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RESUMEN

El melanoma maligno cutaneo es el cancer de piel menos frecuente pero mas letal
debido a su gran capacidad de generar metastasis y su quimiorresistencia, lo que lo
hace altamente agresivo. Su incidencia continla aumentando a nivel mundial, sobre
todo en paises con poblaciones de piel clara, con diferencias en todo el mundo.
Desde principios de la década de 1950 es de preocupacion el impacto que tiene el
embarazo durante el desarrollo de melanomas. En la actualidad es el cancer més
diagnosticado durante la gestacion con una incidencia de 5-10 cada 100.000
embarazos.

La hormona del embarazo, gonadotrofina coridnica humana (hCG), es la primera
sefial que envia el embrion a la madre. Siendo producida por las células del
trofoblasto primero y por la placenta después, su funcion principal es la de mantener
la secrecion de progesterona por parte del cuerpo liteo. Sin embargo, mas
recientemente se ha observado que también influye en la tolerancia inmunolégica y
en la angiogénesis en la interfaz materno-fetal.

En el presente trabajo el objetivo fue evaluar el efecto de la hCG sobre el
establecimiento, crecimiento y diseminacion de tumores inducidos por la linea
murina de melanoma B16-F10 en ratones. Para ello establecimos dos modelos
murinos: 1) un modelo de melanoma en ratones hembras C57BL/6 tratados con
inyecciones intermitentes de hCG; 2) un modelo de melanoma en ratones
transgénicos con sobreexpresion de hCG.

Pudimos observar una leve tendencia hacia un mayor crecimiento y peso tumoral,
asi como también una mayor agresividad en aquellos ratones tratados con hCG,
pero tales diferencias no llegaron a ser estadisticamente significativas.

Creemos que las causas de estos resultados pudieron ser varias, partiendo de la
cantidad de células tumorales inoculadas. En todos los experimentos llevados a
cabo, fueron implantadas la misma concentracion de células, las cuales causaron un
crecimiento tumoral rapido y agresivo. Deducimos que el implantar una menor
cantidad de células tumorales tal vez permitiria un avance mas gradual de la
enfermedad, lo cual posibilitaria evaluar de una manera mas apropiada, un potencial

efecto de la hCG sobre el desarrollo de melanomas en tiempos mas tardios post



inoculacién. Aun asi, se requieren estudios adicionales que permitan dilucidar el rol
de la hormona hCG en el establecimiento, crecimiento y diseminacién de

melanomas.



INTRODUCCION

1.1. Melanoma

El melanoma maligno cutaneo (MMC) es un tumor derivado de los
melanocitos, un grupo de células con aspecto estrellado que se ubica
principalmente en la capa basal de la epidermis (Ingraffea, 2013) (Fig. 1). Su funcion
principal es proveer de melanina a sus células vecinas, los queratinocitos. La
melanina es un pigmento que da color a la piel y tiene la capacidad de absorber y
dispersar la radiacion UV. De esta manera, los melanocitos epidérmicos son parte
de un sistema de defensa contra dafio del ADN inducido por la radiacion UV. Estas
células se dividen con muy baja frecuencia, menos de dos veces por afio. Su
proliferacion y produccion de pigmento es estimulada por el dafio producido en el
ADN de los queratinocitos (Shain & Bastian, 2016). Los melanocitos no estan
confinados s6lo a la epidermis, dentro de la piel también se encuentran en los
foliculos capilares; y fuera de la piel, estdn presentes en cantidades considerables

en 0jos, meninges y tracto anogenital (Shain & Bastian, 2016).

Melanosomas

Queratinocitos

Melanocitos

Figura 1. Esquema estructura epidermis. Los melanocitos se encuentran entre las células de la
capa basal y, a través de sus dendritas, se comunican con aproximadamente 30-40
gueratinocitos. Los melanocitos producen y secretan melanina que se transportan en
melanosomas a los queratinocitos para protegerlos de la radiacion UV. Tomado y modificado de



El MMC es el cancer de piel mas letal por su gran capacidad de generar
metéstasis y su quimiorresistencia, lo que lo hace altamente agresivo (Herrera
Gonzalez & Flores, 2010). Su incidencia continia aumentando a nivel mundial, en la
mayoria de los paises con poblaciones de piel clara, con diferencias en todo el
mundo. En Argentina, Chile, Brasil, Peri y Ecuador las tasas de incidencias son
menores a 3 por 100.000 (Loria et al., 2020). Curiosamente, la mayoria de los datos
epidemiologicos han notado una divergencia significativa de género, en donde la
incidencia en hombres ha aumentado mas rapidamente en comparacion con
mujeres en todas las categorias de edad, excepto para las mujeres jovenes (<39

afos) que parecen estar en mayor riesgo (Dika et al., 2019).

Esta ampliamente demostrado que el MMC es de los tumores mas
inmunogénicos. Algunas caracteristicas que dan evidencia de la intervencion del
sistema inmune son la regresion parcial o total de melanomas primarios, la gran
infiltracion linfocitaria presente en los tumores, la expansion clonal de células
citotoxicas T CD8* especificas para antigenos asociados al tumor, las areas o el
“halo” de despigmentacion que se presentan en algunas lesiones o lunares, o que el
desarrollo de vitiligo esté asociado a un buen prondstico en pacientes con
melanoma (Mukherji, 2013). Mas aun, en los ultimos afios surgieron diferentes
drogas como el ipilimumab, pembrolizumab y nivolumab que contrarrestan los
mecanismos de tolerancia inducidos por el tumor. El éxito terapéutico de estos
tratamientos demuestra claramente la importante interaccion entre el sistema

inmune del hospedador y el desarrollo de melanomas (Linck et al., 2017).

Durante su desarrollo, las células tumorales interactian con los componentes
del sistema inmune, cuya actividad funcional esta dirigida a prevenir la progresion
del melanoma (Tucci et al., 2019). Tanto las células inmunes como las del
melanoma se someten a un proceso de inmuno-edicibn que incluye fases
interconectadas como eliminacién, equilibrio, y escape o evasion inmunoldgica
(Tucci et al.,, 2019). La transicion entre estas fases se ajusta por el estado del

sistema inmune y la actividad de las células cancerigenas (Antohe et al., 2019).

1.2. Embarazo y melanoma



El embarazo representa una situacion uUnica desde el punto de vista
inmunolégico, durante la cual el sistema inmune materno debe ser capaz de
simultAneamente tolerar la presencia de antigenos semi-alogénicos presentes en el
feto y defender a la madre contra agentes patdégenos. Esto requiere el desarrollo de
distintos mecanismos de tolerancia inmunolégica altamente regulados (Muzzio et al.,
2014).

