidogénicas, 
principalmente la aromatasa (Dasmahapatra et al., 2002). En cambio, en células de la 
granulosa y de la teca-intersticiales de ratas hipofisectomizadas se ha reportado que el 
tratamiento con TCDD, a pesar de bloquear la ovulación, no altera la esteroidogénesis (Son 
et al., 1999). En cerdo, TCDD disminuye la secreción de estradiol por parte de las células 
foliculares, interfiriendo en la esteroidogénesis a través de su influencia en la actividad de 
enzimas involucradas en la cascada de biosíntesis de esteroides. En las células luteales, 
esta acción es mediada por el AHR y probablemente independiente de la estimulación del 
receptor de estrógenos (Gregoraszczuk, 2002). Se ha demostrado también que esta dioxina 
aumenta la secreción de estradiol y de progesterona por parte de las células de la teca, pero 
disminuye la secreción del estrógeno y de progesterona en células de la granulosa, 
poniendo en evidencia que este agonista del AHR puede ejercer tanto efectos estrogénicos 
como antiestrogénicos dependiendo el tipo celular (Grochowalski et al., 2001). 
Recientemente, se ha demostrado que la activación del AHR por parte de 9,10-dimetil-1,2-
benzoantraceno (DMBA) lleva a la inducción de la transcripción del gen de la aromatasa en 
células de la granulosa murinas, reportándose además que animales que carecen del 
receptor poseen niveles disminuidos de esta enzima (Baba et al., 2005). Por lo tanto, 
también en esta clase de respuestas se evidencia la capacidad que tiene el AHR de 
desencadenar acciones distintas, incluso totalmente opuestas, dependiendo de la especie, 
el tipo celular o el estado de diferenciación del modelo en estudio. Debido a estos 
antecedentes se decidió ensayar el efecto de ligandos del AHR sobre los niveles de 
estradiol producidos por células de la granulosa de rata.  

Distintos ligandos del AHR han mostrado ejercer una acción diferencial sobre los 
niveles de estradiol secretados por células de la granulosa. El tratamiento con el agonista β-
naftoflavona no produjo cambios sobre dicho parámetro, aún en la mayor dosis ensayada. 
Estos resultados parecerían contrastar con los obtenidos mediante el tratamiento in vivo con 
dosis bajas de esta flavona a ratas preñadas durante los días 7-14 de gestación, donde se 
observó que se produjo una inducción de la actividad aromatasa en los microsomas 
ováricos (Fuhrman-Lane et al., 1983), o con los datos obtenidos al estimular células de la 
granulosa con DMBA (Baba et al., 2005). Sin embargo, una posible explicación que concilia 
la ausencia de efecto de β-naftoflavona sobre los niveles de estrógeno secretados en 
células de la granulosa con los datos previamente reportados, es que este agonista está a 
su vez induciendo la expresión de Cyp1a1, lo que resultaría en un mayor metabolismo del 
estradiol a catecolestrógenos. Por lo tanto, es posible que los niveles de estradiol se 
mantengan constantes a pesar del tratamiento con β-naftoflavona porque la diferencia entre 
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su tasa de síntesis y de metabolismo iguala a la presente en las células control. De todas 
formas, no puede descartarse que β-naftoflavona a las dosis ensayadas simplemente no 
induzca cambios ni en la síntesis ni en el metabolismo del estradiol, o que posea efecto pero 
éste ya no sea evidente luego de 72 h (tiempo de estimulación en estos experimentos). Por 
otro lado, en hepatocitos de trucha se ha demostrado que esta flavona inhibe la 
esteroidogénesis, pero las evidencias indican que los puntos de regulación serían las 
enzimas StAR y P450scc, las cuales catalizan reacciones anteriores a la formación de 
androstenodiona, esteroide que es agregado en nuestro ensayo para evaluar la actividad 
aromatasa (Aluru et al., 2005). De la misma forma, el tratamiento con 3-indolacético 
tampoco produjo cambios en los niveles de estradiol secretado por estas células, 
reproduciéndose quizás también el mismo escenario planteado para β-naftoflavona.  

Por el contrario, el tratamiento con α-naftoflavona produce una marcada disminución 
en los niveles de estradiol en células de la granulosa, que se verifica a partir de dosis de 10 
µM. Este hallazgo es consistente con el hecho de que se ha demostrado que esta flavona 
inhibe la actividad aromatasa en otras especies (Kellis y Vickery, 1984; Campbell y Kurzer, 
1993; Pelissero et al., 1996), compartiendo en nuestro sistema el efecto que otros ligandos 
como TCDD ejerce en otros modelos. Futuras investigaciones podrán establecer si la 
disminución en los niveles de estradiol aquí observada se debe a inhibición de la aromatasa, 
a un aumento en el metabolismo del estradiol o a una combinación de ambas acciones.   

Los resultados arriba planteados muestran que el ligando del AHR α-naftoflavona 
disminuye los niveles de secreción de estradiol en células de la granulosa (por inhibición de 
la expresión y/o la actividad de la aromatasa y/o inducción de un aumento en el 
metabolismo del estradiol), mientras que los ligandos β-naftoflavona y 3-indolacético no 
modifican en forma neta los niveles de secreción de estradiol (por inducción del 
metabolismo de estradiol y concomitante inducción de la aromatasa o porque simplemente 
no regula los niveles del estrógeno a esas dosis en nuestro sistema o los cambios ya no son 
evidentes a los tiempos estipulados).  

Se ha estudiado en muchos sistemas y especies la implicancia de los 
catecolestrógenos en carcinogénesis, en el sistema nervioso, en la regulación de la función 
ovárica y en la interacción embrión-uterina durante la implantación (revisado en Spicer y 
Hammond, 1989; Liehr, 1997; Paria et al., 2001; Teepker et al., 2003). Como se mencionó en 
la introducción, si bien el efecto de los catecolestrógenos sobre la diferenciación se 
encuentra bien establecido, no se ha investigado tanto sobre la acción de estos compuestos 
en el crecimiento celular. Además, existen evidencias de que sería a nivel de la regulación de 
la proliferación celular donde podrían observarse mayores diferencias entre los efectos de 
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estos compuestos y la acción clásica de los estrógenos. Dado que las acciones locales que 
ejerce el estradiol, fundamentalmente la amplificación de la acción de FSH, juegan un papel 
fundamental en el desarrollo y la selección del folículo ovulatorio, y dado que los agonistas 
del AHR inducen la conversión de este estrógeno a catecolestrógenos, se decidió determinar 
si estos últimos ejercen una acción diferencial sobra la proliferación celular de las células de 
la granulosa. 

Ninguno de las catecolestrógenos estudiados han mostrado tener la capacidad de 
amplificar la señal de FSH o TGFβ y provocar una estimulación en la proliferación de las 
células de la granulosa. Esto difiere del clásico efecto que posee estradiol, quien es capaz de 
sinergizar con la gonadotrofina o el factor de crecimiento y estimular la síntesis de ADN. Esto 
indicaría que la conversión de estradiol a catecolestrógenos en las células de la granulosa 
jugaría un rol importante en la función ovárica, señalando que la  modulación a nivel de las 
enzimas CYPs sería un significativo punto de regulación en el crecimiento de las células de 
la granulosa. Además, los compuestos 2OHE y 2MOE a dosis altas mostraron ser capaces 
de inhibir la síntesis de ADN estimulada hormonalmente, lo cual sugiere que una marcada 
inducción de las hidroxilasas resultante de la activación del AHR por agonistas como 
contaminantes ambientales podría resultar en acumulación de estos compuestos y una 
posible inhibición de la proliferación celular. El efecto inhibitorio de 2OHE y 2MOE sobre la 
proliferación de las células de la granulosa de rata es consistente con acciones similares en 
células de la granulosa de cerdo (Spicer y Hammond, 1989). El efecto de 2MOE podría estar 
reflejando una inhibición de la mitosis por inhibición de la polimerización de tubulina, ya que 
se ha demostrado que este metabolito posee esta capacidad in vitro (D’Amato et al., 1994). 
Por otro lado, la incapacidad de los catecolestrógenos de estimular la proliferación o su 
efecto inhibitorio sobre la síntesis de ADN descarta completamente la posibilidad de que β-
naftoflavona ejerza su acción sobre la proliferación a través de la inducción del metabolismo 
del estradiol a catecolestrógenos. La acción inhibitoria de la síntesis de ADN que ejercen los 
metabolitos en presencia de FSH no se verificó en el caso de estimulación con TGFβ, lo cual 
sugiere que estos catecolestrógenos inhibirían puntos claves particulares de la señalización 
por la gonadotrofina.  

Por todo lo discutido en esta sección, nuestro estudio sugiere que el AHR está 
involucrado en la regulación de la proliferación de las células de la granulosa a través de la 
modulación de las acciones de las hormonas clásicas. Se demuestra además un novedoso 
sinergismo entre agonistas del AHR y del receptor de estrógenos sobre la proliferación, el 
cual implicaría una interacción positiva entre ambos receptores ocupados. 
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4.1. Introducción 

 
En el estudio de la biología y la función de un receptor celular tiene gran interés el 

análisis de los mecanismos y las posibles interacciones que dan como resultado una 
respuesta determinada. Por esto es que se ha investigado intensamente el camino de 
transducción de la señal desencadenada por el AHR, avanzando con esto 
considerablemente en el conocimiento de la biología del receptor y de los efectos que él 
media, ya reportados con anterioridad. 

Numerosos aspectos de la señalización mediada por el AHR se encuentran 
actualmente bien establecidos, como se explicara en secciones anteriores. La mayoría de 
los estudios en esta área se han centrado en definir los componentes de la vía, comprender 
las interacciones existentes entre éstos últimos y distintas proteínas o el ADN y establecer la 
batería de genes que sufren regulación por la activación de este receptor. Tanto los 
mecanismos por los cuales la activación del AHR altera la expresión génica a través de los 
XREs, como las interacciones entre este receptor y otras vías de transducción que regulan 
respuestas a niveles no genómicos, han sido muy investigados (revisado en Ma, 2001; Fujii-
Kuriyama y Mimura, 2005; Pocar et al., 2005).  

Por el contrario, se ha puesto considerablemente menos énfasis en el estudio de la 
regulación que sufre la expresión del propio AHR. Tanto el destino del receptor luego de ser 
activado por ligandos y unirse a los XREs como los mecanismos involucrados en apagar o 
atenuar su señal, por ejemplo, son de gran importancia para la comprensión de la vía de 
señalización mediada por el AHR y de las respuestas que ésta induce. Esto es así, ya que 
es la tasa de atenuación la que en última instancia determina la duración y magnitud de la 
respuesta de regulación génica. Esta noción ha motivado a la realización, relativamente 
reciente, de varios estudios centrados en determinar la regulación que experimenta el AHR 
luego de la exposición a sus ligandos.  

