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MECANISMOS INVOLUCRADOS EN LA ATRESIA DEL FOLICULO
OVARICO: RELACION ENTRE ESTEROIDOGENESIS, ANGIOGENESIS
Y APOPTOSIS

RESUMEN

En este trabajo se han realizado experimentos para dilucidar la funcién local en
el ovario de la Hormona Liberadora de Gonadotrofinas (GnRH-I). Se han estudiado
procesos fundamentales del desarrollo folicular como la sintesis de esteroides sexuales y
la angiogénesis ovarica en su relacion con la apoptosis folicular.

En nuestro laboratorio se postulé que el GnRH-I ejerce una accion inhibitoria
durante el desarrollo folicular actuando como modulador intraovérico. En ratas
estimuladas con gonadotrofinas analizamos los niveles de esteroides sexuales y la
expresion y contenido de enzimas ovaricas responsables de la sintesis de esteroides
luego del tratamiento con un agonista de GnRH-I, Acetato de Leuprolide (LA). Los
efectos observados se han corroborado con experimentos realizados in vitro utilizando
este mismo agonista. Ademads, estudiamos factores angiogénicos esenciales para el
desarrollo y establecimiento de la vasculatura en el foliculo ovarico, como también
pardmetros de la atresia folicular.

El tratamiento con el agonista afectd la sintesis de esteroides ovaricos al igual
que el contenido folicular de las enzimas esteroidogénicas, produciendo una
disminucién en la sintesis de androgenos y como consecuencia, en la produccion de
estradiol. Estos resultados se observaron en los experimentos realizados in vivo e in
vitro. También se observo una disminucion en el contenido de factores angiogénicos y
de sus receptores, acompafiado de un aumento de la actividad de caspasa-3, enzima
efectora clave en el proceso de apoptosis folicular.

Se concluy6 que el factor GnRH-I actuaria en el ovario localmente afectando
factores esenciales para el desarrollo folicular. Este factor interfiere en la
foliculogénesis inducida por gonadotrofinas, alterando la sintesis de esteroides
gonadales e inhibiendo la angiogénesis folicular. Esto alteraria el balance de los
factores de supervivencia de las células foliculares, causando la activacion de proteinas

reguladoras de la apoptosis, llevando a los foliculos en desarrollo al proceso de atresia.

Palabras claves: Esteroidogénesis, Angiogénesis, GnRH-I, Apoptosis, Ovario.



MECHANISMS INVOLVED IN OVARIAN FOLLICULAR ATRESIA:
RELATIONSHIP BETWEEN STEROIDOGENESIS, ANGIOGENESIS AND
APOPTOSIS

SUMMARY

In the present work, we have performed experiments to elucidate the local
ovarian role of Gonadotropin Releasing Hormone-I (GnRH-I). Main processes of the
follicular development were studied as sexual steroids synthesis, angiogenesis and its
relationship with the follicular apoptosis.

In our laboratory, it was proposed that GnRH-I exerts an inhibitory action of
follicular development acting as a local ovarian modulator. In gonadotropin-stimulated
rats treated with a GnRH-I agonist, Leuprolide Acetate (LA), we analyzed the sexual
steroids levels and the expression and content of steroidogenic enzymes. The in vivo
results were compared and corroborated by performing in vitro experiments using the
agonist. Moreover, we analyzed essential angiogenic factors for the development and
stabilization of the vascular vessels in the ovarian follicle as well as, follicular atresia
parameters.

The agonist treatment altered the ovarian steroids synthesis and the follicular
content of the steroidogenic enzymes, diminishing the androgen synthesis and as a
consequence, the estradiol production. These results were observed in in vivo and in
vitro experiments. We also observed a decrease in follicular angiogenic factors and their
receptors content, and this was parallel to an increase in the activity of caspase-3
enzyme, key effector of the follicular apoptosis process.

We concluded that GnRH-I would act locally in the ovary affecting essential
factors for follicular development. In addition it interferes in the gonadotropin-induced
folliculogenesis, altering gonadal steroids synthesis and inhibiting follicular
angiogenesis. This will lead to an imbalance of the survival factors of the follicular
cells, causing the activation of apoptotic regulatory proteins and inducing atresia in the

developing follicles.

Key words: steroidogenesis, angiogenesis, GnRH-I, apoptosis, ovary
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EL OVARIO

El ovario estd constituido por un tejido en constante transformacion. Posee una
estructura multicompartimental caracterizada por propiedades bioldgicas diferentes y
dindmicas. En los mamiferos, el ovario es el sitio de almacenamiento y desarrollo de los
oocitos formados durante la vida embrionaria/fetal o alrededor del momento del
nacimiento. La principal funcion de la gonada femenina es la maduracion del oocito
para la fertilizacion y exitosa propagacion de la especie [1]. Para esto genera un
ambiente propicio para la instalacion del cigoto, ligado a cambios inducidos por la
transformacion del foliculo ovulatorio en el cuerpo luteo [2;3]. Ademads, el ovario
constituye el principal portador de las cé€lulas secretoras de hormonas femeninas que
desarrollan y mantienen los caracteres sexuales secundarios de la hembra, asi como
también las caracteristicas adecuadas durante la prefez.

Durante la adultez la superficie del ovario es nodular y se encuentra cubierta por
una capa monoestratificada de células ctbicas 6 poliédricas, llamada epitelio germinal
[4]. Esta cubierta epitelial estd frecuentemente invaginada hacia el tejido conectivo
subyacente llamado tinica albuginea, formando pequefios pliegues, hoyos 0 criptas. Por
debajo se encuentran dos zonas: la llamada zona cortical y la zona medular, y el limite
entre ambas no se encuentra bien definido. La primera comprende al estroma ovarico
(formado por tejido conectivo laxo, fibroblastos y precursores de células tecales), y
foliculos en distintos estadios de maduracion, atrésicos y cuerpos luteos. La zona
medular que se encuentra muy vascularizada e inervada, contiene células de tipo
muscular y tejido conectivo laxo [5] (Figura 1).

El ovario de mamiferos es, por lo tanto, un organo heterogéneo en cuanto a la
poblacion celular presente en un momento dado, y también lo es en el tiempo, a lo
largo de la vida del individuo. A partir de la pubertad, se producen variaciones
hormonales ciclicas que afectaran tanto al ovario como al cuerpo luteo y utero,

preparandolos para la expulsion del ovocito y la potencial implantacion del blastocisto.
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Figura 1: Estructura del ovario y desarrollo folicular. Adaptado de McGraw Hill

Companies

FOLICULOGENESIS

El proceso de foliculogénesis comprende el crecimiento del foliculo y su pasaje
a través de los distintos estadios de desarrollo, desde el momento en que emerge del
pool de foliculos formado durante la oogénesis, hasta el momento en el cual es ovulado
o entra en atresia (regresion o muerte del foliculo). Este proceso es llevado a cabo en la
corteza del ovario (Figura 1 y 2).

Debido al continuo crecimiento y a la regresion de los foliculos, la relacion
volimen/contenido del ovario, se encuentra en constante cambio [2]. Los ovarios de los
mamiferos contienen a los foliculos como unidades funcionales. Hasta ahora se creia
que el niimero total de foliculos ovéricos era determinado en forma temprana en la vida
del individuo, y la deplecion de este pool, llevaba a la senescencia de la vida
reproductiva [1]. Actualmente esta doctrina, que sostenia que los mamiferos perdian su

capacidad de generar células germinales durante su vida adulta, se encuentra en amplio
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debate [6;7] mostraron la existencia de células germinales mitdticamente activas en
ovarios de ratones juveniles y adultos, sugiriendo la presencia de estas c€lulas capaces
de proliferar en el ovario del mamifero postnatal. Sin embargo, estos estudios aun no
han sido confirmados y existen trabajos que plantean controversias respecto a esta

nueva posibilidad [8-11].