Se han descripto tres tipos de estados o perfiles inmunologicos que se
corresponden con las etapas de desarrollo fetal: primero, una etapa pro-inflamatoria,
caracterizada por un perfil inmunoldgico Thl, la cual es necesaria para la
implantacion exitosa del blastocisto y posterior placentacién. Posteriormente, sigue
una etapa de rapido crecimiento y desarrollo fetal, donde se produce un cambio
hacia un perfil Th2 anti-inflamatorio. Esta etapa es la mas extensa del embarazo,
donde tienen un rol central las células T reguladoras (Treg). Debido a su actividad
inmunosupresora, favorecen la tolerancia hacia el feto, manteniendo de esta
manera, la homeostasis del sistema. Por ultimo, hacia el término del embarazo, se
desencadena una segunda etapa pro-inflamatoria con un perfil Thl, la cual es
indispensable para el inicio del parto (Mor et al.,, 2017). Cabe destacar que, las
hormonas del embarazo como la progesterona, el estradiol y la gonadotrofina
coribnica humana (hCG) son también fundamentales en el establecimiento,
mantenimiento y desenlace exitosos. Dichas hormonas ejercen propiedades
moduladoras muy importantes sobre el sistema inmunolégico materno y son
esenciales para la formacion de un entorno tolerogénico favorable necesario para el

mantenimiento del embarazo (Muzzio et al., 2014).

Desde principios de la década de 1950, fue de preocupacion el impacto del
embarazo en el melanoma maligno (Jhaveri et al., 2011). Esto comenz6 con el
reporte de casos que sugerian que el embarazo podria inducir la transformacion de
lunares preexistentes en melanoma maligno, aumentar el riesgo de metastasis en
un MMC ya establecido, o favorecer la recurrencia del mismo (Byrd & McGanity,
1954) (Pack & Scharnagel, 1951). En la actualidad el MMC es el cancer mas
diagnosticado durante el embarazo, con una incidencia de 5-10 cada 100.000
embarazos (Richtig et al., 2017). Aun mas, se ha demostrado en modelos animales
gue durante la gestacion, los melanomas son mas agresivos, presentan un

crecimiento mas rpido, asi como una mayor mortalidad (Khosrotehrani et al., 2011).



Durante el embarazo se pueden observar ciertas particularidades que dan
evidencia de un aumento de la actividad melanocitica y consecuente
hiperpigmentacion: el melasma, la linea negra, el oscurecimiento genital y areolar
son eventos bien conocidos. Estas condiciones parecen estar relacionadas con
niveles elevados de estrogeno, progesterona, y la hormona estimulante de
melanocitos (Zelin et al., 2020).

El estado fisiologico y los procesos inmunolégicos que ocurren durante el
embarazo muestran similitudes con los procesos inmunes que suceden en la
progresion de un tumor (Mor et al.,, 2017), donde el estado de inmunosupresion
favorece el crecimiento y tolerancia de las células cancerigenas (Driscoll et al.,
2016). Estos cambios se han propuesto como posibles mecanismos por los cuales
el embarazo podria contribuir a peores prondsticos en el melanoma (Ko et al.,
2019).

1.3. hCG

La hormona hCG pertenece a la familia de las hormonas glicoproteicas, junto
con las hormonas leutinizante (LH), foliculo estimulante (FSH) y la estimulante de la
tiroides (TSH) hipofisarias. Se trata de un heterodimero formado por dos
subunidades asociadas de forma no covalente (Fig. 2). La subunidad a, compuesta
por 92 aminoécidos, esta codificada en el cromosoma 6, y es comun entre todos los
miembros de la familia. La subunidad 3, que es diferente para cada hormona, y la
gue les confiere la especificidad, esta codificada en diferentes genes del cromosoma
19 (LH, hCG y TSH) y en el cromosoma 11 (FSH). La subunidad 8 de la hCG, con
145 aa es la de mayor tamafio y mayor dominio glicosilado, lo que le da a la
hormona una mayor estabilidad (Policastro et al., 1986). Sélo los dimeros a/f de

hCG son biolégicamente activos (Gharib et al., 1990).
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Figura 2. Estructura de la hormona hCG. Modelo tridimensional de la molécula de hCG con las
subunidades a (rojo) y B (azul). Tomado y modificado de Ledo & Esteves (2014)

Desde hace mucho tiempo, las hormonas LH y hCG se consideraron
equivalentes porque se unen al mismo receptor, el receptor de hormona luteinizante
y gonadotrofina coriénica (LHCGR), que se expresa principalmente en las gbnadas
(Casarini et al., 2018). Sin embargo, ambas hormonas evolucionaron de manera
divergente en los primates y se caracterizan por diferencias a nivel genético,

molecular y fisiolégico (Casarini et al., 2018).

A diferencia de otras hormonas glicoproteicas que son sintetizadas por el
I6bulo anterior de la glandula pituitaria, la hCG es producida principalmente por
trofoblastos, y se trata de una de las primeras sefales proporcionadas por el
embrién a la madre (Schumacher, 2017). Durante mucho tiempo su funcién principal
conocida fue la promocion de la secrecion de progesterona por parte del cuerpo
luteo al comienzo del embarazo. Sin embargo, mas recientemente, se han descrito
muchas otras funciones (Heidegger & Jeschke, 2018). Principalmente, se ha
observado que influye profundamente en la tolerancia inmunoldgica y la
angiogénesis en la interfaz materno-fetal (Tsampalas et al., 2010). Interviene en
mecanismos como la regulacién de apoptosis, balance de células inflamatorias y
antiinflamatorias (Th1/Th2), y asimismo, influye en el bienestar fetal regulando la
funcionalidad y el fenotipo de las CDs, células Treg y células B (Schumacher, 2017).
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Curiosamente, el receptor de hCG se descubrié por primera vez en
neoplasias trofoblasticas, lo que sugiri6 que tiene un papel importante en la
regulacion del crecimiento y la invasion no solo en el embarazo, sino también en el

cancer (Enninga et al., 2014).

1.3.1. hCGy desarrollo tumoral

La expresion de hCG vy, en particular, su subunidad B (hCGB) se ha
documentado en el 30-60% de los tumores de diferente origen como el de mama,
pulmoén, higado, cerebro, préstata, cabeza y cuello, ovario, rifidén, y del sistema
neuroendocrino (Bose et al., 2013; Singh et al., 2018). Su presencia se asocia
frecuentemente con un mal prondstico, ya que se correlaciona con una mala
respuesta al tratamiento (Bose et al., 2013). Se postula que, de manera similar a la
forma en que la hCG promueve la angiogénesis durante la formacién de la placenta
y modula el sistema inmunolégico de la madre hacia la inmunotolerancia del feto,
esta hormona podria desempefar funciones analogas en la oncogénesis. Se dice
gue esta accion de la hGC contribuye a la neovascularizacion, asi como a la

desensibilizacion del sistema inmunolégico hacia las células cancerosas.