Se ha mostrado en varios sistemas que agonistas del AHR son capaces de inducir 
una marcada disminución en los niveles celulares totales de proteína AHR. Por ejemplo, se 
ha observado la depleción de AHR en células de múltiples tejidos luego del tratamiento in 
vivo con TCDD (Pollenz et al., 1998) y luego del tratamiento de células de hepatoma en 
cultivo con esta dioxina (Giannone et al., 1995; Giannone et al., 1998;  Pollenz, 1996). Las 
evidencias arrojadas por resultados obtenidos en varias líneas celulares en cultivo y 
modelos de roedores expuestos in vivo a TCDD y otros agonistas indican que esta 
regulación negativa que sufre la proteína AHR como consecuencia de la unión de ligandos 
en esos sistemas no es causada por una disminución en los niveles de mensajeros para el 
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receptor. En cambio, los resultados sugieren fuertemente que es debida a degradación 
mediada por la vía del proteasoma 26S luego de ubiquitinación (revisado en Pollenz, 2002). 
Se ha propuesto a su vez que el rol fisiológico de este fenómeno de degradación sería el de 
modular la regulación génica mediada por el AHR, atenuando y apagando la señal 
desencadenada por la activación del receptor (revisado en Pollenz, 2002).    

Mediante el uso de líneas celulares que expresan variantes del receptor deficientes 
en la importación o la exportación nuclear, se ha postulado que tanto la maquinaria 
proteolítica presente en el compartimiento citosólico como la que se encuentra en el núcleo 
serían suficientes para degradar el AHR (Song y Pollenz, 2003; Roberts y Whitelaw, 1999; 
Lees et al., 2003). Aunque existe controversia sobre este punto, se sugiere que ni la unión 
del AHR a ARNT o al ADN, ni la exportación nuclear luego de la actividad del receptor como 
factor de transcripción serían necesarias para su eficiente degradación.  

Si bien el modelo sobre degradación proteasomal del AHR luego del tratamiento con 
ligandos está sustentado por abundante evidencia, existen numerosos reportes de 
resultados opuestos observados en diversos modelos, tanto in vivo como in vitro. Se ha 
hallado que el tratamiento de ratas con una mezcla de bifenilos policlorados eleva los 
niveles de la proteína AHR y de sus transcriptos (Denomme et al., 1986; Wakui et al., 2005), 
mientras que la exposición in utero a bisfenol A induce la expresión de los mismos en 
diversos órganos de ratones, incluyendo las gónadas (Nishizawa et al., 2005). A su vez, el 
tratamiento in vivo sostenido o agudo con dosis bajas de TCDD es capaz de producir un 
aumento en la expresión hepática de este receptor en un modelo de ratas, tanto a nivel de 
su proteína como de su ARNm (Franc et al., 2001). De la misma manera, se ha hallado que 
el tratamiento in vivo con esta dioxina aplicado en un modelo experimental de endometriosis 
de ratas adultas ovariectomizadas estimula la expresión de la proteína AHR tanto en el 
epitelio luminal como en el estroma (Kitajima et al., 2004). El tratamiento prolongado con la 
dioxina es también capaz de elevar los niveles citosólicos del receptor en células de hígado 
de roedores (Sloop y Lucier, 1987). Más aún, se ha observado que los niveles de AHR 
aumentan en cultivos primarios de hepatocitos de trucha luego del tratamiento con β-
naftoflavona o α-naftoflavona (Aluru et al., 2005). 

Lo expuesto anteriormente muestra que existen importantes discrepancias sobre el 
efecto que puede tener el tratamiento con ligandos del AHR sobre la propia expresión del 
receptor. Tomando como ejemplo a la dioxina TCDD, está claro que el tratamiento con este 
agonista del AHR puede producir distintos y opuestos efectos sobre los niveles de proteína 
del receptor dependiendo de la dosis, la duración de la exposición y el tejido u organismo 
estudiado. Sin embargo, existe consenso en que los niveles de expresión de la proteína 



Regulación de la expresión del AHR  100

ARNT no se ven alteradas en ninguno de los casos mencionados (revisado en Pollenz, 
2002). 

El aspecto quizás más interesante dentro de esta área de investigación es la posible 
regulación fisiológica de la expresión del AHR. Los cambios en los niveles de expresión de 
este receptor que puedan ejercer compuestos endógenos como hormonas, factores 
peptídicos o cualquier otro tipo de molécula que pueda llegar a la célula, juega un papel 
fundamental en la investigación, el análisis y el entendimiento de la función del AHR en 
cualquier sistema de estudio. Sin embargo, se sabe relativamente poco sobre la regulación 
fisiológica del AHR y sus posibles reguladores endógenos, existiendo actualmente solo 
algunos estudios que evalúan la expresión de este receptor en ausencia de ligandos 
exógenos. 

Existen evidencias indirectas de moduladores endógenos del AHR. Se ha observado 
que el estado de diferenciación celular es capaz de modular la expresión del AHR (Hayashi 
et al., 1995; Wanner et al., 1995; Shimba et al., 1998; Shimba et al., 2001; Shimba et al., 
2003) y se ha reportado que en ratas existe una oscilación diaria en el patrón de expresión 
del AHR y de ARNT en hígado, pulmones y timo (Richardson et al., 1998). Por otro lado, se 
ha mostrado que los niveles de transcriptos para Ahr aumentan durante el intervalo 
periovulatorio en células de la granulosa de macaco y que fluctúan a lo largo del ciclo estral 
de la rata en tejido hepático y ovárico (Chaffin et al., 1999; Chaffin et al., 2000). En este 
último trabajo se reporta que en la tarde del proestro ocurre una abrupta caída en los niveles 
de ARNm para el receptor, sugiriéndose que existiría un factor asociado al ciclo reproductivo 
de la rata que sería importante en regular la expresión del gen para Ahr en dichos órganos. 
Sin embargo, aún no se ha determinado dicho factor. Pero sin duda, la observación de que 
los niveles de expresión del AHR fluctúan durante procesos biológicos sugiere que existirían 
moduladores endógenos, fisiológicos, de la expresión de este receptor. 

Por otro lado, se ha mostrado que en líneas tumorales humanas la expresión del 
AHR y de los genes inducibles por este factor de transcripción es inhibida TGF-β, estando 
involucrados en este fenómeno los mediadores intracelulares Smad 2, 3 y 4 (Döhr y Abel, 
1997; Wolf et al., 2001). Se sostiene que la relación entre el AHR y la señalización por TGF-
β jugaría un importante rol en el desarrollo (revisado en Puga et al., 2005). Además, existen 
resultados que indican que el suero y algunos factores de crecimiento son capaces de 
regular la expresión del AHR en fibroblastos murinos 3T3 (Vaziri et al., 1996).  

La región flanqueante 5’ del gen Ahr no contiene TATA box, sino varios grupos de 
GC múltiples cercanos al sitio de iniciación de la transcripción. Se han realizado 
comparaciones entre los promotores del gen perteneciente a ratón y a humanos, lo cual ha 
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revelado regiones conservadas de secuencias de reconocimiento y unión para factores de 
trascripción como Sp1 (Schmidt et al., 1991; Eguchi et al., 1994; Mimura et al., 1994; 
Garrison y Denison, 2000; Racky et al., 2004). Se han mencionado a su vez en aquellos 
trabajos potenciales sitios AP-1, CRE (elementos de respuesta para AMPc), TRE 
(elementos de respuesta para TGF-β) y sitios que confieren expresión específica en 
placenta. 

Basándose en el hecho de que el AHR se localiza en tejidos endócrinos y de que 
existen en nuestro sistema de estudio interacciones entre los agonistas de este receptor y 
las señales inducidas por estrógenos, puede hipotetizarse que las hormonas que regulan la 
función de las células de la granulosa tendrían la capacidad de modular la expresión del 
AHR en la rata. Esta idea se ve a su vez apoyada por la observación de que los niveles de 
transcriptos para el Ahr fluctúan a lo largo del ciclo estral de la rata, en una forma que refleja 
los cambios que ocurren en los niveles de hormonas como la FSH o el estradiol.  

A su vez, dada la diversidad de efectos que se han reportado para el tratamiento con 
ligandos del AHR sobre la expresión del propio receptor, y dado el importante rol que la 
regulación del mismo jugaría sobre las respuestas biológicas, cobra gran interés el estudio 
de la regulación de la expresión del AHR por unión a sus ligandos en el ovario de la rata. 
Sobre la base de todo lo expuesto, es razonable especular que el tratamiento con ligandos 
de este receptor modulen la expresión del mismo. 

 

 
 

 
4.2. Objetivos 

 
El primer objetivo de esta parte del trabajo es determinar si las hormonas FSH y 

estradiol, estímulos claves en la función de las células de la granulosa, son capaces de 
modular la expresión del receptor de aril hidrocarburos, estableciendo así sus posibles 
participaciones como moduladores endógenos de la expresión del receptor.  

 
Es también objetivo de esta sección de la tesis estudiar la regulación de la expresión 

del receptor de aril hidrocarburos por parte de sus ligandos, determinando los mecanismos 
subyacentes.    
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4.3. Resultados 
 
4.3.1. Regulación de los niveles de proteína AHR por las hormonas FSH y estradiol  
 
 Se decidió evaluar si las hormonas FSH y estradiol son capaces de regular la 
expresión del AHR en células de la granulosa. La gonadotrofina y el estrógeno fueron 
elegidos para este análisis ya que éstos son estímulos claves para la función de las células 
ováricas. A su vez, los antecedentes sobre la fluctuación de los niveles de mensajeros para 
el AHR a lo largo del ciclo estral de la rata, junto con las evidencias explicadas más arriba 
que señalan una posible regulación endócrina para el AHR, convierten a estas hormonas en 
excelentes candidatas a reguladoras de la expresión de este receptor.  
 Se ensayó por Western Blot el contenido total de proteína AHR en lisados de células 
de la granulosa luego del tratamiento con FSH, estradiol o una combinación de ambas 
hormonas. Como puede verse en la Figura 4.1 A, 4 h de tratamiento con la gonadotrofina no 
tuvo efecto alguno sobre los niveles de proteína AHR. Tampoco se evidenció a estos 
tiempos de estimulación ninguna regulación sobre este parámetro al agregar estradiol o una 
combinación de FSH y el estrógeno (Figura 4.1 A). Los mismos resultados se obtuvieron al 
extender la incubación a 6 h, mostrándose en las figuras los datos pertenecientes a las 4 h 
de estimulación como representativos. 
 Sin embargo, el tratamiento con FSH o estradiol durante 12 horas fue capaz de 
inducir una reducción de alrededor del 25% ó 30%, respectivamente, en los niveles de 
proteína AHR (Figura 4.1 B). El tratamiento con ambas hormonas redujo aproximadamente 
un 40% el contenido de proteína del receptor en células de la granulosa (Figura 4.1 B). Sin 
embargo, no se hallaron diferencias significativas entre los efectos producidos por la 
gonadotrofina, el estrógeno, o la combinación de ambos.  