Para cada especie se encuentran diferencias en el niimero de foliculos formados
durante la oogénesis. Al nacimiento, el ovario contiene alrededor de 20.000, 160.000, y
1.000.000 foliculos en ratas, ovejas y humanos respectivamente [2]. En la mayoria de
los mamiferos antes 6 luego del nacimiento, la oogonia es transformada en oocitos
primarios. Esta transicion de oogonia a oocito estd determinada por el cese del proceso
de mitosis que sufren las células primordiales germinales y la entrada en la fase
meidtica: profase, en la cual los oocitos quedan arrestados. Luego de este proceso, los
oocitos se rodean de una capa unica de células foliculares aplanadas, llamadas
pregranulosa. En esta fase, la superficie del oocito y de las células foliculares
envolventes son lisas y estan en estrecho contacto. Estas células se encuentran envueltas
en la llamada ldmina basal que separa a este tipo celular de todo elemento que la rodea,
entre ellos vasos sanguineos, capilares y nervios [12]. Estos foliculos primordiales,
(Figura 2) se encuentran principalmente en la periferia de la corteza, inmediatamente
por debajo de la tinica albuginea y constituyen la reserva de foliculos en reposo, los
cuales seran progresivamente eliminados durante la vida reproductiva. Aparecen en el
humano aproximadamente en la semana 16 de embarazo y su formacion terminaria
aproximadamente en la semana sexta luego el nacimiento [13]. Para que estos foliculos
primordiales inicien su crecimiento, es necesaria una compleja interaccion entre factores

estimulatorios e inhibitorios.

Estos foliculos continuamente abandonan el reservorio para convertirse en
foliculos primarios (Figura 2). Esta transicion implica ciertas modificaciones
citologicas en el oocito, en las células foliculares y en el tejido conjuntivo adyacente. A
medida que el oocito aumenta de tamafio, la capa tnica de células aplanadas se
convierte inicialmente en una capa de células cubicas y cilindricas, y mediante mitosis
origina las células granulosas que formaran posteriormente un epitelio estratificado.
Entre el oocito y las células granulosas circundantes, se originan espacios donde se

deposita una sustancia que representa el inicio de la zona pelucida, mucopolisacaridos
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secretados por las células de la granulosa, que mas tarde originaran un halo translicido
que rodea al ovocito. La zona pelucida estd formada por tres glicoptroteinas y su
adquisicion es una caracteristica del foliculo preantral primario. Se sabe que ratones

knock out de proteinas que componen la zona peliicida son infértiles o subfértiles [14].

A medida que los foliculos aumentan de tamafio, van desplazdndose
gradualmente hacia el interior de la corteza. A través de sucesivas divisiones mitdticas
de las células granulosas, el foliculo primario unilaminar pasa a un estadio preantral,
multilaminado (con dos o mas capas de células de la granulosa rodeando al oocito),
denominado foliculo secundario o foliculo preantral (Figura 2). Estos foliculos poseen
una o dos arteriolas que termina en una red vascular fuera de la lamina basal, y por lo
tanto, el foliculo entra en contacto directo con factores que se encuentran en la
circulacion [15]. En este estadio las células de la granulosa conforman una poblacion
homogénea y adquieren receptores de alta afinidad para la hormona foliculo estimulante
(FSH) y hormonas esteroideas [16]. Recientemente se ha reportado la importancia de un
factor derivado del oocito llamado GDF-9 (Factor Diferenciador del Crecimiento-9), el
cual, junto con la hormona FSH regularian el desarrollo folicular y la atresia durante la
transicion del estadio preantral a antral temprano [17]. Por lo tanto la presencia del
receptor de FSH en este estadio folicular, seria necesario para su posterior desarrollo.
Simultaneamente con la proliferacion de estas células, se desarrolla alrededor del
foliculo otra capa de células originadas del estroma que forma la teca folicular. La
aparicion del estrato tecal se asocia con la adquisicion de la vascularizacion del foliculo.
A medida que se forman los capilares, las células teca-intersticiales parecen comenzar la
diferenciacion con la adquisicion de los receptores de LH (Hormona Luteinizante) y la
capacidad de biosintesis de esteroides. La capa tecal se diferencia en una interna y otra
externa, la cual esta compuesta principalmente por tejido conectivo. Numerosos vasos
pequefios penetran en la teca externa para proporcionar un rico plexo capilar a la teca
interna y dado que los capilares no penetran la membrana basal, la capa de células de
granulosa permanece avascular durante todo el crecimiento del foliculo. Como
consecuencia de este aumento de la vascularidad, el foliculo aumenta su exposicion a
factores que circulan por la sangre [18].

Actualmente se conoce que el factor VEGF (Factor de Crecimiento del
Endotelio Vascular) es un importante mitogéno de las células del endotelio vascular y

seria uno de los principales factores involucrados en la angiogénesis del foliculo [19], y
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su expresion aumenta conforme el foliculo ovarico avanza en su desarrollo [20]. Es
interesante destacar que el establecimiento de la red de capilares coincide con un
periodo de crecimiento y diferenciacion del foliculo [21]. Al aumentar el foliculo de
tamano, se termina de formar la zona pelucida. Las células de la granulosa mantienen
contacto con el oocito a través de proyecciones citoplasmaticas que penetran en la zona
peltcida y establecen contacto con la membrana celular del oocito. Al final de esta fase
denominada preantral, el oocito detiene su crecimiento y se vuelve competente para
reasumir la meiosis. Cuando el foliculo alcanza un diametro aproximado de 0.2 mm y
posee de seis a doce capas de células (en humanos), aparecen unos espacios irregulares,
llenos de un liquido claro entre las células de la granulosa. Este liquido aumenta en
cantidad a medida que crece el foliculo y los espacios irregulares que se forman entre
las células de la granulosa confluyen para constituir una sola cavidad denominada
antro.

Con la aparicion de la cavidad antral, el foliculo se convierte en foliculo terciario o
foliculo antral (Figura 2), y esta fase se denomina fase antral. Se forma, entonces, una
cavidad central: el antro folicular, rodeado de células de la granulosa murales,
localizadas en la periferia. El foliculo antral esta tapizado por un epitelio estratificado de
c€lulas granulosas que presentan un engrosamiento localizado en uno de sus lados
llamado, células del cumulus, que mantienen una estrecha relacion con el oocito
mediante uniones estrechas (gap) (Figura 2). La relacion con estas células se vuelve
mas laxa debido a la gradual aparicion del liquido que llena los espacios intercelulares.
Al desprenderse el oocito, una 6 mas capas de las células del cumulus, permanecen
unidas a ¢él, formando la corona radiata, envoltura celular laxa que persiste alrededor
del oocito atn después de la ovulacion.

La aparicion de los receptores de LH en las células de la granulosa ocurre
durante la transicion del foliculo antral hacia el foliculo preovulatorio, debido a la
estimulacion de FSH [22]. Este paso es fundamental para que el foliculo progrese hacia
el paso final, la ovulacion.