A pesar de numerosos estudios sobre el papel de la hCG y sus subunidades
libres en la carcinogénesis, las funciones bioldgicas y los mecanismos detras de su

accion siguen siendo desconocidos (Bose et al., 2013).

1.4. Modelos experimentales aplicables al estudio del desarrollo de

melanoma

Los ratones como modelo animal poseen varias ventajas las cuales son: su
tamafo pequefio, bajo costo de mantenimiento, la rapidez de su reproduccion y
cantidad de individuos por camada, y la posibilidad de poder ser manipulados

genéticamente.

1.4.1. Modelo de melanoma en ratones C57BL/6
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Este modelo de melanoma es obtenido a partir de una transferencia
singénica (Becker et al., 2010). La cepa de ratones C57BL/6 es susceptible a la
linea celular cancerigena B16-F10 de melanocitos. Las células B16-F10 son una
linea celular de melanoma murino generadas a partir de 10 ciclos de inoculacion y
recuperacion en el pulmén de células B16-FO en ratones C57BL/6 (Fidler, 1973)
(Fig. 3). Tras la inyeccion subcutanea, al cabo de 5 a 10 dias inducen un tumor
palpable superficial y notablemente visible en el lugar de inoculacién, el cual crece
hasta convertirse en un tumor de 1 x 1 x 1 cm en 14 a 21 dias. Cuando se les
permite crecer mas, los tumores a menudo se vuelven necréticos en el centro y
comienzan a ulcerarse o sangrar; es recomendable sacrificar los ratones antes de
este punto. Esta linea celular estimula la angiogénesis activa que conlleva

principalmente a una metastasis pulmonar (Overwijk & Restifo, 2001).

1) Obtencion de células provenientes 2) Inoculacion de células cultivadas en
del tumor ratones sanos

Tumor espontaneo
Celulas B16

Inyeccion Intravenosa V4
& — -
Cultivo de células del
C57BL/6 tumor C57 BL/G (sano) \

Luegode 21 dias, metastasisen
organos

( 10 ciclos de inoculacion \

y recuperacion
3) Extraccion de lumoros}

l @ y cultivo de celulas

Obtencion de Linea celular}

B16F10 Obtencion de Linea celular

K ) B16 FO

Pulmon

Figura 3. Generacion de células B16-F10. La poblacién de células tumorales parentales de
células B16-F0 se aisl6 de un melanoma espontaneo en ratones C57BL6. A continuacion, estas
células se seleccionaron por su capacidad para colonizar el pulmon tras la inyeccion intravenosa.
Dichas células se expandieron en cultivo y luego se inyectaron nuevamente en la vena de la cola
de un nuevo raton. Este proceso se repiti6 diez veces y la poblaciéon resultante se denomina
células B16-F10 (Fidler, 1973).

1.4.2. Modelo transgénico de sobreexpresion hCGR™*
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El término transgénico fue introducido en 1981 por Gordon y Ruddle, y refiere
a aquellos organismos a los cuales se les ha incorporado un gen exdgeno con el fin
de cambiar caracteres existentes o introducir nuevos. Dicho gen se halla en todas
las células del organismo y en la linea germinal, transmitiéndose de forma
mendeliana a la descendencia (Costa Valles, 1995). La utilizacion de animales
manipulados genéticamente ha dado una nueva dimension al estudio de la funcion
de los genes in vivo, permitiendo la creacion de modelos animales para el estudio

de patologias humanas (Marcial, 2015).

El modelo transgénico hCGB* sobre-expresa el ADNc de la subunidad hCGp.
Fue desarrollado a partir de la cepa FVB/n mediante la microinyeccion pronuclear
del transgén en ovocitos fertilizados (Fig. 4). Los embriones microinyectados se
implantaron en oviductos de hembras pseudoprefiadas (Rulli et al., 2002).

Microinyeccion
del transgén
Pipeta para inmovilizar Ovulo fecundaco

al dvulo Prondcleo de l2
hembra

Ovulo
fecundado

Micropipeta con
el ransgeén

0 | B

Prondcleo del
macho

Transferencia a
un hembra
pseudoprefiada

[/
5= :
:’, =
Figura 4. Generacién de animales transgénicos por la técnica de inyeccién pronuclear. El
transgén es inyectado utilizando una micropipeta, en el pronacleo del macho de un 6vulo

fecundado, para su integracién en el genoma, poco antes de la fusion de ambos
pronucleos. Tomado y modificado de Salazar Monte et al. (2019)

Raton
transgénico

El promotor universal utilizado para el transgén, la ubiquitina C, no responde

a la retroalimentacion negativa de las hormonas gonadales y permite la expresion
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del mismo en mdultiples tejidos, incluida la glandula pituitaria, en la que el
acoplamiento con la subunidad a comun endogena produce la sintesis de altos
niveles de hCG bioactiva (Rulli et al., 2002).

Los animales transgénicos utilizados en este trabajo fueron generados en el
Departamento de Fisiologia de la Universidad de Turku (Finlandia); actualmente se
mantienen en reproduccion en el Bioterio del Instituto de Biologia y Medicina

Experimental (Buenos Aires).

2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. Hipétesis

“La gonadotrofina coridénica humana facilita el establecimiento, crecimiento y

diseminacion de melanomas.”

2.2. Objetivo general
El objetivo general fue evaluar el efecto de la hCG sobre el desarrollo de

tumores inducidos por la linea murina de melanoma B16-F10 en ratones.

2.3. Objetivos especificos
1. Establecer un modelo de melanoma en ratones hembras C57BL/6
inducido por inoculacion subcutanea de células B16-F10.
2. Investigar el efecto de la hCG sobre el establecimiento y crecimiento
de melanoma en hembras C57BL/6.
3. Evaluar el establecimiento, crecimiento y diseminaciéon de melanoma

en un modelo murino transgénico con sobreexpresion de hCG.
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3. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo consta de dos partes, en las cuales se utilizaron distintos
modelos murinos. La primera fue realizada en el Laboratorio de Inmunologia de la
Reproduccion, Centro de Estudios Farmacolégicos y Botanicos (CEFYBO-UBA-
CONICET), Facultad de Medicina, Universidad de Buenos Aires; y la segunda parte
fue realizada en colaboracion con el Laboratorio de Endocrinologia Molecular de la
Reproduccion de la Dra. Susana Rulli en el Instituto de Biologia y Medicina
Experimental (IBYME).