La reducción en los niveles de proteína AHR inducida por FSH y estradiol también 
fue verificada a las 24 h de tratamiento (Figura 4.1 C). Al extender el tratamiento con estas 
hormonas durante 36-48 h, se halló que la combinación de ambas disminuye la expresión 
de la proteína a niveles que representan 20% de los hallados en las células control. El 
agregado de la gonadotrofina sola produjo en 60% de reducción en los niveles del receptor 
(Figura 4.1 D). La figura 4.2 muestra los cambios en los niveles de proteína AHR en función 
del tiempo luego de la estimulación con las hormonas en estudio.  
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Figura 4.1. Regulación de los niveles de expresión de proteína AHR por FSH y 

estradiol en células de la granulosa. Se cultivaron células de la granulosa durante 4 h (parte A), 
12 h (parte B), 24 h (parte C) o 36-48 h (parte D) en medio control (C), con FSH (2 ng/ml, F), con 
estradiol (100 ng/ml, E2) o con una combinación de FSH y estradiol (F+E2). Se aislaron las 
proteínas totales de extractos celulares y se realizó Western Blot contra AHR como se describe 
en Materiales y Métodos. Los niveles de expresión de proteína AHR (normalizados por el control 
interno) se expresan relativos a las células control, valor que fue fijado arbitrariamente en 1. Las 
barras representan las medias ± ES de tres experimentos independientes. Los valores que no 
comparten letras son significativamente distintos: B) P<0.05; C) P<0.001, excepto para C vs. F, 
donde P<0.01; D) P<0.001, excepto para C vs. F, donde P<0.01 y F vs. F+E2, donde P<0.05.  
Se muestran Western Blots representativos de AHR debajo de cada gráfico de barras.  

AHR►

C                 F                    E2             F+E2 
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Figura 4.2. Niveles de expresión de proteína AHR en función del tiempo luego del 

tratamiento con FSH y estradiol en células de la granulosa. Se grafican los cambios en los 
niveles de expresión de AHR 4, 12, 24, 36 ó 48 h luego de la estimulación con FSH (parte A), 
estradiol (E2, parte B) o una combinación de FSH y estradiol (F+E2, parte C). Los valores se 
expresan como las medias ± ES, relativos a los valores alcanzados por las células control, los 
cuales fueron fijados arbitrariamente en 1. Letras distintas denotan diferencias significativas: A) 
P<0.001, excepto para 4 h vs. 12 h y 12 h vs. 36 h, donde P<0.05 y 12 h vs. 48 h, donde P<0.01; 
B): P<0.05, excepto para a vs. c y a vs. d, donde P<0.01; C): P<0.001, excepto para 24 h vs. 36 
h, donde P<0.05 y 4 h vs. 12 h, 12 h vs. 36 h y 12 h vs. 48 h, donde P<0.01).  

C) 
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4.3.2. Regulación de los niveles del ARNm de Ahr por las hormonas FSH y estradiol   
 

Con el objetivo de determinar a qué nivel ocurre la inhibición que ejercen FSH y 
estradiol sobre la expresión de la proteína del receptor, se decidió investigar el efecto de 
dichas hormonas sobre los niveles de transcriptos Ahr. La realización de este análisis 
permite establecer si la disminución en la expresión proteica del receptor puede atribuirse, al 
menos en parte, a una reducción en los niveles de mensajeros. 

Se determinó por lo tanto los niveles estacionarios de mensajeros del Ahr mediante 
la técnica de RT-PCR semi-cuantitativa en cultivos de células de la granulosa tratadas con 
los distintos estímulos en estudio. Como se muestra en la Figura 4.3 A, el tratamiento con 
FSH durante 12 h produce una marcada reducción en los niveles de transcriptos para el 
receptor. Este efecto se observó también cuando la gonadotrofina fue agregada en 
combinación con estradiol, lo que resultó en una reducción de alrededor del 80% en los 
niveles de transcriptos para el Ahr en comparación con las células control. Por el contrario, 
el tratamiento con el estrógeno individualmente no produjo cambios en los niveles de 
mensajeros Ahr luego de 12 h de estimulación.  

La reducción en los niveles de mensajeros para el receptor causada por la 
gonadotrofina o por la combinación de ésta y el estrógeno también se verificó cuando la 
incubación con los estímulos se realizó durante 24 ó 36-48 h, aunque la magnitud de la 
inhibición fue inferior a la observada a las 12 h (Figura 4.3 B y C).  

A diferencia de lo observado en los cultivos luego de 12 h de incubación, el 
agregado de estradiol fue capaz de producir, por sí mismo, una marcada disminución en los 
niveles de transcriptos para el receptor a las 24 h de estimulación (Figura 4.3 B). Cuando la 
incubación se extendió a 36-48 h, también se encontró que el tratamiento con estradiol 
disminuye los niveles de mensajeros para el receptor en comparación con las células 
tratadas solo con vehículo (Figura 4.3 C).        
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Figura  4.3. Regulación de los niveles del ARNm de Ahr por FSH y estradiol en 

células de la granulosa. Se cultivaron células de la granulosa durante 12 h (parte A), 24 h (parte 
B) ó 36-48 h (parte C) en medio control (C), con FSH (2 ng/ml, F), con estradiol (100 ng/ml, E2) o 
con una combinación de FSH y estradiol (F+E2). Se aisló el ARN total y se realizó RT-PCR semi-
cuantitativa para los transcriptos de Ahr como se describe en Materiales y Métodos. La cantidad 
de cada ARNm fue normalizado por la señal del 18S ribosomal para cada muestra (y relativizado 
a las células control) y se grafican como la media ± ES de tres experimentos independientes. Los 
valores con letras distintas son significativamente distintos A) P<0.001; B) P<0.01, excepto para 
C vs. F y F vs. E2, donde P<0.05; C) P<0.01, excepto para C vs. F+E2, donde P<0.001 y C vs. 
E2, donde P<0.05.  
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4.3.3. Participación de la degradación proteasomal en la regulación de la expresión del 
AHR por  hormonas a las 12 h de estimulación   
 
 De los resultados presentados anteriormente se desprende que la acción inhibitoria  
que ejerce el estradiol sobre la expresión de la proteína AHR a las 12 h de estimulación no 
puede atribuirse a una reducción en los transcriptos para el receptor. Por lo tanto, en la 
búsqueda de mecanismos que puedan explicar la disminución observada en los niveles 
proteicos, se decidió investigar si el estrógeno induce degradación proteasomal de la 
proteína AHR a esos tiempos de incubación. 
 La Figura 4.4 muestra los resultados de experimentos donde se utilizó lactacistina, 
un inhibidor específico del proteasoma 26S, como estímulo en cultivos de células de la 
granulosa incubadas durante 12 h en condiciones control o en presencia de estradiol, tanto 
solo como en combinación con FSH. 
 Como puede observarse en la Figura 4.4 B, la disminución en los niveles de proteína 
AHR inducida por estradiol fue casi totalmente bloqueada al inhibirse la actividad 
proteasomal. El análisis estadístico de los datos de estos experimentos no arrojó diferencias 
significativas entre los niveles de AHR en las células control y en aquellas que habían sido 
tratadas con estradiol y con lactacistina durante 12 h.   
 Por el contrario, lactacistina no fue capaz de revertir la reducción en los niveles de 
proteína AHR inducida por el tratamiento con FSH (Figura 4.4 A). 

Del mismo modo, no se observó efecto alguno de la lactacistina sobre la inhibición 
de la expresión del receptor causada por la estimulación con una combinación de FSH y 
estradiol (Figura 4.4 C). 
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Figura 4.4. Participación de la degradación proteasomal en la regulación de la 

expresión del AHR por las hormonas a las 12 h de estimulación. Se cultivaron las células de la 
granulosa en medio control (C), con lactacistina (20 µM, L), con FSH (2 ng/ml, F), con estradiol 
(100 ng/ml, E2) o con una combinación de ambas hormonas (F+E2). Éstas se agregaron solas o 
en presencia de 20 µM lactacistina (F+L, E2+L, F+E2+L, respectivamente). Luego de 12 h de 
incubación, se aislaron las proteínas totales de los extractos celulares y se realizó Western Blot 
para AHR como se describe en Materiales y Métodos. Los niveles de expresión de proteína AHR 
(normalizados por el control interno) se expresan relativos a los de las células control, valor que 
fue fijado arbitrariamente en 1. Las barras representan las medias ± ES de tres experimentos 
independientes. Letras distintas denotan diferencias estadísticamente significativas (P<0.05, 
excepto para las siguientes comparaciones: Parte B) C vs. E2, P<0.01; Parte C) C vs. F+E2 y C 
vs. F+E2+L, P<0.01). Junto a cada gráfico de barras se muestra un Western Blot  representativo.  
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4.3.4. Regulación de los niveles de expresión de la proteína AHR por el agonista β-
naftoflavona 

 
 Como se explicó en la introducción, resulta de gran importancia determinar el efecto 
de la activación del AHR sobre los niveles de su propia expresión para poder comprender la 
regulación de la señal que él desencadena, y por lo tanto, la modulación y el alcance de la 
acción provocada por agonistas.   

Por lo tanto, con el objeto de determinar si la activación del AHR por el tratamiento 
con un agonista es capaz de regular los niveles celulares de proteína de este receptor, se 
decidió ensayar el efecto del ligando β-naftoflavona sobre este parámetro en células de la 
granulosa de rata en cultivo. Como se estableció previamente, esta flavona actúa como 
agonista del AHR en el sistema de estudio. 

Al tratar los cultivos de células de la granulosa control con el agonista del AHR β-
naftoflavona durante 4 h, pudo observarse una marcada disminución en los niveles de 
proteína del receptor, evidenciándose una reducción de más del 75% en el contenido celular 
de AHR inducido por este ligando (Figura 4.5). Al ensayar el efecto del co-tratamiento con β-
naftoflavona y α-naftoflavona (1 µM, dosis a las que funciona como antagonista del 
receptor), se encontró que este antagonista del AHR fue incapaz de revertir el efecto de la 
primera. Por el contrario, se observó un aparente sinergismo entre ambas flavonas en la 
disminución de los niveles de expresión de AHR; sin embargo, este efecto no fue 
estadísticamente significativo (Figura 4.5).  

Resultados similares se obtuvieron al ensayar el efecto 4 h después del agregado 
del agonista en presencia de FSH y estradiol, produciendo β-naftoflavona una reducción de 
alrededor del 90% en el contenido total de proteína AHR y siendo α-naftoflavona, como 
anteriormente, incapaz de antagonizar el efecto de la primera (Figura 4.5).  

El mismo patrón de expresión se halló al aplicar los tratamientos mencionados y 
evaluar la expresión del receptor a las 6 h de estimulación, mostrándose en las figuras los 
resultados correspondientes a las 4 h de incubación como representativos. 