Los foliculos preovulatorios (Figura 2) son aquellos que han alcanzado los
estadios finales de crecimiento y maduracion del foliculo antral y han adquirido la
habilidad para ovular ante los adecuados niveles de gonadotrofina LH ¢ la
administracion de hCG. Es interesante destacar que la expresion de los receptores a LH
no se encuentran expresados de forma homogénea en estos foliculos, sino que los

mismos presentan un gradiente de expresion que disminuye desde las capas externas de
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la granulosa hacia la células del cumulus [22;23]. El caso mas extremo es el de las
c€lulas del cumulus de raton, donde los receptores a LH son indetectables [24]. Por esta
razon, el reinicio de la meiosis inducida por LH y la expansion de las células del
cumulus requeridas para la ovulacidn, serian eventos mediados por las células de la
granulosa murales [25;26].

Ademas, estos foliculos se caracterizan por una baja tasa mitdtica de las células
foliculares y una alta relacion estrogenos/androgenos y estrogenos/progesterona en el
fluido folicular (contrario a lo que se observa en los foliculos atrésicos asociado a
pérdida de capacidad de aromatizacion por parte de las células de la granulosa).

Desde el momento en que el foliculo ha sido seleccionado para la ovulacion, el
mismo comienza a crecer notablemente en tamafio. Las células de la granulosa sufren
transformaciones morfologicas como ser el aumento de su volumen [27]. A este

foliculo destinado a ovular, se lo denomina foliculo dominante [28].
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Figura 2: Estadios del desarrollo folicular. (Modificado de Thibault y col., 1993) [2].
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Seleccion del foliculo dominante

Ademas de la importancia de los estrogenos en la maduracion folicular y el
proceso de ovulacion, estos son los principales factores responsables de establecer la
dominancia de un foliculo que se encuentra en maduracion, el cual sera ovulado,
respecto de los otros foliculos que no alcanzardn el proceso de ovulacién y seran
eliminados por el mecanismo de atresia. Una de las razones por la cual los estrogenos
son responsables de esta seleccion, es el hecho de ser moduladores de la secrecion de
gonadotrofinas a través el mecanismo de retroalimentacion negativa. Hemos nombrado
que la adquisicion de la enzima aromatasa (CYP19) por la células de la granulosa,
permiten que éstas conviertan los androgenos tecales a estrogenos, entonces la
adquisicion temprana de un foliculo de la capacidad para secretar estrogenos, seria un
indicador de que este foliculo comienza a entrar en la etapa de foliculo preovulatorio
[29].

Como hemos mencionado anteriormente, el proceso de foliculogénesis es un
proceso asincronico debido al continuo abandono de los foliculos del estadio primorial
para continuar su proceso de desarrollo. Por esta razon, dentro del ovario podemos
encontrar una distribucion de foliculos antrales tempranos en distinto estado madurativo
bajo la influencia de la FSH.

Luego de la regresion del cuerpo luteo, la secrecion de FSH comienza a
aumentar y por lo tanto a estimular a la enzima aromatasa y esto causa un aumento de
los estrégenos periféricos. Es asi como estos esteroides inhiben la secrecion de FSH
privando a los otros foliculos que se encuentran en desarrollo, del sostén gonadotréfico.
El foliculo preantral que se convertira en foliculo dominante, parece ser el que se
encuentra en un estadio madurativo mas avanzado respecto de los otros foliculos y/o
aquel que tiene mayor acceso o sensibilidad a la FSH cuando esta comienza a aumentar

al final el ciclo menstrual previo.

Ovulacion

A medida que se acerca la mitad del ciclo, hay un ascenso notable de estrégenos
por sobre el umbral, estimulando, por un mecanismo de retroalimentacion positiva, un
pico de gonadotrofinas, principalmente de LH y en menor medida de FSH. Junto a
circunstancias Unicas del microambiente, el pico de LH es el gatillo para que el foliculo
dominante ovule y origine un cuerpo liteo en cada ciclo menstrual en humanos (este no

es unico en el ciclo estral de roedores y otros mamiferos).
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Luego del pico preovulatorio de LH, la sintesis de estradiol declina
considerablemente, mientras que se produce un aumento notable en la produccion de
progesterona estimulada por la misma LH [3]. Las células de la granulosa cercanas a la
lamina basal, comienzan a soltarse debido a la desaparicion de las uniones estrechas
(“gap”) que las mantenian unidas. El unico sitio donde estas uniones no se ven
alteradas, es en aquellas células que estan formando parte de la corona radiata.

También en este proceso existe un componente mecanico dado por el rapido
aumento del tamafio folicular, luego del cual el foliculo ovarico emerge desde la corteza
ovarica. Otro prerrequisito para la ruptura folicular es la digestion proteolitica de la
pared folicular, y se sabe que se activan colagenasas para la disolucion de la membrana
basal y el tejido tecal asociado a la ovulacion. Las prostaglandinas de la serie E y F
(PGE y PGF2a) son algunos de los componentes involucrados en la degradacion de la
pared folicular [30].

Luego de la ovulacion, el foliculo ovarico se transforma en cuerpo luteo y en este
proceso se encuentran involucrados una gran cantidad de genes. En este proceso, el
ovocito que estaba detenido en profase I, reasume la meiosis y es ovulado en el estadio

de metafase II.

Luteinizacion

El cuerpo luteo es un 6rgano endocrino transitorio formado por las células
foliculares remanentes del foliculo que ha sido ovulado. Su principal funcién es la de
secretar progesterona, la cual tiene numerosas funciones, entre ellas, la preparacion del
utero para el periodo de prefiez o embarazo y la regulacion de las contracciones del
oviducto para el transporte del 6vulo al ttero. Por lo tanto, la formacion del cuerpo lateo
en mamifero, se considera un evento esencial para la supervivencia e implantacion del
embrion. Este proceso se inicia mediante numerosos cambios bioquimicos y
morfologicos que sufren las células de la teca interna y las células de la granulosa de los
foliculos preovulatorios. Estos cambios que determinan el proceso de luteinizacion, se
producen como consecuencia del incremento en los niveles séricos de LH (Hormona
Luteinizante), asociado al pico preovulatorio de esta hormona.

No todas las células se diferencian sincronicamente luego de la ovulacion. Es
decir que las células del cuerpo luteo derivan de los dos tipos de células foliculares
secretoras de esteroides, de la granulosa y tecales. Por lo tanto esta glandula consiste en,

al menos, dos tipos celulares de células luteales: las células granulosa- luteinicas y las
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células teca- luteinicas en Primates (llamadas grandes o pequefias en roedores). Las
primeras derivan de la granulosa y contienen todos los elementos de las células
secretoras de esteroides como numerosas mitocondrias y abundante reticulo
endoplasmatico liso. Por el contrario, las células teca-luteinicas o pequenas provienen
de la teca y tiene moderada cantidad de mitocondrias pero abundante reticulo
endoplasmatico liso. Ambos tipos celulares constituyen el 50 % del cuerpo luteo, ya que
¢ste contiene ademas abundantes elementos del tejido conectivo.

El establecimiento de un cuerpo luteo funcional, en los dias siguientes a la
ovulacion, implica cambios morfolégicos como los que ya hemos descripto, y ademas
una rapida vascularizacion de las capas celulares que se originan de la granulosa y de la
teca, fendmeno inducido probablemente por la ruptura de la membrana basal que separa
a los dos tipos celulares. Estudios recientes, han demostrado que el factor VEGF
cumple un rol importante en el desarrollo y mantenimiento de un cuerpo luteo funcional
[31].

El control de la secrecion de progesterona en roedores es llevado a cabo por las
hormonas LH, prolactina (ambas luteotroficas) y la sustancia luteolitica, prostaglandina
Fo« (PGF 1 ). En la mujer, es la LH (y hCG durante el embarazo) las principales
hormonas reguladoras del cuerpo luteo. En ausencia de embarazo o prefiez al final de
cada ciclo ovarico, o cuando ya no es requerido para el mantenimiento de la placenta, el
cuerpo luteo deja de producir progesterona y regresiona en un proceso denominado
Luteolisis. Se ha demostrado que la muerte celular programada o apoptosis esta

asociada a este proceso [32;33].