3.1. Modelo de melanoma en ratones C57BL/6

3.1.1. Criay cuidados de los animales

Se utilizaron ratones hembras de la cepa C57BL/6 de entre 7-8 semanas de
edad provenientes del Bioterio Central de la Facultad de Ciencias Exactas y
Naturales-UBA. La misma se mantuvo durante todo el periodo de experimentacion
en el Bioterio del CEFyBO, Facultad de Medicina-UBA, en condiciones controladas
de luz y temperatura (12 horas luz, 12 horas oscuridad, a 20-23 °C). Fueron
alimentadas ad libitum hasta el momento de su sacrificio, respetandose en todo
momento las reglas de la “Guia para el cuidado y utilizacion de animales de
laboratorio” del Instituto Nacional de Salud de los Estados Unidos (NIH). Todos los
experimentos fueron evaluados y aprobados por La Comision Institucional para el
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Medicina de

la Universidad de Buenos Aires.

3.1.2. Cultivo de lalinea celular B16-F10

La linea celular B16-F10 se mantuvo en cultivo a 37 °C y 5% CO2, en medio
DMEM completo (DMEM, suero bovino fetal 10%, penicilina 100 U/ml,
estreptomicina 100 ug/ml). Al momento de preparar el indculo, se descart6 el medio,
se lavo dos veces la placa de cultivo con PBS estéril, se agrego tripsina y se incubo

5 min a 37°C. Luego se retiraron las células y se colocaron en medio completo, se
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centrifugaron 5 min a 1500 rpm y se resuspendio el pellet en medio DMEM solo. Las
células se contaron en una cdmara de Neubauer con una dilucién 1:100 en azul de
Tripan y se resuspendieron en PBS pH 7.2. La concentracion de células inoculadas

fue de 200.000 células en un volumen de 200 ul por ratén (Fig. 5).

Propagacion in vitro
DMEM completo
37°Cy 5% CO2

200.000 cél. B16F10

Qi‘zacién
f .//

Figura 5. Esquema preparacion inoculo células B16-F10.

Recuento de células

3.1.3. Disefio experimental

Hembras C57BL/6 de 7-8 semanas de edad fueron inoculadas mediante una
inyeccion subcutanea de 200.000 células tumorales B16-F10 en el flanco derecho
de la region abdominal del animal. Las hembras inoculadas fueron divididas en 2
grupos experimentales. El primer grupo fue tomado como “control” y se le administro
200 ul PBS, mientras que al segundo grupo, “hCG”, se le administré 10 Ul de hCG
(Pregnyl) en un volumen de 200 pl de PBS, via intraperitoneal 3 veces por semana.
La primera aplicacion de hCG se realizé al dia siguiente post inoculacion, y se

continud hasta el dia del sacrificio (Fig. 6).

Se realizaron 2 repeticiones. En la repeticion 1, el tiempo de evaluacion del

crecimiento del tumor fue de 22 dias, con un n=8, compuesto por 4 animales



16

“control” y 4 animales “hCG”. En la repeticion 2, el tiempo de evaluacién del tumor
fue de 18 dias, con un n=12, compuesto por 6 animales “control” y 6 animales
“hCG!).

Sacrificio

(TRIEIET

Evaluacion
del tumor

Figura 6. Esquema del disefio experimental del modelo tumoral murino C57BL/6. Se
inocularon hembras C57BL/6 con la linea tumoral murina B16-F10 y fueron tratadas 3 veces por
semana con PBS o hCG durante 18 o 22 dias hasta el sacrificio.

3.1.4. Evaluacioén del crecimiento tumoral

Los ratones comenzaron a ser evaluados el dia 11 post-inoculacién mediante
palpacion en el flanco derecho para detectar la presencia de tumores. Se realizaron
mediciones del tamafio del tumor con un calibre Vernier (Fig. 7), 3 veces por
semana, en coincidencia con los dias de administracion de hCG. Las medidas

tomadas fueron de ancho y largo, y se calculé un area estimativa.
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Figura 7. Calibre Vernier

Al final del experimento, los animales fueron sacrificados por dislocacion
cervical. Para la extraccién del tumor se realizé un corte longitudinal en el abdomen

del raton de modo de exponer la zona del tumor. Una vez extraido, se tomé dato de



17

su peso. Ademas, se extrajo tejido de higado y pulmones para la busqueda de

noédulos metastasicos.

3.2. Modelo transgénico de sobreexpresion hCG

3.2.1. Criay cuidado de animales

Se utilizaron ratones transgénicos portadores del gen correspondiente a la
subunidad B de la hCG. Los mismos se mantuvieron durante el periodo de
experimentacion en el Bioterio del Instituto de Biologia y Medicina Experimental
(Buenos Aires), en condiciones controladas de luz y temperatura (12 horas luz, 12
horas oscuridad, a 20-23 °C). Fueron alimentados ad libitum hasta el momento de
su sacrificio, respetandose en todo momento las reglas de la “Guia para el cuidado y
utilizacion de animales de laboratorio” del Instituto Nacional de Salud de los Estados
Unidos (NIH). Todos los procedimientos experimentales han sido previamente

aprobados por el CICUAL del Instituto de Biologia y Medicina Experimental.

3.2.2. Cruces experimentales

Para evitar el rechazo inmunoldgico de la linea celular B16-F10, la cual fue
desarrollada en animales de la cepa C57BL/6, se programaron cruzamientos entre
esta cepa y los animales transgénicos a utilizar. Se llevaron a cabo los siguientes
apareamientos: hembras C57BL/6 con machos FVB/n hCGB* para obtener una F1
FVB/C57BL simple transgénica hCGB* (Fig. 8). Las crias provenientes de dichos
cruzamientos, luego del destete se separaron por sexo, se identificaron mediante
muescas en las orejas, y se obtuvo una biopsia de cola (<lcm) para ser

posteriormente genotipificadas, con el fin de detectar el transgén en su genoma.
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O CS7BL { FVBIn

F1

FVBIC57BL FVBI/C57BL
hCGP hCGB+

Figura 8. Cruzamiento hembra C57BL x macho FVB/n hCGf* para obtener F1 hCGB- (control) y
hCGB* (TG).

3.2.3. Identificacion de los animales transgénicos

La identificacion de los animales transgénicos se realizé a partir de analisis
de ADN gendmico por la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Las
muestras se obtuvieron a partir de biopsias de colas de las crias de

aproximadamente 10-12 dias de edad.

3.2.3.1. Extraccién de ADN gendmico

El tejido obtenido de las biopsias de cola se colocé en un buffer de lisis
conteniendo TRIS 10 mM, EDTA 1 mM (Sigma-Aldrich Chemical Co.), acetato de Na
0,3 M, SDS 1%, pH=8 (MP Biomedicals), proteinasa K (USB) 10 mg/ml, y se incubé
16-18hs a 37°C. Luego se agregd una solucion de NaCl sobresaturada, se
centrifugo a 12000 rpm a 4 °C durante 15 min y se transfirié el sobrenadante a otro
tubo. Se agrego etanol 96% y centrifugd a 12000 rpm durante 10 min a 4°C,
descartandose posteriormente el sobrenadante. Luego se lavé el precipitado con
etanol 70%, se centrifug6 a 12000 rpm nuevamente durante 10 min a 4 °C, se

descarto el sobrenadante, y se dejo secar. Por ultimo, se disolvid el precipitado en
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agua destilada estéril y se guardé a -20 °C para la determinacion del genotipo por
PCR.