Al ensayar los efectos de α-naftoflavona (dosis de 1 µM ó 0,5 µM) agregada como 
único estímulo sobre la expresión del AHR, se encontró que este antagonista es también 
capaz de reducir casi por completo los niveles de proteína. El mismo resultado se obtuvo al 
utilizar dosis de este ligando a las que funciona como agonista del receptor (10 µM). Esto se 
verificó a las 4, 6 y 24 h de estimulación, mostrándose en la Figura 4.6 como 
representativos, los valores obtenidos luego de 4 h de incubación. 
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Figura 4.5. Regulación del contenido celular de proteína AHR por β-naftoflavona a 

las 4 h de estimulación. Se cultivaron las células de granulosa durante 4 h en medio control (C), 
con 10 µM β-naftoflavona agregada sola (bNF) o en combinación con 1 µM α-naftoflavona 
(bNF+aNF), o en medio conteniendo FSH y estradiol (2 ng/ml y 100 ng/ml, respectivamente) 
tanto en ausencia (F+E2) como en presencia de β-naftoflavona 10 µM agregada sola 
(F+E2+bNF) o en combinación con 1 µM α-naftoflavona (F+E2+bNF+aNF). Se aislaron las 
proteínas totales a partir de extractos celulares y se realizó Western Blot para AHR como se 
describe en Materiales y Métodos. Los niveles de expresión de proteína AHR (normalizados por 
el control interno) se expresan relativos a los de las células control, valor que fue fijado 
arbitrariamente en 1. Las barras representan las medias ± ES de cuatro experimentos 
independientes. Letras distintas denotan diferencias estadísticamente significativas (P<0.001). 
Panel inferior: Western Blot representativo. Calle 1: medio control; Calle 2: bNF; Calle 3: 
bNF+aNF; Calle 4: FSH+E2; Calle 5: FSH+E2+bNF; Calle 6: FSH+E2+bNF+aNF.   
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Figura 4.6. Regulación del contenido celular de proteína AHR por ligandos a las 4 h 

de estimulación. Las células de la granulosa en cultivo fueron cultivadas en medio control (C), 
con β-naftoflavona (10 µM, bNF) o con α-naftoflavona a dosis de 0,5 µM (aNF0.5uM), 1 µM 
(aNF1uM) ó 10 µM (aNF10uM). A las 4 h de tratamiento se levantaron las células y se realizó 
Western Blot para el AHR como se describe en Materiales y Métodos. Los niveles de expresión 
de proteína AHR (normalizados por el control interno) se expresan relativos a los de las células 
control, valor que fue fijado arbitrariamente en 1. Las barras representan las medias ± ES de dos 
experimentos independientes. Letras distintas denotan diferencias estadísticamente significativas 
(P<0.001). Panel inferior: Western Blot representativo. Calle 1: Medio control; calle 2: bNF 10 µM; 
calle 3: aNF 0,5 µM; calle 4: aNF 1 µM; calle 5: aNF 10 µM.  
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 Se decidió evaluar los niveles de expresión del AHR a tiempos más largos de 
estimulación con sus ligandos. Esto brindaría información sobre cuan sostenido es el efecto 
de reducción de la proteína AHR inducido por el agregado de los ligandos, si se produce 
una rápida recuperación de los niveles del receptor o si la acción es prolongada.  

Al realizar este análisis a las 12 h de incubación, se observó que los niveles de AHR 
continuaban igualmente disminuidos, igual que a las 24 h de estimulación. Se evaluó 
entonces la cantidad de proteína AHR a distintos tiempos entre las 36 y las 48 h luego de la 
estimulación con el agonista, obteniéndose resultados similares. Por lo tanto, se detallan a 
continuación los correspondientes a las 40 h de estimulación, tiempo elegido en 
representación de ese rango de tiempo.  
 Al tratar las células de la granulosa con β-naftoflavona durante 40 h., se observó que 
este agonista ejerce una marcada inhibición de la expresión del AHR, reduciendo los niveles 
de proteína casi completamente. De la misma forma que lo encontrado a tiempos cortos de 
estimulación, el co-tratamiento con el antagonista α-naftoflavona fue incapaz de revertir el 
efecto del agonista (Figura 4.7).  

El mismo patrón de respuesta se obtuvo al evaluar el efecto del agonista en 
presencia de FSH y estradiol. Encontramos que los niveles de expresión de la proteína AHR 
luego de 40 h de estimulación con β-naftoflavona en presencia de las hormonas FSH y 
estradiol fueron casi indetectables. Los resultados se muestran en la Figura 4.7.    
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Figura 4.7. Regulación del contenido celular de proteína AHR a las 40 h de 

estimulación con β-naftoflavona. Las células de la granulosa fueron cultivadas en medio control 
(C) o con β-naftoflavona sola (10 µM, bNF) o en combinación con α-naftoflavona (1 µM, 
bNF+aNF), o en medio con FSH y estradiol (2 ng/ml y 100 ng/ml, respectivamente) en ausencia 
(F+E) o en presencia de β-naftoflavona 10 µM agregada sola (F+E+bNF) o en combinación con 1 
µM α-naftoflavona (F+E+bNF+aNF). Luego de 40 h se levantaron las células y se realizó 
Western Blot para el AHR como se describe en Materiales y Métodos. Los niveles de expresión 
de proteína AHR (normalizados por el control interno) se expresan relativos a los de las células 
control, valor fijado arbitrariamente en 1. Las barras representan las medias ± ES de seis 
experimentos independientes. Letras distintas denotan diferencias significativas (P<0.001). 
Debajo del gráfico de barras se muestra un Western Blot representativo. Calle 1: Medio control; 
Calle 2: bNF; Calle 3: bNF+aNF; Calle 4: FSH+E2; calle 5: FSH+E2+bNF; Calle 6: 
FSH+E2+bNF+aNF. 
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4.3.5. Regulación de los niveles del ARNm de Ahr por β-naftoflavona  
 
 Como se describiera en la introducción de esta sección, en aquellos sistemas donde 
el agonista del AHR TCDD produce una depleción en los niveles de expresión del receptor 
no se observa concomitantemente una disminución en los transcriptos del receptor que 
explique el efecto inhibitorio. Se propuso como objetivo por lo tanto determinar en nuestro 
sistema si la depleción en la expresión del AHR observada luego del tratamiento con el 
agonista β-naftoflavona es debida, al menos en parte, a una disminución en los niveles de 
ARNm para el receptor. 

Con tal fin, se cuantificaron los niveles relativos de estos transcriptos en células de la 
granulosa control o tratadas con β-naftoflavona, tanto en condiciones de ausencia o de 
presencia de las hormonas FSH y estradiol. Este estudio se realizó luego de tiempos cortos 
de incubación con el agonista y luego de tiempos prolongados.  

Al tratar las células de la granulosa en cultivo con el agonista del AHR β-naftoflavona 
durante 4 h no se observó efecto alguno de este ligando sobre los niveles de ARNm para 
este receptor. Esta ausencia de acción se verificó tanto para las condiciones de cultivo 
control como para los cultivos donde se estimuló concomitantemente con FSH y estradiol 
(Figura 4.8). Los mismos resultados se obtuvieron luego de 6 ó 24 h de estimulación.  

La evaluación del posible efecto del agonista β-naftoflavona sobre los niveles de 
ARNm para el Ahr en células de la granulosa fue realizada a su vez luego de 48 h de 
estimulación con los distintos compuestos. El tratamiento con β-naftoflavona mostró ser 
capaz de inducir un aumento en los niveles del ARNm para el Ahr en células cultivadas en 
medio control, produciendo una estimulación del 75% (Figura 4.9). Esta acción estimuladora 
de β-naftoflavona se verificó a su vez cuando las células fueron cultivadas en presencia de 
FSH y estradiol. En este caso, el agonista indujo un aumento superior al 60% en la 
expresión de los transcriptos para el Ahr al compararse con los cultivos tratados solo con las 
hormonas (Figura 4.9).  
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Figura 4.8. Efecto de β-naftoflavona sobre los niveles de transcriptos para Ahr a las 

4 h de estimulación. Las células de la granulosa fueron cultivadas en medio control en ausencia 
(C) o en presencia de 10 µM β-naftoflavona (bNF), o en medio conteniendo FSH y estradiol (2 
ng/ml y 100 ng/ml, respectivamente) agregados solos (F+E2) o junto con β-naftoflavona 10 µM 
(F+E2+bNF). A las 4 h de estimulación se levantaron las células, se extrajo ARN total y se 
realizó RT-PCR semi-cuantitativa para el Ahr como se describe en Materiales y Métodos. Las 
señales para el Ahr fueron cuantificadas y los valores resultantes fueron relativizados a la señal 
del control interno (18S), expresándose como unidades relativas al control, fijado arbitrariamente 
en 1. Las barras representan las medias ± ES de tres experimentos independientes. No se 
hallaron diferencias estadísticamente significativas entre ninguno de los tratamientos (P>0.05). 
Debajo del gráfico de barras se muestra una separación electroforética representativa de los 
productos de RT-PCR semi-cuantitativa. Calle1: C; calle 2: bNF; calle 3: FSH+E2; calle 4: 
FSH+E2+bNF. 
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Figura 4.9. Efecto de β-naftoflavona sobre los niveles de transcriptos para Ahr a las 

48 h de estimulación. Las células de la granulosa fueron cultivadas en medio control en ausencia 
(C) o en presencia de 10 µM β-naftoflavona (bNF), o en medio conteniendo FSH y estradiol (2 
ng/ml y 100 ng/ml, respectivamente) agregados solos (F+E2) o junto con β-naftoflavona 10 µM 
(F+E2+bNF). A las 48 h de incubación se levantaron las células, se extrajo ARN total y se realizó 
RT-PCR semi-cuantitativa para el Ahr como se describe en Materiales y Métodos. Las señales 
para el Ahr fueron cuantificadas y los valores resultantes fueron relativizados a la señal del 
control interno (18S), expresándose como unidades relativas al control, fijado arbitrariamente en 
1. Las barras representan las medias ± ES de tres experimentos independientes. Letras distintas 
denotan diferencias significativas (P<0.01, excepto a vs. c, P<0.05; b vs. c, P<0.001). Debajo del 
gráfico de barras se muestra una separación electroforética representativa de los productos de 
RT-PCR semi-cuantitativa. Calle1: C; calle 2: bNF; calle 3: FSH+E2; calle 4: FSH+E2+bNF. 
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4.3.6. Recuperación de los niveles de expresión de proteína AHR  
 

Con el objeto de verificar la recuperación de los niveles de proteína AHR luego de la 
exposición a sus ligandos, se decidió determinar los niveles de expresión del receptor en 
cultivos estimulados durante 4 h con β-naftoflavona, lavados luego del compuesto, e 
incubados seguidamente en medio libre de estímulo.  

Como se muestra en la Figura 4.10, a las 50 h de incubación comienza a 
evidenciarse una tendencia a la recuperación en los niveles de expresión del AHR en 
células de la granulosa estimuladas durante las primeras 4 h con el agonista. Si bien el 
recobro es modesto, representa un incremento de alrededor del 300% al compararse con 
los cultivos incubados las 50 h con el agonista. 