Ciclo ovarico de la rata

El término estro fue utilizado por primera vez por Heape en el afio 1900 para
describir el periodo durante el cual la hembra estd dispuesta a recibir al macho en coito
fecundante. El periodo anterior al estro, lo denomind proestro y se caracteriza por el
momento en el cual el animal entra en celo. En ausencia de concepcion, el estro es
seguido por el metaestro, también conocido como diestro I. El periodo siguiente,
diestro 11, varia en duracion de acuerdo a las especies y es el tiempo durante el cual la
secrecion ovdrica prepara a los tejidos reproductivos para la recepcion del ovulo
fertilizado luego del coito en el estro. En la rata dura uno o dos dias determinando que
el ciclo estral tenga una duracion de 4 o 5 dias. Si la fertilizacién no ocurre, el animal

vuelve al periodo de proestro y un nuevo ciclo se inicia.
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A nivel vaginal se pueden determinar los distintos estadios del ciclo por
observacion con microscopio segun los tipos celulares presentes en el extendido. En el
proestro predominan células escamosas mientras que en el diestro I y II los mayoritarios
son los leucocitos.

La rata de laboratorio es un mamifero no estacional, de ovulacion espontanea y
poliéstrico. Es decir, el ciclo ovarico ocurre durante todo el afio y la ovulacion no
depende del estimulo de la copula. Por dichas caracteristicas, sumadas a su facil
reproduccion y mantenimiento en el bioterio, podemos afirmar que la rata de laboratorio

representa un buen modelo para el estudio de la fisiologia ovarica gonadal.
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Figura 3. Niveles séricos de progesterona, prolactina, estradiol, LH y FSH, a lo largo
de los cuatro dias del ciclo estral en la rata. Las barras negras representan el periodo de

oscuridad de (1800 a 0600) y los nimeros en la abscisa indican la hora del dia [34].

Cronologia de la foliculogénesis en la rata
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Los foliculos primordiales se forman al tercer dia de edad postnatal y el primer
grupo que llegara al estadio antral, lo haré a partir de la tercera semana de edad, y ya en
el séptimo dia a partir del nacimiento se pueden encontrar foliculos secundarios bien
desarrollados. La pubertad 6 primer “estro”, (periodo en el cual la hembra estd dispuesta
a recibir al macho), ocurre alrededor del dia 34 luego del nacimiento, y continia
regularmente hasta aproximadamente 10-12 meses de edad, momento en el cual los
animales entran en ciclos irregulares. El tiempo que lleva el desarrollo de los foliculos
primordiales hasta foliculos preovulatorios, es un periodo mayor a sesenta dias 6 15
ciclos estrales. Dentro de este periodo se necesitan mas de 30 dias para que los foliculos
primordiales se desarrollen en foliculos secundarios e igual periodo tarda el desarrollo

de los foliculos secundarios al estadio en el cual seran ovulados (Figura 4).

Cronologia de la foliculogénesis en humanos

El desarrollo folicular en humanos comienza con la transformacion de las
oogonias en oocitos primarios y con la entrada del mismo en los primeros estadios de la
meiosis, alrededor de la semana 11-12 de gestacion. En la semana 20 el nimero total de
células germinales llega a su pico maximo (6 a 7 millones) pero la tasa de division
comienza a declinar. Los foliculos primordiales comienzan a formarse en la mitad de la
gestacion cuando son rodeados de una unica capa de células de la pregranulosa, y asi
continuan hasta el nacimiento, cuando el numero de oocitos es de 300.000-400.000
aproximadamente. Un periodo mayor de 120 dias es necesario para la formacion de los
foliculos secundarios, y se estima que mayor tiempo se requiere para que lleguen al
estadio previo de primarios. Aproximadamente 85 dias es el tiempo que debe transcurrir
para el desarrollo de los foliculos secundarios en preovulatorios, y en solo 14 dias
alcanzaran, los foliculos antrales, el estadio de foliculos de Graff (preovulatorios). Por
lo tanto, el periodo completo que abarca el crecimiento folicular es mayor a los 220 dias
6 lo que es equivalente, ocho ciclos menstruales.

Se puede observar que si bien los eventos que se suceden durante el desarrollo
del ovario en ratas son similares a los que ocurren en humanos, el tiempo en roedores se

encuentra mucho mas comprimido [1] (Figura 4).
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Figura 4. Desarrollo folicular durante la vida fetal y neonatal en roedores y humanos.

FP: foliculos primordiales (Modificado de Hsueh AJ et al., 2000) [1].

Factores involucrados en el reclutamiento inicial y ciclico de la foliculogénesis

Uno de los puntos mas dificiles de dilucidar en la fisiologia del ovario son los
factores que determinan que los foliculos permanezcan senescentes, que entren en
desarrollo y en proceso de atresia (muerte folicular), mientras un tercer grupo madura y
es ovulado.

Existen dos eventos importantes durante la foliculogénesis: reclutamiento
inicial y reclutamiento ciclico (Figura 5).

El reclutamiento inicial se da de una forma continua comenzando en el preciso
momento en que se han formado los foliculos, mucho antes de la pubertad y es el
responsable de que los foliculos primordiales abandonen su estado de reposo y
comiencen una etapa de crecimiento. Durante este proceso, factores intraovaricos u
otros factores desconocidos estimulan a un grupo de foliculos primordiales a iniciar el

crecimiento, mientras el resto permanece senescente durante meses 0 afios. Este proceso
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podria deberse a la liberacion de estimulos inhibitorios que hasta ese momento
mantenian los foliculos en reposo [1].

En contraste, el reclutamiento ciclico comienza después de llegada la pubertad
como resultado de un aumento en los niveles de Hormona Foliculo Estimulante (FSH)
circulante, que durante los ciclos reproductivos se secretara en forma pulsatil. Esto
permite que una cohorte de foliculos en fase antral sea rescatada del proceso de atresia.
En este momento los foliculos han completado su crecimiento, adquirido la zona
peltcida y se encuentran competentes para reasumir la meiosis. De este modo solo un

numero de foliculos sobrevivira, mientras que el resto entrard en atresia.
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Figura 5. Esquema representativo de los procesos que sufren los foliculos ovaricos a lo

largo de la vida reproductiva (Modificado de Hsueh AJ y col., 2000)[1].
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Regulacion intraovarica del desarrollo folicular

Los mecanismos que controlan el inicio del crecimiento de los foliculos han sido
dificiles de investigar debido a que es un proceso prolongado caracterizado por un
crecimiento lento de un numero determinado de foliculos. Se postula que las
gonadotrofinas, especialmente la FSH, serian las responsables del desarrollo temprano
del foliculo [35]. Sin embargo los efectos ejercidos por las gonadotrofinas en el estadio
primordial no se darian de forma directa ya que estos foliculos no poseen receptores
funcionales para estas hormonas y ademads, se ha observado que el inicio del
crecimiento folicular puede darse in vitro en ausencia de FSH [36]. Aunque estos
receptores no se desarrollan hasta la etapa secundaria, las células de la pregranulosa y
los foliculos primordiales responden a activadores del camino de AMPc, por lo cual
activadores endogenos de estas vias jugarian un importante papel en la diferenciacion de
los foliculos luego del reclutamiento inicial [37]. Se considera que los factores
involucrados en la comunicacién entre el oocito y las células de la granulosa poseerian
un papel pasivo en el reclutamiento inicial. Mutaciones en factores que son expresados
por las células de la granulosa de foliculos en crecimiento, como Ligando kit (KITL),
han producido dificultades en el desarrollo folicular a estadios posteriores al primario,
como también se ha observado este efecto neutralizando con anticuerpos anti receptor
de c-kit localizado en oocitos [38]. Este factor parece ser importante en la relacion
foliculo-oocito [39].