3.2.3.2. Técnicade PCR

La PCR se llevé a cabo utilizando oligonucleétidos sintéticos especificos
(primers) para el transgén, correspondientes a la secuencia del promotor en
direccion sentido (UBI) y de la subunidad hCGB en direccion antisentido (Fig. 9,
Tabla 1)

-{ Promotor UBI hCGp PA |

Primer
UBI

Figura 9. Construccidn de los primers especificos para la subunidad hCGp de la hCG utilizados
en la identificacion de los ratones transgénicos. PA: cola de poliadenilaciéon. UBI: Ubiquitina C

Secuencia
UBI (Sentido) 5 TCAGTGTTAGACTAGTAAATTG 3’
hCGp (Antisentido) 5" CAGCCCTCCTTCTCCACA 3’

Tabla 1. Oligonucledétidos utilizados para la deteccion del genotipo de los ratones transgénicos
por PCR.

Se agregaron 2 ul de la suspension de ADN gendmico a una mezcla de
reaccion de 28 ul conteniendo: buffer de reaccién (1X), MgCI2 1.67 mM (Invitrogen),
dNTPs 0,17 mM (Invitrogen), 50 Ul de ADN polimerasa (Taq, Invitrogen),
oligonucledtido UBI 0,33 uM y oligonucledtido hCGB 0,33 pM. Como control positivo
se utilizd6 ADN de un animal de genotipo hCGB*; como controles negativos se
incluyeron un tubo con ADN de un animal WT y un tubo con la mezcla de reaccion
en ausencia de ADN. La PCR se realizd en un termociclador Bio-Rad con los
siguientes tiempos y temperaturas de reaccion: 4 min a 94 °C (desnaturalizacion de
ADN), 35 ciclos de 30 seg a 94 °C (desnaturalizacién), 1 min a 55 °C (hibridacion) y
1 min 30 seg a 72 °C, seguidos por un ciclo final de 6 min a 72 °C (extension).
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3.2.3.3. Electroforesis en gel de agarosa

Los productos provenientes de la PCR fueron separados por electroforesis en
gel de agarosa (Biodynamics) 2% en buffer TBE (TRIS 90 mM, acido bérico 90 mM,
EDTA 20 mM, pH=8) conteniendo bromuro de etidio (Promega). Las bandas se
visualizaron con un transiluminador de luz UV y se compararon con un marcador de
fragmentos de ADN de numero de pb conocidas (Invitrogen). El fragmento

correspondiente a hCGB* tiene un tamafio de 290 pb.

3.2.4. Inoculacion de animales transgénicos

Se utilizaron ratones F1 transgénicos hCGB* y no transgénicos hCGB- de 7-8

semanas de edad. Estos ultimos fueron tomados como grupo “control”.

En este experimento se incluyeron animales machos y hembras. La linea
celular tumoral B16-F10 se mantuvo en las mismas condiciones indicadas en el item
3.1.2, asi como la preparacion del inéculo. Las células tumorales fueron introducidas

mediante una inyeccién subcutanea de 200 pl en el flanco derecho de los animales.

3.2.5. Evaluaciéon tumoral

El tiempo de evaluacién del crecimiento del tumor fue de 18 dias post
inoculacién hasta el sacrificio. Se realizaron mediciones diarias del tamafio del
tumor con un calibre Vernier a partir de la aparicion del mismo, asi como también
del peso de los animales. Las medidas tomadas del tumor fueron de ancho y largo,
y se calcul6 un area estimativa. Al final del experimento, los animales fueron
sacrificados por decapitacion con guillotina. Para la extraccion del tumor se realiz
un corte longitudinal en el abdomen del raton para exponer la zona del tumor,

extraerlo y pesarlo.

3.3. Analisis estadistico
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El estudio estadistico se realizé utilizando el programa de estadistica Graphpad
Prism v7.0. Las comparaciones entre los grupos fueron realizadas mediante la
prueba t de Student, o el test 2 Valores de p<0,05 fueron considerados

estadisticamente significativos.

4. RESULTADOS

4.1. Establecimiento del modelo melanoma en hembras C57BL/6

En primera instancia se logro cultivar con éxito la linea celular de melanoma
murino B16-F10, siguiendo las indicaciones de la organizacion ATCC (American
Type Culture Collection). La misma se utiliz6 para todos los experimentos
realizados. Estas células, in vitro crecen como una poblacién adherente que adopta

una morfologia epitelial (Fig. 10).

Figura 10. Morfologia linea celular melanoma murino B16-F10. Objetivo 10x.

In vivo, el implante de células B16-F10 tiene como resultado tumores sélidos
gue crecen agresivamente. Es importante sefalar que, para el desarrollo efectivo de

tumores, es fundamental una buena técnica de inyeccién. Cada raton debe mostrar,
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en el sitio de aplicacion, una "ampolla" claramente visible y definida al momento de
la inyeccion; si no es asi, los ratones pueden mostrar un retraso en el crecimiento

del tumor o ningun crecimiento.

En los experimentos realizados se pudo corroborar que el melanoma B16 es
una neoplasia facilmente trasplantable en su portador singénico. Con la técnica
utilizada de inoculacién subcutédnea de las células tumorales, se consiguié un 100%

de crecimiento tumoral en el primer experimento, en sus dos repeticiones.

4.1.1. Evaluaciéon del efecto de hCG en el desarrollo del melanoma en hembras
C57BL/6

Para evaluar si la hCG tiene algun efecto sobre el desarrollo del melanoma
se formaron dos grupos de ratones hembras C57BL/6 inoculadas con 200.000
células B16-F10, y se trataron con o sin hCG (10 Ul / ratdn) tres veces por semana
desde el dia 1 post inoculacién tumoral hasta el sacrificio. En este experimento se
evalud el desarrollo del tumor, asi como el bienestar de los animales a través de los
siguientes parametros: a) area y peso tumoral, b) ulceraciones y metastasis, y c)

peso corporal de los ratones y mortalidad.