Se decidió determinar si la recuperación es capaz de alcanzar magnitudes mayores 
utilizando concentraciones menores del agonista en la estimulación inicial. Al tratar las 
células con β-naftoflavona 1 µM durante 4 h (dosis a la que se sabe que funciona como 
agonista, en tanto es capaz de inducir los transcriptos para Cyp1a1) y continuar luego la 
incubación en medio libre del compuesto durante las 46 h restantes, se observó una mayor 
recuperación, aunque aún parcial, en los niveles de proteína AHR total (Figura 4.11). En 
estos cultivos se verificó una reducción en los niveles de expresión de AHR del 60% en 
comparación con las células control, mientras que en las células incubadas en presencia de 
β-naftoflavona en el medio durante las 50 h la inhibición fue de alrededor del 95%. Es decir, 
pudo observarse una recuperación cercana al 35% en la depleción de AHR causada por β-
naftoflavona.       
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Figura  4.10. Recuperación parcial de la proteína AHR a las 50 h de incubación luego 
de estimulación con β-naftoflavona 10 µM.  Las células de la granulosa fueron cultivadas en 
medio control (C) o estimuladas con 10 µM β-naftoflavona durante 4 h (bNF4h) o durante 50 h 
(bNF50h). Luego de 50 h de incubación se levantaron las células y se realizó Western Blot para 
el AHR como se describe en Materiales y Métodos. Los niveles de expresión de proteína AHR 
(normalizados por el control interno) se expresan relativos a los de las células control, valor que 
fue fijado arbitrariamente en 1. Las barras representan las medias ± ES de tres experimentos 
independientes. Letras distintas denotan diferencias significativas (P<0.001; excepto para b vs. c, 
donde P<0.01). Debajo del gráfico de barras se muestra un Western Blot representativo.  
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Figura 4.11.  Recuperación parcial de la proteína AHR a las 50 h de incubación luego 

de estimulación con β-naftoflavona 1 µM.  Las células de la granulosa fueron cultivadas en medio 
control (C) o estimuladas con 1 µM β-naftoflavona durante 4 h (bNF4h) o durante 50 h (bNF50h). 
Luego de 50 h de incubación se levantaron las células y se realizó Western Blot para el AHR 
como se describe en Materiales y Métodos. Los niveles de expresión de proteína AHR 
(normalizados por el control interno) se expresan relativos a los de las células control, valor que 
fue fijado arbitrariamente en 1. Las barras representan las medias ± ES de tres experimentos 
independientes. Letras distintas denotan diferencias significativas (P<0.001). Debajo del gráfico 
de barras se muestra un Western Blot representativo.  
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4.3.7. Participación de la degradación proteasomal en la regulación de la proteína AHR por 
β-naftoflavona   

 
Como se mencionó anteriormente, varias evidencias indican que la regulación 

negativa del AHR que se ha observado en diversos sistemas luego de la exposición con 
ligandos es debida a degradación mediada por el proteasoma 26S. Por otro lado, los 
resultados presentados anteriormente indican que la disminución de la proteína del receptor 
inducida por β-naftoflavona en nuestro sistema no puede ser explicada por una reducción en 
los niveles de los respectivos mensajeros. Teniendo en cuenta estos antecedentes, se 
decidió establecer seguidamente si la degradación proteasomal es también el mecanismo 
responsable de la reducción en la proteína AHR observada luego del tratamiento con β-
naftoflavona en nuestro sistema de estudio. 

Con ese objetivo, se determinaron los niveles totales de proteína AHR en cultivos de 
células de la granulosa estimulados con el agonista en presencia del inhibidor del 
proteasoma 26S lactacistina. Como puede observarse en la Figura 4.12, el co-tratamiento 
con lactacistina abolió totalmente la reducción en los niveles de proteína inducida por β-
naftoflavona luego de 4 h de estimulación. Es decir, el agonista no es capaz de disminuir los 
niveles de proteína AHR cuando se bloquea la actividad proteasomal. 

Cuando los cultivos se incubaron con los distintos compuestos durante 24 h, el 
inhibidor de proteasoma revirtió parcialmente el efecto del agonista del AHR sobre la 
expresión de su propio receptor, induciendo β-naftoflavona en este caso sólo un 50% de la 
reducción que provoca en ausencia de lactacistina (Figura 4.13). Cuando se analizó el 
efecto de lactacistina a las 24 h de incubación en condiciones control, se observó que el 
solo agregado del inhibidor produjo un aumento en los niveles de proteína AHR total 
comparados con los niveles alcanzados por las células control (Figura 4.13).  
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Figura 4.12. Efecto de la inhibición proteasomal sobre la regulación negativa ejercida 

por β-naftoflavona sobre la expresión de su receptor a las 4 h de incubación. Se cultivaron las 
células de la granulosa en medio control (C) con lactacistina (20 µM, L) o con 10 µM β-
naftoflavona agregada sola (bNF), o en presencia de 20 µM lactacistina (bNF+L). Luego de 4 h 
de incubación, las células fueron lisadas, se aislaron las proteínas totales y se realizó Western 
Blot para AHR como se describe en Materiales y Métodos. Los niveles de expresión de proteína 
AHR (normalizados por el control interno) se expresan relativos a los de las células control, valor 
que fue fijado arbitrariamente en 1. Las barras representan las medias ± ES de tres experimentos 
independientes. Letras distintas denotan diferencias significativas (P<0.01, excepto para L vs. 
bNF, donde P<0.05). Debajo del gráfico de barras se muestra un Western Blot de AHR 
representativo. 
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Figura 4.13. Efecto de la inhibición proteasomal sobre la regulación negativa ejercida 
por β-naftoflavona sobre la expresión de su receptor a las 24 h de incubación. Se cultivaron las 
células de la granulosa en medio control (C) con lactacistina (20 µM, L) o con 10 µM β-
naftoflavona agregada sola (bNF), o en presencia de 20 µM lactacistina (bNF+L). Luego de 24 h 
de incubación, las células fueron lisadas, se aislaron las proteínas totales y se realizó Western 
Blot para AHR como se describe en Materiales y Métodos. Los niveles de expresión de proteína 
AHR (normalizados por el control interno) se expresan relativos a los de las células control, valor 
que fue fijado arbitrariamente en 1. Las barras representan las medias ± ES de tres experimentos 
independientes. Letras distintas denotan diferencias significativas (P<0.01, excepto para a vs. b y 
a vs. b, donde P<0.05 y b vs. c, donde P<0.001). Debajo del gráfico de barras se muestra un 
Western Blot de AHR representativo. 
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4.3.8. Efecto de la degradación proteasomal del AHR sobre la respuesta mediada por el 
receptor 

 
El hecho de que el agonista del AHR β-naftoflavona induzca tanto la activación del 

receptor como su propia degradación en células de la granulosa podría indicar que la 
regulación negativa de la expresión del AHR jugaría un rol en la atenuación de la respuesta 
de regulación génica inducida por el agonista. Así, este mecanismo controlaría la actividad 
del AHR activado por su ligando en el núcleo de las células.  

Con el objetivo de verificar la validez de este modelo en nuestro sistema de estudio, 
se analizó el efecto del inhibidor del proteasoma 26S en la inducción de la expresión del gen  
endógeno Cyp1a1, una respuesta transcripcional mediada por el AHR muy bien 
caracterizada y usada extensivamente para determinar la activación de la vía de 
señalización mediada por el AHR (Hahn, 1998; Whitlock, 1999; Gu, 2000; Fujii-Kuriyama y 
Mimura, 2005).     
 Como puede observarse en la Figura 4.14, mientras que β-naftoflavona induce los 
nivles de ARNm de Cyp1a1 alrededor de 4,5 veces, el co-tratamiento con el agonista del 
AHR y lactacistina produjo una inducción casi 4 veces más alta, según se determinó por RT-
PCR semi-cuantitativa. Es decir, las células expuestas al agonista y a lactacistina mostraron 
niveles de ARNm para Cyp1a1 4 veces superiores a los que presentaron las células 
tratadas con el agonista en las cuales la degradación proteasomal del AHR no había sido 
bloqueada. Por otro lado, el agregado de lactacistina como único estímulo provocó un 
aumento en lo niveles de Cyp1a1 de alrededor de 2,5 veces con respecto a las células 
control tratadas sólo con vehículo (Figura 4.14). 
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Figura 4.14. Efecto de la inhibición de la degradación proteasomal sobre la respuesta 

mediada por el AHR. Se cultivaron las células de la granulosa durante 24 h en medio control (C), 
con el inhibidor de proteasoma lactacistina (20 µM, L), o con 10 µM β-naftoflavona agregada sola 
(bNF) o junto con 20 µM lactacistina (bNF+L). Se aisló el ARN total y se realizó RT-PCR semi-
cuantitativa para Cyp1a1 como se describe en Materiales y Métodos. La cantidad de cada ARNm 
se normalizó a la señal del 18S ribosomal para cada muestra, y los valores (relativos a las 
células control, cuyos valores fueron fijados en 1) se graficaron como la media ± ES de tres 
experimentos independientes. Letras distintas denotan diferencias significativas (P<0.001, 
excepto a vs. b y b vs. c, donde P<0.05 y a vs. c, donde P<0.01). Debajo del gráfico de barras se 
muestra una separación electroforética representativa de los productos de RT-PCR semi-
cuantitativa. Calle 1: C; calle 2: L; calle 3: bNF; calle 4: bNF+L. 

◄Cyp1a1 

 1         2         3          4

◄18S 



Regulación de la expresión del AHR  125

4.3.9. Efecto de la remoción de β-naftoflavona en las respuestas mediadas por el AHR   
 
 Los resultados obtenidos sobre la regulación que el agonista del AHR ejerce sobre la 
expresión del propio receptor muestran que éste provoca una rápida y dramática reducción 
en los niveles de proteína. Sin embargo, los efectos de la activación del receptor pueden 
observarse a tiempos largos. Por ejemplo, la inducción de los mensajeros para Cyp1a1 se 
observa a las 24 h de estimulación con β-naftoflavona, y el sinergismo de este agonista con 
FSH y estradiol en la respuesta proliferativa  de células de la granulosa se verifica a las 48 h 
de estimulación, siendo éstas dos respuestas que involucran procesos claramente 
diferentes.  