Otro factor involucrado es el Factor de Crecimiento y Diferenciacion-9 (GDF-9)
perteneciente a la familia de los Factores de Crecimiento Transformantes—f3 (TGF-
B)/Activina, que es producido por los oocitos en crecimiento en raton, rata y humano.
Ratones que portan mutaciones para este gen, no poseen foliculos en estadios
posteriores al estadio primario [40]. También se ha demostrado que existe interaccion
entre estos factores, KITL y GDF-9 y que estas interacciones serian dependientes del
estadio folicular y reguladas por FSH [39].

Por lo tanto se considera que existen multiples factores que actuan en forma
paracrina entre el ovocito y las células somaticas durante el desarrollo temprano del
foliculo. En relacion al desarrollo y diferenciacion de los foliculos preantrales, ademas
de la comunicacion oocito-granulosa, la interaccion entre granulosa y teca, también
cumple un papel esencial mediado en forma paracrina por factores de crecimiento.

Otro factor que regularia la foliculogénesis, seria el Factor de crecimiento de

fibroblasto —7 (FGF-7 o KGF), secretado por las células mesenquimales precursoras de
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las células de la teca, que estimula el crecimiento de los foliculos preantrales de rata en
cultivo. Este factor también interaccionaria con KITL en esta funcion [41]. Ademas, el
IGF-I (Factor similar a Insulina-I) actuaria aumentando la respuesta a FSH en las
células de la granulosa estimulando la expresion de su receptor en este tipo celular.
También, IGF-1 estimula la expresion de proteinas involucradas en la sintesis de
esteroides como StAR [42], CYP11A1 [43], CYP17 en sinergismo con LH [44] y la
enzima CYP19 [45].

Regulacion endocrina del desarrollo folicular

Al mismo tiempo que estos factores se encuentran actuando en forma paracrina
6 autocrina, los foliculos preantrales responden a gonadotrofinas. La aparicion de los
receptores a FSH coincidiria con el hecho de que alrededor de los dias 11 y 19 de edad,
los niveles de FSH son elevados y se observa también un rapido crecimiento folicular.
Luego de la pubertad, las gonadotrofinas permiten la supervivencia y el desarrollo de un
numero limitado de foliculos antrales que llegaran al estadio de preovulatorio. Este

proceso se encuentra regulado por gonadotrofinas secretadas de forma ciclica.

En resumen, podemos dividir al crecimiento folicular en tres fases: crecimiento
preantral, crecimiento tonico y crecimiento gonadotrofico-dependiente.

La primera fase de crecimiento preantral, que abarca el pasaje de foliculos
primordiales a secundarios maduros y cuyo componente significativo es el crecimiento
y diferenciacién del ovocito, en un comienzo es independiente de gonadotrofinas
(pasaje de primordial a primario) (Figura 6). Luego (de primario a secundario),
comenzaria a actuar la FSH pero en bajos niveles secretados por la hip6fisis. Respecto a
esto, se observd que en ratas hipofisectomizadas el pool de foliculos primordiales
disminuye en forma mads lenta [46], asi como en humanos que poseen elevados niveles

de FSH sérica, se produce un aumento en la pérdida de foliculos primordiales [47].

La fase de crecimiento tonico corresponde a la diferenciacion de preantrales
(secundarios) a antrales y estd caracterizado por un aumento de 600 veces en el nimero
de células de la granulosa, acompafado por un incremento simultdneo de mas de 15
veces el diametro total folicular (debido también al crecimiento del antro).
Probablemente se requieran bajos niveles tonicos de gonadotrofinas para el crecimiento

de los foliculos, pero el sostén gonadotrofico es necesario si el foliculo progresa mas
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alla del desarrollo preantral temprano (Figura 6). Esta fase contrasta con estadios
posteriores del desarrollo cuando la atresia depende intimamente de los cambios ciclicos

en los niveles circulantes de FSH.

La fase gonadotréfico-dependiente, se caracteriza por un crecimiento
exponencial con un aumento de 160 veces la poblacion de las células de la granulosa y
estos estadios tardios son los que dependen absolutamente de la secrecion pulsatil de
gonadotrofinas, en particular los foliculos de mayor tamafio que necesitan el sustento de
estas hormonas si van a alcanzar el tamafio ovulatorio. Durante este tiempo ocurre la
seleccion y dominancia folicular [48]. Mientras los foliculos en crecimiento son
insensibles a cambios hormonales ciclicos, los foliculos “seleccionables” son mas
receptivos en cuanto a estos cambios. Estos foliculos son muy sensibles a la
administracion de gonadotropinas exogenas en cuanto a la proliferacion de las células
de la granulosa, la cual aumenta considerablemente en comparacion a otros foliculos en
crecimiento [49] (Figura 6). El término “seleccion” fue usado por primera vez por
Goodman y Hodgen [50] para indicar el ajuste final que sufre la cohorte de foliculos en
crecimiento y que hace que pasen a formar parte del grupo de foliculos posiblemente

seleccionables para ser ovulados.

Como ya lo hemos descripto, el proceso ciclico de la foliculogénesis ovdrica se
caracteriza por una notable proliferacion y diferenciacion de los componentes del
foliculo en maduracion. Se presume que existe un “ajuste fino” in situ dado por la
existencia de factores moduladores intraovdricos, ademds del indiscutible papel
desemperiado por las gonadotrofinas y esteroides gonadales que explicaria las
diferencias observadas en la proporcion y el grado de desarrollo de los foliculos

ovdricos.
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Figura 6: Factores hormonales involucrados en la supervivencia y desarrollo de los
foliculos en roedores. En este esquema se indica que el desarrollo folicular requiere

diferentes factores que actuan en estadios especificos [1].

APOPTOSIS

Durante las ultimas dos décadas, la necesidad de entender la forma en que las
células mueren, hizo que el estudio de la apoptosis o muerte celular programada sea
uno de los campos que mas avanzo en las ciencias biologicas [51]. Ahora nos
encontramos en condiciones de asegurar que el cuerpo utiliza este mecanismo como
parte de su proceso de desarrollo: para la eliminacion de ciertas estructuras y para la
formacion de nuevos 6rganos [52;53]. Ademas la apoptosis continia teniendo un papel
fundamental en la vida postnatal manteniendo la homeostasis de los tejidos, removiendo

células senescentes,
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dafiadas o que podrian ser desfavorables para el organismo [54;55].

Hay tejidos como el musculo, donde la apoptosis en condiciones fisioldgicas es
minima. Sin embargo otros tejidos poseen altas tasas de renovacion celular, donde la
continua mitosis es contrarrestada por una alta apoptosis. Los organos del sistema
inmune, el intestino, el utero, y el ovario son claros ejemplos de este hecho.

Es interesante destacar que la denominacion de muerte celular programada
abarca numerosos procesos de muerte celular que comparten alguna de las
caracteristicas que poseen las células que mueren por apoptosis. Existen numerosos
mecanismos de muerte celular, pero en este estudio nos limitamos al proceso de
apoptosis ya que es la forma de muerte celular que generalmente se encuentra en los

estudios sobre ovario en situaciones tanto fisioldgicas como patologicas.