Este experimento tuvo 2 repeticiones. La primera tuvo una duracion de 22 dias.
La segunda repeticién fue llevada a cabo en las mismas condiciones que la anterior,
pero con una duraciéon de 18 dias. El dia del sacrificio se establecié de acuerdo al
estado general de los animales y la bibliografia consultada, la cual indica que los
tumores alcanzan un tamafo considerable a los 14-21 dias. Luego de tal punto, si
se les permite crecer mas, se vuelven necréticos y comienzan a ulcerarse (Overwijk
& Restifo, 2001).

a) Areay peso tumoral

En la primera repeticion, la aparicion tumoral fue el dia 13 post inoculacion. Se
midio la masa tumoral desde su aparicion hasta el sacrificio de los animales, y se
calcul6 un area estimativa. El dia del sacrificio (dia 22) los tumores de los animales
del grupo hCG, se encontraban con grandes Ulceras, lo que llevé a una gran pérdida

de masa tumoral. Por tal motivo, en los mismos no pudo realizarse la medicion
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correspondiente (Fig. 11 A). La Figura 11 B muestra el peso de los tumores

extraidos al final del experimento.
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Figura 11. A) Area tumoral a diferentes momentos post implantacién en ratones Control (n=3) y
tratados con hCG (n=4) en la primera repeticion. B) Peso tumoral (g) de ambos grupos. Los datos
fueron analizados mediante t-test y se expresan como media + desviacion estandar.

En la segunda repeticion, la aparicion tumoral fue el dia 11 post inoculacion.
Los animales fueron evaluados de la misma manera que en la repeticion anterior,

solo que se decidid disminuir el tiempo de evaluacion a 18 dias totales (Fig. 12).
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Figura 12. A) Area tumoral a diferentes momentos post implantacién en ratones Control (n=6) y
tratados con hCG (n=6) en la segunda repeticion. B) Peso tumoral (g) de ambos grupos. Los
datos fueron analizados mediante t-test y se expresan como media + desviacion estandar.
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Si bien los ratones tratados con hCG mostraron, en ambas repeticiones (1 y 2),
una leve tendencia hacia un mayor tamafo y peso tumoral comparado a ratones

controles, estas diferencias no alcanzaron a ser estadisticamente significativas.

b) Ulceraciones y metastasis

Los tumores, cuando se les permite crecer, a menudo se vuelven necréticos en
el centro y comienzan a ulcerarse o sangrar; es recomendable sacrificar los ratones
antes de este punto. En ambas repeticiones, fue mayor el porcentaje de ratones con
sus tumores ulcerados en el grupo “hCG” comparado con el grupo control al final del
experimento. Aunque estas diferencias no fueron estadisticamente significativas,
cabe destacar que, en la primera repeticion, el 100% de los animales del grupo
“‘hCG” presentaron ulceraciones, mientras que solo el 33% (1/3) de los ratones

“control” presentaron este sintoma (Fig. 13).

A B
Repeticion 1 Repeticion 2
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150 NO ULCERADOS

Il ULCERADOS

NO ULCERADOS

Il ULCERADOS 100
100

50 50 4

% animales con Ulceras

% animales con Ulceras

CONTROL hCG

CONTROL hCG

Figura 13. Porcentaje de animales control y tratados con hCG, con o sin Ulceras en sus tumores
al final del tratamiento, A) en la primera repeticion (n=3 y n=4, respectivamente) y B) en la
segunda repeticién (n=6 y n=6). Datos analizados por test x2.

Este modelo de melanoma, ademas, se caracteriza por la generacion de
metastasis a distancia, principalmente en pulmones. Sin embargo, en el presente
estudio al ultimo momento de observacion, 18-22 dias después de la implantacion,
no se observd macroscopicamente el desarrollo de metastasis en ninguno de los

grupos, en ningun experimento.

c) Peso corporal y mortalidad de ratones
Los ratones fueron pesados al momento del sacrificio (Fig. 14). No se
encontraron diferencias significativas en el peso corporal entre los grupos en ambas

repeticiones.
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Solo se registraron dos muertes, en la segunda repeticién. Un ratén de cada

grupo, los cuales se encontraban con sus tumores ulcerados.
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Figura 14. Peso promedio corporal (g) y su desviacién estandar de ratones control y tratados con
hCG. Se muestran los resultados de las dos repeticiones separadamente. Datos analizados
mediante t-test.

Debido a que en los dos experimentos anteriores observamos una gran
variabilidad en todos los parametros estudiados, una de las posibles causas de esta
distorsion podria estar relacionada con las inyecciones intermitentes de hCG. Sobre
todo, en los dias avanzados post inoculacién, cuando se dificulta la manipulacion de
los animales para la inyeccién debido al crecimiento del tumor. Por lo tanto,
decidimos utilizar un modelo transgénico para el gen de la subunidad beta de la
hCG de manera que estos animales en vez de recibir inyecciones de hCG, tienen

una exposicién enddgena constante de la misma.

4.2. Modelo transgénico de sobreexpresion hCG

Para este experimento fue necesario realizar cruzamientos entre los animales
transgénicos y la cepa C57BL/6 como fue descripto en el item 3.2.2. Luego se
identifico a las crias transgénicas en base a la presencia o ausencia del transgén

hCGB mediante analisis de ADN gendémico por PCR. El analisis de PCR revel6 un
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producto de ~290 pb en aproximadamente la mitad de los animales (45% hCGB* y
55% hCGR"), tal como se esperaba (Fig. 15).
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Figura 15. Deteccion del transgén hCGp por PCR de ADN gendmico. Calles de 1 a 9: muestras
de crias transgénicas (TG) y no transgénicas (NTG). Calle 10: control positivo de un animal
hCGp*; calle 11: control negativo de un animal WT; calle 12: control negativo en ausencia de

4.2.1. Evolucion del melanoma en modelo transgénico de sobreexpresion
hCGB

Ratones F1 transgénicos hCGB* y no transgénicos de ambos sexos fueron
inoculados via subcutanea con 200.000 células de melanoma B16-F10. Se evaluo el
desarrollo del tumor, asi como el bienestar de los animales a través de los
siguientes pardmetros: a) area y peso tumoral, b) ulceraciones y metastasis, y c)
peso corporal de los ratones y mortalidad.

a) Areay peso tumoral

Mediante la técnica de inoculacién tumoral subcutanea se obtuvo un 92% de
éxito. Todos los animales desarrollaron tumores excepto dos en los que se observé
un tumor sélo “palpable” y se excluyeron del analisis.

La aparicion del tumor ocurrié el dia 11 post inoculacion, tanto en machos como
en hembras. Se evalud el crecimiento tumoral de cada grupo del dia 11 al 17
(Fig.16). En ambos sexos no se encontraron diferencias significativas entre los
grupos para los dias analizados.
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Figura 16. Area tumoral a diferentes momentos (dias 11 a 17) post implantacion en ratones A)
hembras (NTG n=6; TG n=5) y B) machos (NTG n=3; TG n=4), transgénicos (TG) y no
transgénicos (NTG). Los datos se expresan como media = desviacidon estandar y fueron

La Figura 17 muestra el peso de los tumores provenientes de ratones

machos y hembras al final del experimento, es decir el dia 18 post inoculacion. No

se

encontraron diferencias significativas en los pesos de los tumores entre los

grupos en ambos sexos.
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Figura 17. Peso de los tumores extraidos en (A) hembras (NTG n=6; TG n=5) y (B) machos
(NTG n=3; TG n=4) transgénicos (TG) y no transgénicos (NTG) al dia 18 post inoculacién. Los
datos se expresan como media + desviacion estandar y fueron analizados mediante t-test.

los

b) Ulceraciones y metastasis
En general se observd que los tumores fueron mas agresivos comparados con

experimentos anteriores. Al dia siguiente de la aparicion tumoral (dia 12 post

inoculacién) ya se observaron tumores con Ulceras en ratones hembras
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transgénicas y no transgénicas (Fig. 18). En el grupo de ratones machos sélo se
observaron Ulceras en uno de los animales del grupo transgénico el dia 16 post
inoculacion, lo que caus6 una gran peérdida de masa tumoral y afecto el peso final
del tumor extraido.