Lo anteriormente expuesto significaría que durante las primeras cuatro horas, o 
quizás aún antes, se producen las interacciones del receptor necesarias como para 
desencadenar una respuesta que se observará posteriormente. Para hallar evidencias que 
puedan refutar o apoyar esta hipótesis, se decidió determinar la capacidad de β-naftoflavona 
de inducir los transcriptos para Cyp1a1 y de sinergizar con FSH y estradiol en la 
proliferación de células de la granulosa siendo removida del medio de cultivo luego de 4 h 
de estimulación y continuando luego con la incubación en ausencia de ella. Este abordaje 
podrá indicar si esos tiempos comparativamente cortos son suficientes para desencadenar 
la activación del AHR y las respuestas por él mediadas. 
  Los resultados presentados en la Figura 4.15 muestran que la inducción de los 
mensajeros para Cyp1a1 observados a las 24 h de incubación puede alcanzarse con solo 4 
h iniciales de estimulación con β-naftoflavona en el medio de cultivo.    
 De forma similar, la acción co-mitogénica ejercida por β-naftoflavona en combinación 
con FSH y estradiol que se manifiesta en células de la granulosa a las 48 h de cultivo se 
verifica también cuando dicho agonista del AHR se encuentra presente en el medio de 
cultivo sólo durante las primeras 4 h de incubación. Estos resultados se muestran en la 
Figura 4.16. 
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Figura 4.15. Efecto de 4h de estimulación con β-naftoflavona sobre los transcriptos 
para Cyp1a1. Se cultivaron las células de la granulosa en medio control (C) o se estimularon con 
10 µM β-naftoflavona durante 4h (bNF4h) o 24 h (bNF24h). A las 24 h de incubación se 
levantaron las células, se aisló el ARN total y se realizó RT-PCR semi-cuantitativa para Cyp1a1 
como se describe en Materiales y Métodos. La cantidad de cada ARNm se normalizó a la señal 
del 18S ribosomal para cada muestra, y los valores (relativos a las células control, cuyos valores 
fueron fijados en 1) se graficaron como la media ± ES de tres experimentos independientes. 
Asteriscos denotan diferencias significativas en comparación con el control (P<0.01). Debajo del 
gráfico de barras se muestra una separación electroforética representativa de los productos de 
RT-PCR semi-cuantitativa.  
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Figura 4.16. Efecto de 4 h de estimulación con β-naftoflavona sobre la proliferación 
inducida por FSH y estradiol. Se cultivaron las células de la granulosa en medio control (C), con 
FSH (2 ng/ml, F), o con FSH y estradiol (100 ng/ml) en ausencia (F+E2) o presencia de 10 µM β-
naftoflavona agregada durante 48 h (F+E2+bNF48h) o solo durante las primeras 4 h de 
incubación (F+E2+bNF4h). La incorporación de [3H]-Timidina se realizó durante 24 h, 
comenzando 24 h luego de la estimulación. Los resultados muestran las medias ± ES de tres 
experimentos independientes, cada uno realizado por cuadruplicado. Letras distintas denotan 
diferencias estadísticamente significativas (P<0.001).  
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4.4. Discusión 
 

Si bien la información relacionada con la regulación de la expresión del AHR posee 
una importancia crucial para la comprensión de su función, actualmente se cuenta con datos 
limitados en esta área de investigación.  

Los reportes existentes señalan la presencia de moduladores endógenos del AHR y 
apoyan la idea de una regulación endócrina del receptor. Este escenario, junto con el interés 
en las posibles interacciones entre las señales mediadas por el AHR y por las demás vías 
que regulan la función de las células de la granulosa, ha impulsado el presente estudio del 
efecto de las clásicas hormonas FSH y estradiol sobre la expresión del AHR en células de la 
granulosa aisladas de ratas hembras inmaduras. El hecho de que estos animales no se 
encuentren aún ciclando permite manipular experimentalmente los estrógenos y 
gonadotrofinas, lo cual convierte a este modelo en un sistema ideal para nuestro estudio    

En esta sección del trabajo se ha hallado que FSH y estradiol, estímulos claves para 
la función de las células de la granulosa y para el desarrollo folicular, inducen una 
disminución en la expresión de la proteína AHR. Este efecto inhibitorio no se verifica a las 6 
h de estimulación, pero está presente luego de 12 h, tiempo en el que es modesto pero 
estadísticamente significativo. Esta acción aumenta luego en magnitud en una forma 
dependiente del tiempo.  

A las 24 ó 36-48 h de estimulación con las distintas hormonas o con una 
combinación de ambas, la disminución en la expresión de proteína AHR  puede atribuirse, al 
menos en parte, a una reducción en los niveles de transcriptos para Ahr  (debido a inhibición 
en la transcripción del gen Ahr o a una estabilidad reducida del ARNm). En cambio, el 
estradiol agregado solo no tuvo efecto sobre los niveles estacionarios de ARNm para Ahr  a 
las 12 h de estimulación. Esto concuerda con lo hallado en el hígado de rata, donde la 
administración del estrógeno in vivo no altera los niveles hepáticos de ARNm para el 
receptor a esos tiempos, a pesar de observarse una marcada caída en estos transcriptos 
durante la tarde del proestro (Chaffin et al., 2000). Los resultados de los experimentos 
donde se utilizó lactacistina indican que la reducción en los niveles de proteína AHR 
inducida por el tratamiento con estradiol durante 12 h podría ser atribuible a degradación 
proteasomal gatillada por el estrógeno. Este hallazgo parece contrastar con reportes 
realizados en células MCF-7, donde el estradiol no afecta la expresión del AHR, mientras 
que TCDD induce degradación proteasomal del receptor de estrógeno-α (Wormke et al., 
2000). Una posible explicación para estos resultados aparentemente opuestos es que en el 
estudio mencionado la estimulación con estradiol fue realizada durante 3 h, tiempo al cual 
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tampoco hubo evidencia de degradación en nuestro sistema. Por lo tanto, la degradación 
proteasomal inducida por estradiol seria un fenómeno que no ocurre en forma rápida. Por 
otro lado, no puede descartarse que existan diferencias entre las acciones del estradiol al 
ser mediadas por el receptor de estrógeno β (mayoritario en células de la granulosa) o por el 
receptor de estrógeno-α.    

Los resultados presentados aquí sugieren que la disminución en los transcriptos del 
Ahr observada en tejido ovárico durante la tarde del proestro (Chaffin et al., 2000) podría 
atribuirse a acciones desencadenadas por FSH. Este efecto inhibitorio inducido por FSH en 
nuestro sistema concuerda con efectos descriptos en túbulos seminíferos de testículos de 
ratas, donde la gonadotrofina revierte la regulación positiva de la expresión del receptor 
provocada por el cultivo en ausencia de suero (Schultz et al., 2003). 

  Por lo tanto, el presente estudio sobre la regulación hormonal de la expresión del 
AHR indica que FSH y estradiol son capaces de modular la expresión del receptor en una 
forma que refleja los cambios observados en el ovario a lo largo del ciclo estral de la rata. 
Sería por consiguiente razonable especular que estas hormonas podrían ser los 
moduladores endógenos fisiológicos del AHR responsables de los cambios observados in 
vivo. Sin embargo, no se puede descartar acciones reguladoras de factores de crecimiento 
ováricos producidos localmente, progestinas, glucocorticoides o cualquier otro factor cuyos 
niveles cambien a lo largo del ciclo reproductivo. De cualquier modo, nuestro estudio indica 
que FSH y estradiol, ya sea a través de acciones directas o indirectas, podrían ser 
importantes reguladores de la expresión, y por lo tanto de la función, del AHR en el ovario. 
Podría hipotetizarse que la atenuación de la expresión del AHR ejercida por las hormonas 
podría tener la función de contrarrestar los bien establecidos efectos antiestrogénicos y 
endócrino-disruptivos que posee la activación del AHR en el ovario. Sin embargo, diversos 
estudios muestran que el AHR juega un importante rol en la fisiología ovárica (Pocar et al., 
2005; Baba et al., 2005) y se han descripto además, como en este trabajo, diversas 
interacciones positivas entre el AHR y el receptor de estrógenos que modulan las 
respuestas celulares en el tracto reproductivo femenino (Pocar et al., 2005). Por lo tanto, el 
AHR parecería deberse expresar en los tiempos y tipos celulares apropiados durante el 
desarrollo folicular de manera de permitir una interrelación coordinada entre las distintas 
vías de señalización que regulan la función ovárica.          
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La compleja relación existente entre los niveles de expresión del AHR y las 
respuestas biológicas mediadas por éste permanece sin dilucidarse completamente en la 
mayoría de los sistemas. La modelación teórica de las relaciones entre el receptor y la 
respuesta apoyan la hipótesis de que las alteraciones en los niveles de AHR influyen la 
respuesta final que ejercen ligandos de este receptor por medio de la modificación de las 
relaciones entre la respuesta y la dosis (Ruffolo, 1982; Kenakin, 1997).   
 Actualmente se acepta que en diversos sistemas, tanto in vivo como in vitro, los 
niveles de la proteína AHR son rápidamente depletados luego de la activación por agonistas 
debido a degradación proteolítica. Se ha observado regulación negativa del AHR en varias 
líneas celulares derivadas de tejidos humanos y de roedores y en modelos de roedores 
expuestos in vivo a la dioxina TCDD (revisado en Pollenz, 2002). Sin embargo, y como se 
mencionó en la introducción, existen diversos trabajos que reportan que el tratamiento con 
agonistas del AHR regula positivamente los niveles de expresión de este receptor, tanto a 
nivel de su proteína como de sus transcriptos. Es por todo lo hasta aquí expuesto que se 
decidió establecer el posible tipo de modulación que puedan ejercer los agonistas del AHR 
sobre su propio receptor en el presente sistema de estudio. 
 Con el objetivo de determinar la consecuencia del tratamiento con agonistas del 
AHR sobre la expresión del receptor en células de la granulosa de rata, se ensayó el efecto 
de β-naftoflavona en el modelo utilizado en este estudio. Se comprobó que la proteína AHR 
es rápidamente reducida en estas células luego del tratamiento con el agonista, tanto 
cuando éste es agregado en condiciones control, como cuando se agrega en combinación 
con FSH y estradiol. Fue de especial interés evaluar el efecto del agonista en presencia de 
las hormonas, ya que éstas están presentes en el entorno de las células de la granulosa in 
vivo y podrían haber modulado la regulación de la expresión del AHR ejercida por los 
ligandos. 
 Con el fin de establecer la duración de la depleción del contenido celular de AHR 
inducida por el tratamiento con β-naftoflavona, se repitieron los ensayos realizados 
anteriormente extendiendo los tiempos de tratamiento hasta las 40 h. Se pudo observar que 
la reducción en la expresión de la proteína AHR causada por el ligando es sostenida, 
manteniéndose incluso luego de 40 h de incubación con la flavona. Interesantemente, la 
inhibición a este tiempo de estimulación es mayor que la obtenida luego de sólo 6 h desde el 
agregado del ligando, no encontrándose casi proteína inmunodetectable en las células 
tratadas con β-naftoflavona. Estos resultados se verificaron tanto para células control, como 
para los cultivos mantenidos en presencia de FSH y estradiol. 
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Este efecto sostenido concuerda con el hallado para otros ligandos del AHR en 
distintos sistemas. Por ejemplo, la regulación negativa en la expresión de la proteína para 
este receptor que ejerce TCDD en células endoteliales vasculares cerebrales y astrocitos 
murinos aislados, o en líneas celulares de hepatoma, se evidencia ya a las 4 h de 
estimulación y se mantiene aún a las 48 ó 72 h luego de agregado el agonista (Filbrandt et 
al., 2004; Giannone et al., 1998). También se ha reportado que en baso, pulmón y timo de 
ratas la concentración de proteína AHR se mantiene reducida durante 168 h posteriores a la 
administración in vivo de TCDD, retornando a los niveles control sólo a las 336 h (Pollenz et 
al., 1998). Estos estudios podrían indicar que el mecanismo de recuperación de la proteína 
AHR es lento. Alternativamente, estos resultados pueden estar reflejando simplemente una 
alta estabilidad del ligando a lo largo del tiempo. Es decir, por la naturaleza o las dosis 
utilizadas, el ligando permanece a esos puntos de tiempo en el medio  de cultivo, en la 
célula o en el tejido u órgano, no siendo degradado o metabolizado, por lo cual continúa 
ejerciendo su efecto regulador e impidiendo que el mecanismo de recuperación tenga lugar. 
De hecho, se ha reportado que el tratamiento con 3-metilcolantreno, ligando que presenta 
un grado de metabolismo mayor que la dioxina, produce una depleción de los niveles de 
AHR que es máxima a las 24 h, comenzándose a recuperar la proteína a partir de ese punto 
y alcanzando valores similares a los hallados en los controles a las 48 h de estimulación. 
Coherentemente, en el estudio aquí presentado la remoción del agonista del medio de 
cultivo provoca una recuperación parcial en los niveles de proteína AHR en comparación 
con las células tratadas solo con vehículo. Si bien el recobro es modesto al compararse con 
las células nunca expuestas al agonistas, representa un aumento de alrededor de 3 veces 
en comparación con las células tratadas durante toda la incubación con el compuesto. Al 
utilizar dosis del agonista inferiores, la recuperación toma valores mayores, incrementos 
superiores al 500%, aunque sigue siendo parcial. La no totalidad de la recuperación puede 
deberse a distintos factores, como la acumulación del ligando dentro de la célula (cuya 
presencia no puede descartarse con el protocolo de remoción utilizado) o la necesidad de 
tiempos mayores a 50 h para que la recuperación se complete.         
 Con el fin de investigar si el efecto inhibitorio del agonista del AHR sobre la 
expresión del receptor está mediado, al menos en parte, por la activación y transformación 
del AHR, se decidió ensayar el efecto del agregado conjunto de β-naftoflavona y el 
antagonista del receptor α-naftoflavona (dosis de 1 µM). Resultó interesante la observación 
de que el tratamiento conjunto con el antagonista fue incapaz de revertir el efecto inducido 
por el agonista β-naftoflavona, en todas las condiciones ensayadas. Se ha demostrado que 
el antagonismo que ejercen las flavonas se debe a que son capaces de unirse 
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competitivamente al AHR (desplazando al agonista) pero inhiben la translocación nuclear, 
transformación y subsiguiente función del receptor como factor de transcripción (Henry et 
al., 1999). Por lo tanto, los resultados presentados sugieren que el efecto de depleción de la 
proteína AHR que ejerce β-naftoflavona no se debería, al menos exclusivamente, a un 
efecto mediado por la activación del receptor ejercida por agonistas y su translocación al 
núcleo, si no que puede verificarse también luego de la mera unión de un ligando. Se 
decidió entonces evaluar el efecto del agregado de α-naftoflavona sola (a dosis a las que 
actúa como antagonista) sobre el contenido celular de AHR. Se halló que este antagonista 
es también capaz de inducir una marcada reducción en la expresión de la proteína AHR, no 
encontrándose diferencias estadísticamente significativas entre el efecto del antagonista y el 
efecto del agonista β-naftoflavona o α-naftoflavona a dosis de 10 µM (dosis a las que actúa 
como agonista del AHR a nivel transcripcional). El análisis de estos resultados sugiere que 
no es indispensable que el AHR se transloque al núcleo y se una al ADN para que su 
expresión sea regulada negativamente luego del tratamiento con ligandos.  