La apoptosis consiste en una serie de eventos ordenados que ocurren en tejidos
que sufren cambios como consecuencia de su desarrollo 6 debido a respuestas frente a
estimulos fisiologicos alterados. Este suicidio celular ocurre en células con niveles
normales de ATP, requiere de sintesis de ARNm y proteinas, afecta a células
individualmente, involucra pérdida de tamafio celular, condensacion de la cromatina y
la formacion de cuerpos apoptéticos que consisten en fragmentos nucleares rodeados de
membrana plasmastica. Esos cuerpos apoptdticos son eliminados por fagocitosis y de
esta forma no se liberan los componentes citoplasmaticos al medio extracelular,
impidiéndose un proceso inflamatorio.

Ademas de estos cambios, ocurren cambios morfologicos a nivel nuclear. Una
de las caracteristicas es la fragmentacion que sufre el ADN como consecuencia de la
activacion de sefales intracelulares que concluyen en la activacion de endonucleasas
produciendo clivajes en el ADN de forma regular entre las unidades nucleosomales.
Como resultado de esta activacion se generan fragmentos en un tamafio multiplo de 200

pares de bases que constituyen un patron caracteristico de este proceso [56].

Diversos estudios han demostrado que muchas hormonas y factores de
crecimiento son importantes para la proliferacion celular y cumplen una funciéon en la
supresion de la apoptosis 0 la supervivencia celular [57]. Cuando las células dejan de
recibir estas hormonas troficas o factores de crecimiento, ocurre la apoptosis. Sin
embargo, la induccion de la apoptosis es especifica del tipo celular, ya que factores

apoptoticos 0 antiapoptoticos poseen distintas acciones dependiendo segun el tipo
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celular sobre el que actien y es el balance entre estos factores el que determinara el

destino celular: muerte ¢ supervivencia.

Como hemos mencionado, en los distintos sistemas existen dos caminos por los
cuales muchas células son inducidas a la apoptosis: el primero es la remocion de
factores esenciales de supervivencia para la célula y el segundo se produce por la accién
de un factor dominante que inducird la muerte celular actuando como ligando y
uniéndose a un receptor. Ambas condiciones llevan a la induccidon y/6 activacion de
varios genes asociados a la muerte celular y/6 proteasas capaces de iniciar apoptosis.
Algunos de los efectores intracelulares identificados en las células de la granulosa son:
Fas, Bcl-2, Bel-x, Bax y p53. En células de la granulosa se conoce el efecto que produce
en el incremento de la apoptosis, la remocion de factores promotores de crecimiento

como esteroides, gonadotrofinas ¢ factores de crecimiento [58;59].

Dos vias han sido descriptas en los procesos apoptoticos: 1) La de receptores de
muerte o extrinseca [60;61]y 2) La mitocondrial o intrinseca (Figura 7).

Ambas vias comparten una familia de proteinas que actuan a lo largo de este
proceso: las caspasas. Estas proteinas pertenecen a una familia de proteasas ricas en
cisteina y son responsables de la mayoria de los clivajes proteoliticos que ocurren
durante la apoptosis. Las caspasas son traducidas como zimdgenos inactivos que deben
ser activadas mediante su clivaje. El mecanismo mediante el cual las caspasas son
activadas, las divide en dos categorias diferentes. El primer grupo incluye las
denominadas “Caspasas iniciadoras” (caspasa-2, 8, -9 y -10) que inician la cascada y
poseen un dominio que facilita su autocatalisis mediante el ensamblaje de complejos
multiproteicos [62;63]. Una vez procesadas las caspasas iniciadoras, activan a la
segunda categoria de caspasas, “Caspasas efectoras” (caspasa-3,-6,-7) que son
responsables de los clivajes que desintegran la célula [64-67] e hidrolizan
selectivamente un amplio espectro de polipéptidos que incluyen proteinas quinasas,
proteinas involucradas en la transduccion de sefiales, componentes del citoesqueleto e
inhibidores de las deoxiribonucleasas [68]. El resultado de la activacion de estas
proteinas no solo es la pérdida de la homeostasis celular, si no también facilita la
ruptura y empaquetamiento de las células en los mencionados cuerpos apoptdticos
eliminados por fagocitosis durante el ultimo paso de la eliminacion celular de este

proceso [69;70].
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En la via extrinseca actian los receptores de muerte que se encuentran en la
membrana plasmatica de la célula y pertenecen a la familia de receptores del factor de
necrosis tumoral (TNF) [64;71]. Entre los receptores mas conocidos, se encuentra el
CD 95/Fas. La activacion de estos receptores, luego de interactuar con su respectivo
ligando, generan dos tipos de respuesta celular: uno es a través de la expresion de altos
niveles de una caspasa, caspasa 8; y el otro se da mediante un clivaje de BID (ligando
proapototico) dado por esta misma caspasa, liberando un fragmento activo que
interactia con la proteina BAX (proteina proapoptotica formadora de canales) y
favorece la liberacion del Citocromo ¢ de la mitocondria. Una vez liberado, se adhiere
a la proteina Apaf-1 (Factor activador de proteasas apoptoticas) causando un cambio
conformacional y permitiendo que Apaf-1 interactie con procaspasa-9 que a su vez

activard a las caspasas efectoras 3 y -7.

En la via mitocondrial se han identificado numerosas proteinas que podrian
prevenir o promover la apoptosis [72]. Algunas de estas pertenecientes a la familia del
gen bel-2 (Bcel-2, Bax, Bod, Bad, Bcl-x corto y largo, etc), son importantes reguladores
de la apoptosis ovarica [73-76]. Interactian formando dimeros que modifican la
membrana mitocondrial causando un aumento del la movilizacion de BAX a la
mitocondria y liberacion de Citocromo c, el cual interviene en el proceso anteriormente
descripto. Se ha demostrado la participacion de algunas de estas proteinas pro o

antiapoptoticas asociadas a la atresia folicular [77;78].

36



INTRINSECA

4

Estres mitocondrial

EXTRINSECA

Su

GDUSL, THAIL

¢ i

Mitocondria & U s
. Hel f"‘"r'-

Y E(‘H_}-"
:’ Procaspmi-3
o k\.________,_._-—-—'-'_'_'_‘ e

- Wl
Cilecromao ¢ o
& 9 e
a @
@ 9 Crspnd
@ — ncliva
(= ] =1
Compleg l
ek — Apoginecmin
;i

— = I'mg J.':‘II:D-\.I.-J

Cascada de 1 48 -
__"} '—} WPORFTESIE ST
E T LHES Vi :.Ir

dimpmnd

amiva

Figura 7: Apoptosis: una decision de vida o muerte. (Modificado de Williams y Mc

Farlane, 2004) [79]

Caspasa-3 y funcion de PARP en la atresia folicular

En particular, la caspasa-3 es la principal caspasa efectora que actia en la
muerte celular programada [80-82]. Boone y col. [83] han realizado uno de los primeros
trabajos describiendo el papel de esta proteasa en la atresia folicular en el ovario de rata.
Este grupo indujo la atresia folicular mediante la deprivacion de gonadotrofinas y la
regresion del cuerpo luteo, mediante la administracion de Prostaglandina F,, Se
observd que en foliculos sanos y en cuerpo liteo no apoptotico, la caspasa-3 se localiza
en células de la teca y en células luteales, respectivamente. Sin embargo, las células de

la granulosa de estos foliculos parecen no expresar esta proteasa. Es interesante
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observar que en foliculos atrésicos se encontrd esta enzima localizada en células de la
granulosa, sugierendo que su expresion es regulada por gonadotrofinas y que se
induciria mediante el proceso apoptético en células de la granulosa de foliculos
atrésicos. Este grupo no encontré diferencias en la localizacion e intensidad de la
caspasa-3 en cuerpo luteo sano o atrésico.