No se observaron metastasis en ninguno de los grupos de ambos sexos.
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Figura 18. Porcentaje de animales hembras (A) (NTG n=6; TG n=5) y machos (B) (NTG n=3; TG
n=4) con o sin Ulceras en sus tumores en cada grupo, luego de 18 dias post-inoculacion. Datos
analizados por test x2.

% animales con Ulceras
% animales con Ulceras

c) Peso corporal y mortalidad de los ratones

Los animales fueron pesados antes de la implantacién de las células tumorales,
y cada dia desde la aparicion del tumor, hasta el dia del sacrificio. La evolucion del
peso fue similar en ambos grupos de hembras, siendo mayor en las transgénicas,
aunqgue no significativamente (Fig. 19 A). Por otro lado, los machos mostraron una
evolucion del peso similar en ambos grupos, sin diferencias significativas (Fig. 19 B).

En el experimento se registrdé solo una muerte de un ratbn hembra no

transgénica, el dia 17 post inoculacion, la cual presentaba Glceras en sus tumores.
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Figura 19. Evolucién del peso corporal en hembras (A) (n=11) y machos (B) (n=7)
transgénicos (TG) y no transgénicos (NTG), en los dias de evaluacion tumoral. Los datos se
expresan como media + desviacion estandar y fueron analizados mediante t-test.

5. DISCUSION

En 1948, Beard y Krebs reconocieron una sorprendente similitud entre un
trofoblasto y un tumor, desde entonces, estas similitudes se han estudiado
ampliamente (Enninga et al., 2014). Existen varias hipétesis sobre como el
embarazo puede afectar la progresion del melanoma. Los cambios hormonales, la
supresion inmunoldgica, y el aumento de la vascularizacion durante el embarazo
son eventos que pueden implicar efectos adversos sobre el desarrollo tumoral
(Stensheim et al., 2009). Otra hip6tesis que podria explicar un peor prondstico, es el
aumento de la linfangiogénesis durante el periodo gestacional, que luego el
melanoma utilizaria para su propio crecimiento (Enninga et al., 2014).

La hCG es una hormona fundamental para el éxito del embarazo, y
originalmente, se creia que su expresion estaba restringida a ese estado fisioldgico.
Cada vez mas, la presencia de hCG, o de sus subunidades, se ha documentado en
canceres pertenecientes a linajes que se encuentran tanto dentro como fuera del
sistema reproductivo (Singh et al., 2018). La mayoria de los canceres secretan la
subunidad B, aunque también puede producirse la secrecion de la subunidad a, o de
la holohormona (Bose et al., 2013). Una hipétesis, que explica la accion de hCGp en
canceres, se basa en la similitud estructural de la hormona con factores de
crecimiento como el factor de crecimiento transformante B (TGFB), el factor de

crecimiento derivado de plaquetas § (PDGF), y el factor de crecimiento nervioso
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(NGF) caracterizados por la presencia de un motivo de nudo de cisteina (Fig. 20)
(Lapthorn et al., 1994). Se sugiere que, debido a esta similitud estructural, la hCG, al
igual que los factores de crecimiento antes mencionados, pueden afectar a las

células mediante la regulacién de su proliferacion (Bose et al., 2013).

Figura 20. Comparacion estructural de nudos de cisteina. Modelos moleculares de la estructura 3D de
dimeros de TGFB, VEGF, NGF y homodimero hCG. Tomado de lles et al. (2010).

Otras pistas han surgido de experimentos in vitro, empleando la hormona
completa o la subunidad 3. Se ha demostrado que, ademéas de mejorar la viabilidad
de las células tumorales (Khare et al., 2017) e inducir la proliferacion de las mismas
(Gillott et al., 1996), la hormona promueve la secrecion de mediadores de la
angiogénesis e invasion, al tiempo que estimula la secrecion de moléculas
inflamatorias y citocinas inmunosupresoras (Khare et al., 2017). Dichos datos
adquieren importancia a la luz del hecho de que los procesos fisiolégicos que
caracterizan la embriogénesis (invasividad, angiogénesis e inmunosupresion) se
superponen en gran medida con los procesos patoldgicos que caracterizan la
carcinogénesis (Singh et al., 2018). Experimentos in vitro e in vivo también han
revelado que la hCG afecta la expresiéon de oncogenes, de una manera dependiente
del tiempo y de la dosis, por lo que podria ser probable que la hormona afecte la
proliferacion y diferenciacion celular a través de los mismos (Zhao et al., 2018).

Los modelos animales recientemente desarrollados dan mas peso al postulado
que vincula la hCG con la tumorigénesis. Los ratones transgénicos que expresan
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BhCG bajo el promotor de ubiquitina C desarrollan obesidad, prolactinomas
hipofisarios y adenocarcinomas de glandulas mamarias (Rulli et al., 2002). Aun mas,
se ha demostrado que la neutralizacion de hCG es eficaz en la regulacion del
crecimiento de células tumorales tanto in vivo como in vitro (Sachdeva et al., 2012).

En el presente trabajo final, se estudio el efecto de la hCG en la promocion del
crecimiento del melanoma en dos modelos de ratones: el modelo C57BL6, vy el
modelo transgénico de hipersecrecion de la hCGp.

En un principio, se pudo ver que las células utilizadas de melanoma B16-F10,
son una linea celular efectiva, facil de trabajar, y replicable, ya que en los
experimentos realizados se lograron altas tasas de incidencia de tumores. Al ser
singénicas de los ratones C57BL6, tienen una buena asimilacion y disminuye el

riesgo de rechazo por parte del sistema inmunolégico del hospedador.