Con el objetivo de evaluar si la inhibición de la expresión del AHR ejercida por el 
ligando se verifica a nivel de sus transcriptos, se ensayó el efecto del tratamiento con β-
naftoflavona sobre los niveles de mensajeros para el receptor. Como se esperaba dado todo 
lo anteriormente expuesto, β-naftoflavona no redujo los niveles de estos transcriptos, no 
ejerciendo además ningún tipo de modulación a las 4 h de estimulación, ni en condiciones 
control ni en cultivos tratados simultáneamente con FSH y estradiol. Sin embargo, al evaluar 
este parámetro 48 h luego de la estimulación con el agonista, se halló que éste es capaz de 
inducir un aumento en los niveles de transcriptos para el Ahr, tanto en condiciones control 
como en presencia de FSH y estradiol. Por lo tanto, estos resultados demuestran que la 
reducción del AHR observada a nivel de su proteína al tratar las células de la granulosa con 
β-naftoflavona no puede atribuirse a una disminución en los niveles del ARNm que codifica 
para el receptor. Más aún, los datos obtenidos muestran que el agonista del AHR además 
de regular negativamente la proteína del receptor en forma rápida, induce a la vez un 
aumento en los niveles de sus transcriptos a tiempos más prolongados.  

En cuanto al mecanismo por el cual el agonista del AHR reduce casi por completo 
los niveles de expresión de su receptor, los resultados aquí presentados indican que es a 
través de degradación proteolítica. Se puede inferir que esta degradación es mediada por la 
vía del proteasoma 26S, ya que la acción de los ligandos fue totalmente abolida por el 
tratamiento concomitante con un inhibidor específico del proteasoma durante 4h y 
parcialmente revertida cuando se extendió la exposición hasta 24 h. Esta última observación 
puede deberse a degradación de la lactacistina en el medio de cultivo luego de largos 
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períodos de tiempo, o a una degradación proteasomal del receptor excesiva que no puede 
ser contrarrestada por las dosis de inhibidor utilizadas en los ensayos. Por otro lado, los 
datos arrojados por los experimentos realizados con el antagonista del AHR α-naftoflavona 
brindan evidencia que apoya la idea de que la maquinaria proteolítica presente en el 
compartimiento citoplasmático sería suficiente para degradar al receptor (Song y Pollenz, 
2003). Se ha demostrado que el simple tratamiento de distintas líneas celulares con 
geldanamincia, un compuesto que une proteínas como hsp90 impidiendo que éstas 
continúen formando parte del complejo con el receptor, reduce en forma similar los niveles 
celulares de proteína AHR (Chen et al., 1997).  Es decir, de alguna forma que aún queda 
por dilucidarse, el antagonista del AHR podría ser capaz de disociar al receptor de las 
proteínas acompañantes que lo protegen de la degradación proteasomal antes de su 
transporte al núcleo e inducir así su degradación sin ser necesario que el receptor se 
encuentre en su forma activa en el núcleo celular para que se produzca la degradación. No 
puede descartarse la existencia de dos mecanismos de degradación proteasomal del AHR 
en células de la granulosa, uno desencadenado por la unión de agonistas que requiere de la 
transformación, activación y actividad del receptor como factor de transcripción en el núcleo, 
y otro independiente de la activación del AHR que sería inducido por la unión de cualquier 
ligando y estaría relacionado simplemente con la disociación a proteínas chaperonas. 

Cabe destacar la observación de que el agregado de lactacistina como único 
estímulo durante 24 h produce un aumento en los niveles de proteína AHR. Esto podría ser 
una evidencia de la presencia del ligando endógeno para este receptor en células de la 
granulosa, quien podría estar ejerciendo luego de ese período de tiempo una regulación 
negativa de la expresión del receptor similar a la descripta para β-naftoflavona. La 
naturaleza del ligando o las concentraciones en las que está presente explicarían las 
diferencias en magnitud y en tiempo entre el efecto desencadenado por éste y por la 
flavona.  

Los presentes hallazgos sobre la degradación del AHR inducido por sus ligandos 
concuerda con observaciones realizadas en diversos sistemas luego de la exposición a 
distintos agonistas del receptor, donde la proteína es también rápidamente degradada por 
actividad proteasomal (Pollenz 2002; Wentworth et al., 2004; Fujii-Kuriyama y Mimura, 
2005). Sin embargo, y como se explicó anteriormente, se ha demostrado regulación positiva 
de la expresión de la proteína del receptor, tanto in vivo como in vitro. Estas diferencias 
pueden estar dadas por la naturaleza de los ligandos investigados, las dosis y tiempo de 
exposición utilizados en los distintos protocolos experimentales o por diferencias intrínsecas 
en los tipos celulares o especies estudiadas.  
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La degradación proteolítica de factores de transcripción es un mecanismo bien establecido 
en la regulación de distintas vías de transducción (revisado en Pahl y Baeuerle, 1996), 
habiéndose mostrado que éste está involucrado en sistemas de señalización tan 
divergentes como NF-ĸB (Palombella et al., 1994), señalización mediada por 
glucocorticoides (Hoeck et al., 1989), p53 (Haupt et al., 1997; Roth et al., 1998) y la proteína 
bHLH/PAS HIF-1α (Pugh et al., 1997; Salceda y Caro, 1997; Huang et al., 1998). Se acepta 
que este mecanismo representa una forma efectiva de apagar o atenuar la respuesta 
biológica. El presente análisis de la inducción de los transcriptos endógenos de Cyp1a1 
muestra que la inhibición del proteasoma intensifica la inducción de estos mensajeros por 
parte de β-naftoflavona. Esto estaría indicando que la degradación de la proteína AHR 
inducida por ligandos en células de la granulosa jugaría un rol en la regulación de la 
actividad del receptor en el núcleo, en tanto controlaría la cantidad de AHR activado por el 
agonista de manera que la transcripción de los genes blanco pueda mantenerse a un cierto 
nivel. En otros sistemas se ha demostrado que este fenómeno está también implicado en 
apagar la señal desencadenada por el agonista (Pollenz, 2002). Por lo tanto, el rol fisiológico 
de la degradación proteasomal en este contexto sería el de modular la regulación génica 
mediada por el AHR. Este mecanismo y la regulación de esta vía que se observa en las 
distintas especies son especialmente críticas con respecto a los compuestos aromáticos 
halogenados que no pueden ser metabolizados o eliminados del organismo. 

 Es interesante la observación de que la inhibición de la actividad del proteasoma en 
ausencia de ligandos exógenos del AHR induce los niveles de transcriptos para Cyp1a1. 
Esto podría considerarse como evidencia de la presencia del ligando endógeno para el AHR 
en células de la granulosa, quien estaría manteniendo la actividad transcripcional del AHR a 
un nivel determinado a través de degradación inducida por el ligando.  

En forma conjunta, los resultados aquí presentados indican que FSH y estradiol son 
moduladores claves de la expresión del AHR en células de la granulosa, sugiriendo que 
estas hormonas podrían ser importantes factores endógenos asociados al ciclo estral que 
regulan los niveles del receptor in vivo. Además, se demuestra que mientras el AHR es 
rápidamente degradado a través de la vía del proteasoma luego del tratamiento con un 
agonista, atenuando así la señal por él desencadenada, éste induce a la vez un aumento en 
los niveles de transcriptos para el receptor a tiempos más prolongados, lo cual podría jugar 
un rol en la reposición de los niveles de receptor en la célula.    
  