Sin embargo, Peluffo y col. [84-86] han demostrado que durante la prefiez, en la
rata, la caspasa-3 ha aumentado su actividad previamente a la disminucion en la
produccion de Progesterona que indica la regresion funcional del cuerpo luteo, a pesar
de que no se observo un aumento en el porcentaje de células apoptéticas hasta luego del
parto. También se observd un aumento en la actividad de esta caspasa-3 cuando la
luteodlisis fue inducida con el tratamiento de PGF2a en ratas prefiadas.

A pesar del efecto de las gonadotrofinas sobre la caspasa-3 descripto
anteriormente, Yacobi y col. [87] han demostrado en el afo 2004 en foliculos
preovulatorios de rata en cultivo, que las gonadotrofinas tendrian un rol dual en la
activacion de esta enzima, siendo estimulos anti-apoptoticos en células de granulosa y
pro-apoptdticos en células de teca intersticiales.

Esta enzima se sintetiza como una pro-caspasa de 33 kDa que tras su activacion,
es clivada generando un fragmento de 11 kDa y uno de 20 kDa. Este ltimo, a su vez es
nuevamente clivado generado la subunidad madura de esta proteina de 17 kDa [87].

Existe un nimero limitado de sustratos que son clivados por la caspasa-3 durante
el proceso de apoptosis. Entre ellos, destacamos PARP (Polimerasa Poli-ADP ribosa
Polimerasa) [83] y actina [88] los cuales son inhibidores de la enzima DNasa I,

endonucleasa responsable de la fragmentacion del ADN durante la apoptosis [89;90].

Atresia folicular

La atresia folicular es uno de los mecanismos caracteristicos en vertebrados
mamiferos y no mamiferos. Se calcula que mas del 99.9% de los foliculos, en humanos,
sufren cambios degenerativos durante el normal funcionamiento ovarico. El proceso por
el cual los foliculos son eliminados, se denomina atresia (Figura 8). Este fenomeno se
produce por apoptosis y tiene lugar en las células de la granulosa y en el ovocito. Esto
podria resultar en una ventaja evolutiva, siendo seleccionados aquellos foliculos que
contengan ovocitos saludables para que finalmente lleguen exitosamente a ser ovulados.
Esta seleccion serd posible durante un ciclo reproductivo, si los foliculos son expuestos

a FSH en un estadio critico de desarrollo, como explicamos anteriormente.
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Dentro del foliculo, el tipo celular que evidencia el proceso de apoptosis mas
claramente, es el de células de la granulosa (Figura 8, circulos blancos). Sin embargo,
hay algunas especies como cerdos, pollo y rata donde también se da este proceso en las

células de la teca, aunque de forma mas tardia [77;91].

En modelos in vitro como in vivo, se ha demostrado en el ovario la presencia de
varios factores atretogénicos entre los que encontramos: GnRH-I, IL-6, androgenos,
TNF-a, Ligando Fas, etc. [78;92;93]. En cambio entre los factores involucrados en la
supervivencia folicular, se encuentran entre otros [59], el Factor de Crecimiento
Epidermal (EGF), Factor de Crecimiento similar a Insulina tipo I (IGF-I), Factor
Transformante tipo I (TGF-B). También las hormonas esteroideas son factores
supresores o estimuladores de la apoptosis dependiendo del tejido en el que actuan.
Claros ejemplos son los glucocorticoides que estimulan la apoptosis en el timo [94], los
androgenos que en altas concentraciones estimulan la apoptosis en ovario pero no en
testiculo [95] y los estrogenos que inhiben la apoptosis en ovario [96]. Es interesante
observar que la relacion andrégenos/estrogenos es elevada en el fluido folicular de
foliculos atrésicos [97].

Las gonadotropinas son consideradas como factores de supervivencia folicular.
Se ha demostrado que los foliculos atrésicos tempranos son rescatados por la
administracion exodgena de gonadotropinas [98], asi como también la administracion de
FSH en ratas hipofisectomizadas inmaduras disminuye la apoptosis folicular en células

de la granulosa [59].

Esto son solo algunos ejemplos de los multiples factores que existen regulando este
proceso de atresia. Como ya hemos descripto, el destino de los foliculos (crecimiento/
ovulacion o atresia) depende del delicado balance en la expresion y accion de
factores que promueven la proliferacion, el desarrollo y diferenciacion de las células
del foliculo ovarico y de aquellos que promueven la apoptosis de las mismas llevando

al foliculo a la atresia.
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Figura 8: Histologia de los diferentes estadios de atresia en el ovario de la rata.

I: Foliculo sano; 2: Estadio I de atresia, la flecha indica nucleos de células de
granulosa picndticos; 3: Estadio 2 de atresia donde el fluido folicular contiene restos
celulares (flechas). 4: Estadio 3 de atresia: * indica oocito fragmentado. Las células de
la teca interna estan hipertrofiadas (flechas) y se observan pocas células de la granulosa.

El foliculo se encuentra colapsado. Barra 50pum [99].

ESTEROIDOGENESIS

Los esteroides sexuales poseen un rol fundamental en el crecimiento y
diferenciacion de distintos tejidos reproductivos entre los cuales se encuentran el utero,
las glandulas mamarias, el esqueleto y cerebro. Ademas, los esteroides producidos en el

ovario poseen efectos locales, los cuales son esenciales para que el ovario funcione
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normalmente. Los progestagenos, andréogenos y estrogenos son producidos a partir del
colesterol en el ovario, como se detallara mas adelante, y sintetizados de forma
secuencial, sirven a su vez de sustrato para la sintesis de otra hormona esteroidea en el
proceso de esteroidogénesis. Debido a su importancia en el funcionamiento del ovario,
cualquier variacion en los niveles de esteroides puede llevar a situaciones patologicas.
Un claro ejemplo es el Sindrome de ovario poliquistico (PCOS), el cual se caracteriza
por un exceso en los niveles de androgenos ovaricos (o adrenales), un desarrollo
folicular anormal e infertilidad ligado en gran parte a la anovulacién que se observa en

este sindrome [100].

Las principales células productoras de esteroides en el ovario son las células de
la granulosa, células de la teca y células del cuerpo luteo, las cuales poseen el
complemento enzimatico necesario para la sintesis de esteroides.

Hemos nombrado anteriormente que todos los esteroides que se producen en el
ovario son derivados del colesterol, el cual proviene de tres fuentes: 1) de lipoproteinas
que se encuentran en la circulacion, 2) a partir de sintesis de novo y 3) de
almacenamientos intracelulares en forma de ésteres de colesterol. Existen numerosos
trabajos que sugieren que el colesterol que juega un papel fundamental en la produccion
de hormonas esteroideas, es el colesterol que se incorpora a las células esteroidogénicas,
y no aquel que es sintetizado de novo [101;102]. Las células esteroidogénicas se
encuentran rodeadas de ésteres de colesterol los cuales también se encuentran
almacenados en estas cé€lulas, y el colesterol es transportado en forma de estos ésteres
por lipoproteinas de baja densidad o de alta densidad (LDL y HDL respectivamente).
En general, la HDL posee un rol menor en el aporte de colesterol, excepto en el caso de
roedores que parece ser la de mayor importancia

La anatomia vascular de los componentes celulares del ovario influye en cuanto
a la posible utilizacion de las lipoproteinas como fuente de colesterol. Es por esto que
en el cuerpo luteo con una abundante vascularizacion y un endotelio altamente vascular,
se ve facilitado el contacto de las lipoproteinas con sus receptores ubicados en las
células luteales. Asimismo, las células de la teca interna tienen acceso a las
lipoproteinas ya que se encuentran muy vascularizadas, contrariamente a lo que sucede
con las células de la granulosa, las cuales se encuentran aisladas de los capilares
sanguineos debido a la membrana basal que funciona como barrera a distintas

moléculas, entre ellas la LDL.
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El colesterol es transportado al interior de la célula por un proceso de endocitosis
mediado por receptores asociados a la membrana plasmatica. Luego, para el inicio de la
sintesis de esteroides, el colesterol debe atravesar el espacio acuoso que se encuentra
entre la membrana externa rica en colesterol de la mitocondria y la membrana interna
pobre en colesterol, y de esta forma ponerse en contacto con la proteina CYP11A (P450
scc o citocromo del clivaje de la cadena lateral del colesterol). Este proceso es
llevado a cabo por la Proteina reguladora de la esteroidogénesis aguda (StAR) [103].
Esta proteina transportadora, de 30 kDa, seria la mediadora ante una induccion aguda de

la esteroidogénesis. Se describira en forma detallada mas adelante.