5.1. Efecto de la hCG en melanoma implantado en ratones C57BL6

En los experimentos llevados a cabo con el modelo C57BL6, los ratones tratados
con hCG mostraron una leve tendencia hacia un mayor tamafio y peso tumoral
comparado con los ratones del grupo control. Sin embargo, no se logré ver un efecto
estadisticamente significativo de la hormona en el crecimiento y diseminacion del
melanoma. Las causas de estos resultados pueden ser varias, partiendo de la
cantidad de células inoculadas. En ambos experimentos fueron implantadas
200.000 células B16-F10, las cuales dieron como resultado una incidencia del 100%
de tumores en hembras C57BL/6. Sin embargo, los animales no lograron ser
evaluados apropiadamente debido a un crecimiento tumoral rapido y agresivo. En la
primera repeticion, los animales fueron sacrificados el dia 22 post inoculacion. Ese
dia se observé que todos los ratones del grupo hCG se encontraban con sus
tumores ulcerados, en los cuales no pudo realizarse la medicion correspondiente y
se vio afectado el peso tumoral final. Debido a esto, en la segunda repeticion se
decidio disminuir la duracion de evaluaciéon tumoral a 18 dias, con el motivo de no
perder masa tumoral por areas necréticas y asi poder realizar un mejor analisis. Aun
asi, no se logré observar una diferencia significativa en el peso tumoral final.

Esto nos llevo a pensar que la concentracion inoculada de células tumorales
pudo no ser la adecuada. Algunos autores plantean un protocolo de trabajo con

concentraciones menores de células implantadas para el desarrollo de un modelo
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mas eficiente (Gregorio et al., 2016). El implantar una menor cantidad de células tal
vez permitiria un avance mas gradual de la enfermedad, lo cual creemos que
posibilitaria visualizar los efectos de la hCG en tiempos mas tardios. Otros autores
incluso agregan que, al ser tan agresivos, los modelos no se asemejan al curso de
una neoplasia maligna humana, ya que los seres humanos pueden sobrevivir
durante meses 0 afios a pesar del crecimiento del melanoma; en cambio una dosis
tumorigénica minima de melanoma B16 mataria a un ratén no tratado en tan solo
unas semanas (Overwijk & Restifo, 2001).

Otra posible causa de estos resultados es la concentracion de hCG utilizada
para el tratamiento. En esta tesina, los ratones del grupo hCG fueron tratados con
10 Ul de la hormona, tres veces por semana. En otro trabajo publicado, en el cual
pudieron observar un efecto de la hCG sobre el crecimiento de células tumorales,
utilizaron dosis mayores y aplicaciones durante varios dias consecutivos (Zhao et
al., 2018).

Cabe sefalar que, el tamafio de muestra de los grupos estudiados pudo haber
sido pequefio, por lo que un incremento en el nimero de ratones a evaluar podria

permitir observar mejores resultados.

5.2. Evolucién del melanoma en modelo transgénico de sobreexpresion
hCGp

La disponibilidad de ratones transgénicos para hCGB es una gran herramienta
para investigar los efectos de promocion del crecimiento de hCG (de manera
enddgena) en tumores sensibles a hormonas de linaje no reproductivo in vivo (Singh
et al., 2018).

Con este modelo animal en el presente trabajo, mediante la técnica de
inoculacion subcutanea de las células tumorales B16-F10, se obtuvo un 92% de
incidencia. En general se observO que los tumores fueron mas agresivos
comparados con los experimentos anteriores. Fueron implantadas la misma
concentracion de células tumorales que en los experimentos anteriores, pero el
tiempo de evaluacion fue menor, con un total de 17 dias, ya que los animales
presentaron Ulceras y necrosis en sus tumores tempranamente. Como
consecuencia, dichos sintomas pudieron afectar la determinacion del peso del tumor

al finalizar el experimento. Debido a la variabilidad de los datos obtenidos, creemos
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gue, para llevar a cabo estos estudios y analizar el crecimiento del tumor en forma
gradual, seria méas apropiada la inoculacion de un menor numero de células
tumorales. Otros autores, utilizando este modelo transgénico, han demostrado un
efecto de la gonadotrofina en la promocion del crecimiento de tumores implantados
in vivo (Bose et al., 2013; Singh et al., 2018). Particularmente, el trabajo de Singh et
al. mostr6é un aumento en la incidencia y el volumen de tumores al implantar células
de carcinoma pulmonar de Lewis (singénicas de C57BL6) en ratones F1
transgénicos para hCG. Dicho volumen tumoral result6 significativamente mayor en
los animales transgénicos el dia 40 post-implantacion tumoral, mientras que, en
nuestro experimento, el dia 17 post-inoculacion los animales ya tuvieron que ser
sacrificados debido al rapido crecimiento tumoral. En dicho trabajo mencionado, los
animales fueron inoculados con un numero mucho menor de células tumorales
(40.000) (Singh et al., 2018). Cabe destacar, ademas que, en nuestro modelo, pudo
haber habido un rechazo inmunol6gico hacia las células tumorales singénicas de la
cepa C57BL6, dado que los experimentos se realizaron sobre la F1 resultante del
cruzamiento de dicha cepa con el modelo transgénico, donde seguiria siendo
predominante el “background” o patrimonio genético de la cepa FVB/n de los
animales transgénicos. Seria, entonces, necesario realizar los estudios futuros en
generaciones posteriores, donde predomine el patrimonio genético de la cepa
C57BLS6.

Otra caracteristica a tener en cuenta es que, si bien la hCG es producida en
forma continua por los animales transgénicos desde edades tempranas del
desarrollo (Rulli et al., 2002; 2003), es posible que los niveles de hCG producidos no
sean lo suficientemente elevados como para ejercer los efectos esperados sobre
este modelo tumoral (0,1 Ul/ml hCG; Rulli et al., 2002). Esto ultimo podria dar una
explicacion al hecho de que, en nuestro trabajo, no observamos diferencias
significativas en el crecimiento tumoral entre los animales transgénicos y no
transgénicos.

Por otra parte, si bien se observo una tendencia a un aumento en el peso
corporal de las hembras transgénicas a lo largo del experimento, la misma no llego
a ser significativa. El desarrollo de obesidad en las hembras es una caracteristica
intrinseca del modelo transgénico, debido a la hipersecrecion de hCG (Rulli et al.,

2002), por cuanto este evento seria independiente del desarrollo tumoral. Se deduce
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entonces de los resultados que un aumento en el nimero de animales permitiria

mostrar mas claramente las diferencias entre los grupos.

6. CONCLUSION

A patrtir de los resultados obtenidos en esta tesina, creemos que indudablemente
la concentracion de células tumorales B16-F10 inoculadas en los modelos de
ratones C57BL y TG deberia ser menor, ya que la utilizada no nos permitié observar
el efecto de la hCG en tiempos prolongados, debido a la agresividad de los tumores.
Ajustando ésta, y las demas variables discutidas anteriormente, sostenemos que
podria evaluarse de una mejor manera la hipotesis planteada. Se requieren estudios
adicionales en el futuro que permitan dilucidar el rol de la hormona hCG sobre el

establecimiento, diseminacién y desarrollo de esta patologia.
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