 
 



 
 
 
 
 

5. Discusión general 



Discusión general 
 

136

Durante muchos años, el AHR ha sido intensamente estudiado desde el punto de 
vista toxicológico y molecular, analizándose las conexiones entre los genes y los cambios en 
el control de la expresión génica que resulta de la exposición ambiental a sus ligandos. La 
mayor parte de la atención puesta en el AHR se había centrado en la naturaleza de sus 
ligandos y en el rol que juega su blanco mejor estudiado, la enzima CYP1A1, en las 
respuestas tóxicas y en activación de carcinógenos. Este comprensible sesgo resultó en que 
una cantidad desproporcionada de investigaciones se dirigieran hacia el estudio de las 
respuestas toxicológicas o adaptativas mediadas por el AHR y la elucidación de los 
mecanismos subyacentes. Sin embargo, en el último tiempo se han realizado numerosos 
estudios que exploran las funciones fisiológicas del receptor, generándose extensa 
información en este campo. Se ha hecho evidente que el AHR está también involucrado en 
cascadas moleculares que llevan a la regulación de procesos como la proliferación, la 
diferenciación o la apoptosis, con una importante implicancia en el desarrollo. Esto ha 
llevado a que actualmente se acepte que el AHR juega un importante rol en diversos 
procesos fisiológicos, postulándose que este receptor sería un componente clave en 
procesos como el desarrollo o funciones tales como la reproducción. Por lo tanto, ambas 
áreas en las que impacta el AHR son consideradas de gran interés en la actualidad. 

En el presente trabajo, las acciones descriptas para los ligandos del AHR pueden 
estar reflejando la función normal del AHR intensificada, pueden ser acciones específicas 
que los contaminantes ambientales y demás compuestos exógenos pueden ejercer a través 
del complejo xenobiótico-AHR (acciones no relacionadas con la función endógena del AHR), 
o puede representar una combinación de funciones endógenas y exógenas, lo cual es 
quizás el escenario más probable y lo más cercano a la realidad. 

El análisis realizado en este estudio indica que ligandos del AHR son capaces de 
modular funciones de la célula de la granulosa como la proliferación, describiéndose 
además una novedosa interacción positiva entre el AHR y el receptor de estrógenos, ambos 
activados por sus ligandos, que impacta sobre la proliferación celular en un efecto sinérgico. 
Sin embargo, se verifica a su vez que las hormonas mitogénicas son capaces de regular 
negativamente la expresión del AHR. Esto podría indicar que la expresión del AHR es 
regulada de manera de permitir determinadas funciones solo en los tiempos apropiados y se 
logre así una interrelación coordinada entre las distintas vías de señalización que regulan la 
función ovárica.    

Dada la rápida degradación de la proteína AHR inducida por sus ligandos, resulta 
llamativo que la activación del AHR por el agregado de β-naftoflavona sea capaz de inducir 
la expresión de los genes blanco de este factor de transcripción (Cyp1a1 y Cyp1b1) a las 6 
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h ó 24 h luego de la estimulación, o que la regulación de la proliferación ejercida por el 
agonista pueda observarse a las 36 h ó 48 h luego del tratamiento en nuestro sistema de 
células de la granulosa en cultivo. Sin embargo, comportamientos similares se han descripto 
en varios sistemas (como ejemplos ver Giannone et al., 1998). Se ha sugerido que esto 
puede deberse a que solo una pequeña fracción del pool total del AHR celular sería 
suficiente para llevar a cabo la transcripción a tasas cercanas a la máximas (en el caso de 
los efectos genómicos del AHR) o permitir la interacción del AHR activado con otras vías de 
transducción (en el caso de acciones del AHR a nivel no directamente genómico). Sin 
embargo, esta especulación carece de evidencias que la sustenten. Consideramos más 
razonable postular que las respuestas mediadas por el AHR aquí descriptas son 
desencadenadas dentro de las primeras 4 h de estimulación, siendo ese tiempo (e incluso 
muy probablemente menos) suficiente para gatillar las interacciones necesarias para 
observar respuestas celulares a tiempos más prolongados. La degradación tendría entonces 
la función fisiológica de atenuar o apagar la actividad del receptor activado, modulando las 
respuestas celulares por él desencadenadas. Esta explicación conciliaría las observaciones 
aparentemente contradictorias antes mencionadas. Si bien en los experimentos de remoción 
del agonista luego de las primeras horas de incubación no puede descartarse la 
permanencia de trazas de β-naftoflavona dentro de la célula, los resultados de estos 
ensayos donde se verifican las respuestas celulares posteriores, junto con la observación de 
la marcada y rápida degradación del receptor, brindan evidencia a favor de la idea de que 
las primeras horas de estimulación son suficientes para gatillar las interacciones necesarias 
para observar luego las distintas respuestas celulares a tiempos más largos. 

Si bien se ha descripto que el AHR es capaz de unir compuestos naturales, las altas 
dosis a las que esto ocurre, o las bajas afinidades de las uniones, o bien las débiles 
respuestas inducidas argumentan en contra de que estos sean los ligandos fisiológicos del 
receptor. Por lo tanto, la verdadera identidad del ligando endógeno para el AHR no ha sido 
aún fehacientemente determinada, siendo considerado aún un receptor huérfano. Como se 
mencionó con anterioridad, distintos resultados han sugerido la presencia de ligandos 
endógenos en diversos estudios. En el sistema de células de la granulosa de rata utilizado 
en este estudio se han podido también observar evidencias indirectas de la presencia de un 
ligando endógeno, como la inducción de los niveles de transcriptos para Cyp1a1 por 
inhibición proteasomal en ausencia de ligandos exógenos, el aumento en los niveles de 
proteína AHR que causa la inhibición del proteasoma a las 24 h de estimulación y los altos 
niveles constitutivos de transcriptos Cyp1b1 en las células control, que puedan quizás 
deberse a una activación constitutiva del AHR inducida por compuestos endógenos.   
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En conjunto, los resultados presentados indican que el AHR activado por agonistas 
como la β-naftoflavona interaccionaría directa o indirectamente con el receptor de 
estrógenos activado por estradiol. Esa interacción impactaría a través de mecanismos aún 
no dilucidados en un incremento en los niveles de ciclina D2 que llevan a un aumento en la 
proliferación de las células de la granulosa. Si bien no puede descartarse una interacción 
positiva de ambos receptores en secuencias de regiones promotoras de un gen clave para 
la proliferación, parece razonable hipotetizar que en dicha interacción estarían implicados 
efectos no genómicos. Por los antecedentes expuestos anteriormente, podría especularse 
que ambos receptores activados por sus agonistas podrían fosforilar a quinasas 
pertenecientes por ejemplo a la vía de las MAPKs (el AHR podría hacerlo a través de la 
proteína cSrc liberada luego de la unión del agonista al receptor), dando lugar a una serie de 
fosforliaciones encadenadas que resultarían en un sinergismo en la actividad mitótica. 
Además, FSH (necesaria para observar el efecto mitogénico de estradiol en este sistema) 
podría también estar sinergizando a este nivel, ya que se ha reportado que es capaz de 
activar a ERK a través de fosforilaciones mediadas por PKA (Kayampilly y Menon, 2004). 
Por otro lado, el AHR translocado al núcleo luego de la activación por el agonista produce 
un aumento en los niveles de transcriptos para las hidroxilasas Cyp1a1 y Cyp1b1, lo cual 
llevaría a un aumento en los niveles de catecolestrógenos, quines ejercerían acciones 
diferenciales con respecto a las del estradiol en la proliferación. El AHR es posteriormente 
degradado por la vía del proteasoma, atenuando y/o apagando la señal, mientras que la 
expresión de sus transcriptos son inducidos a tiempos largos por el agonista, permitiendo 
quizás mediante este mecanismo la reposición de los niveles celulares del mismo. A su vez, 
los niveles de AHR son disminuidos (mediante acciones directas o indirectas) por estradiol y 
FSH, lo cual ejercería una disminución en la respuesta del receptor a tiempos específicos o 
impediría que se extienda luego de determinados momentos. Futuras investigaciones 
destinadas a dilucidar los mecanismos subyacentes a los procesos aquí descriptos 
permitirán establecer las bases de las múltiples interrelaciones en las que está implicado el 
AHR y que regulan la función de las células ováricas.           
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 Distintos ligandos del AHR son capaces de regular diferencialmente la síntesis de 

ADN inducida por hormonas mitogénicas en células de la granulosa, careciendo 
todos ellos de efecto al ser agregados en condiciones control. 

 
 El ligando del AHR β-naftoflavona funciona como agonista de este receptor en 

células de la granulosa de rata.  
 

 El agonista β-naftoflavona es capaz de amplificar la señal mitogénica inducida por 
FSH y estradiol en células de la granulosa, sinergismo que está mediado por el AHR 
y por el receptor de estrógenos.      

 
 El sinergismo entre el agonista del AHR y el agonista del receptor de estrógenos 

evidenciado en la respuesta proliferativa no se verifica a nivel transcripcional para los 
genes que responden a estrógenos.  

 
 El sinergismo entre el agonista del AHR y el agonista del receptor de estrógenos 

evidenciado en la respuesta proliferativa no se verifica a nivel transcripcional para los 
genes inducibles por activación del AHR. 

 
 Existiría un novedoso mecanismo de interacción positiva entre el AHR y el receptor 

de estrógenos que se verifica solo en condiciones en que ambos receptores se 
encuentran ocupados por sus ligandos y que impacta en la proliferación de células de 
la granulosa.  

 
 Distintos ligandos del AHR ejercen efectos diferenciales sobre la producción de 

estradiol en células de la granulosa. 
 

 Los catecolestrógenos son, a diferencia del estradiol, incapaces de amplificar la señal 
de FSH o de TGF-β e inducir la síntesis de ADN en células de la granulosa. 

 
 Los catecolestrógenos 2-hidroxiestradiol y 2-metoxiestradiol inhiben la síntesis de 

ADN estimulada hormonalmente en células de la granulosa.  
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 Los niveles de expresión del AHR son reducidos por las hormonas FSH y estradiol a 

través de mecanismos que involucran tanto reducción de sus transcriptos como 
degradación proteasomal.  

 
 Estradiol y FSH son reguladores claves de la expresión del AHR en células de la 

granulosa de rata, contándose con evidencias de que estas hormonas podrían ser 
importantes factores endógenos asociados al ciclo reproductivo que modulan in vivo 
los niveles del receptor en el ovario. 

 
 Los niveles de expresión de la proteína AHR son reducidos por sus ligandos rápida y 

marcadamente a través de degradación proteasomal en células de la granulosa de 
rata, lo cual sería un mecanismo de atenuación de la señal mediada por el receptor.    

 
 Los niveles de transcriptos del Ahr son aumentados por el agonista β-naftoflavona a 

tiempos prolongados de tratamiento, lo cual podría constituir un mecanismo de 
reposición del receptor en la célula. 

 
 Existen evidencias de un ligando endógeno para el AHR en las células de la 

granulosa. 
 

 La activación del AHR jugaría un importante rol en la función de las células de la 
granulosa de rata, principalmente a través de la modulación de la proliferación 
inducida por las hormonas clásicas. 
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