Se han descripto otras tres proteinas implicadas en la respuesta esteroidogénica
aguda: la Proteina transportadora de esteroles 2 [104;105], el Polipéptido activador de la
esteroidogénesis [106;107] y una proteina homologa de la endozepina o del inhibidor de

la fijacion del diazepam [108;109].

Como se puede observar en la Figura 9, el primer paso de conversion del
colesterol, consiste en la ruptura de la cadena lateral del Colesterol (union C-20,22)
resultando en un compuesto de 21 carbonos, la Pregnenolona. Este clivaje es llevado a
cabo por la enzima P450scc 0 CYP11A que forma parte de un complejo enzimatico
ubicado en las membranas internas de la mitocondria y es considerado un paso
limitante en la velocidad de sintesis de esteroides dependiendo de la

biodisponibilidad del colesterol [110].

La pregnenolona es el intermediario comUn en la biosintesis de todas las clases
de hormonas esteroideas producidas por el ovario. Una vez sintetizada, abandona la
mitocondria y en el reticulo endoplasmatico liso (REL) es rapidamente convertido en
Progesterona debido a la gran cantidad de enzima 3B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa/delta4-deltaS isomerasa (33-HSD). La progesterona es el primer
compuesto con actividad biologica que es secretado por células de la teca y en menor
medida por células de la granulosa. Las principales responsables de su secrecion son las
células luteales durante la fase lutea del ciclo y primera parte de la prefiez.

El complejo enzimdtico, componente también de las membranas del reticulo

endoplasmatico liso, que interviene en el siguiente paso, es el compuesto por la enzima
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17a hidroxilasa /C-17,20 liasa (CYP17). Este es otro punto de regulacion de la
sintesis folicular de esteroides. Ambas reacciones que posee esta enzima, ocurren en
forma concertada sin aparicién del 170 hidroxy intermediario en forma libre. Tanto la
pregnenolona como la progesterona pueden ser utilizados como sustrato de este
complejo enzimatico para dar dehidroepiandrosterona (DHEA) y androstenediona,
respectivamente. Dado que las células teca-intersticiales poseen alta actividad de estas
enzimas, se las considera la principal fuente celular de androgenos foliculares. La via de
sintesis de androgenos dada a través de la pregnenolona, se denomina via delta 5,
siendo la via delta 4 la que se desarrolla utilizando a la progesterona como sustrato
(Figura 9).

Tanto la androstenediona como la testosterona son los precursores inmediatos en
la sintesis de esteroides estrogénicos, estrona y 17[estradiol respectivamente, ya que
son capaces de sufrir aromatizacion, siendo el 17B-estradiol aproximadamente 10 veces
mas potente que la estrona. Este proceso de aromatizacion es llevado a cabo por otro
complejo enzimatico localizado también en la membrana del reticulo endoplasmatico
liso al cual se lo denomina aromatasa (CYP19), debido al hecho de sintetizar
compuestos aromaticos. Las células de la granulosa constituyen la mayor fuente de
estrogenos. Aunque estas células son capaces de producir progesterona en forma
independiente, la sintesis de estrogenos requiere la cooperacion entre las células de la
granulosa y las células tecales vecinas. La participacion de estos dos tipos celulares y de
ambas gonadotrofinas (LH y FSH) sostiene la hipotesis de dos células/dos

gonadotrofinas que se explicara de forma detallada mas adelante [48].
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Figura 9: Esquema general de la sintesis de estrégenos y andrégenos [48].

Metabolismo de esteroides ovaricos

Tanto los progestagenos como los andrégenos sufren reducciones como
consecuencia de ser metabolizados. En estas reacciones se encuentran enzimas
involucradas, reductasas, como 50- 6 5B-reductasa, para el caso de los androgenos, y
20a-hidroxiesteroide deshidrogenasa encargada del metabolismo de los
progestagenos.
El grupo de esteroides C-20, como la progesterona y 17a hidroxiprogesterona, pueden
sufrir reduccién enzimatica, mediado por las 20a-hidroxiesteroide dehidrogenasas,
obteniéndose sus correspondientes 20-hidroxiderivados (Figura 10) [111]. Estas
enzimas estan ubicadas en el citosol y la secrecion de progesterona dada por las células
de la granulosa se encuentra modulada por cambios en la conversion de progesterona a
sus metabolitos, reaccion reversible cuyo sustrato es la progesterona y en la cual se
obtiene como producto su metabolito 20a-hidroxiprogesterona (Figura 10) [112]. La
enzima 20a-hidroxiesteroide dehidrogenasa del cuerpo luteo de roedores, estd sujeta a
regulacion hormonal y de esta forma influye en la potencia biologica de los esteroides

C-21 producidos por este organo, ya que la 200-hidroxiprogesterona es considerada
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inactiva como factor progestacional [112]. Dado que los esteroides 20a reducidos son
sustratos pobres para la enzima CYP17, la actividad de la 20a-hidroxiesteroide
dehidrogenasa cumpliria un rol importante determinando la disponibilidad de sustrato
para la conversion a androgenos en células foliculares.

Como hemos nombrado anteriormente, la otra enzima involucrada en el
metabolismo de esteroides es la Sa-reductasa localizada en el REL. Esta enzima puede
actuar antes 0 después del clivaje ocasionado por la C17,20-liasa afectando, en cada
caso, progestagenos y androgenos. Si la reaccion se da antes del clivaje, convierte
progesterona y 200-hidroxiprogesterona en compuestos Sa-reducidos. En cambio, si la
reduccién ocurre después, la enzima act@ia sobre los androgenos androstenediona y
testosterona para dar androstanediona y dihidrotestosterona, [111], los cuales a su vez
por accion de las enzima 33-HSD se transformaran en androsterona y 5a-androstane-
3a,17B-diol, respectivamente (Figura 10). Estos ultimos, denominados androgenos 5
alfa reducidos, no son susceptibles a suftrir reaccion de aromatizacién ya que poseen su
anillo A en forma saturada. Por lo tanto no son sustrato para la produccion de
estrogenos y actiian a altas concentraciones como inhibidores de las aromatasas en
células de la granulosa [113].

La actividad de estas enzimas reductoras es muy elevada en ovario de ratas

inmaduras y disminuye luego de la primera ovulacion [114;115].
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Figura 10: Metabolismo de esteroides. Tomado y Modificado de Physiology of
Reproduction [111].

Proteina Reguladora de la esteroidogénesis aguda (StAR)
La proteina StAR fue descripta por primera vez por Orme-Johnson y col. [116;117]
como una fosfo-proteina de 30 kDa inducida por ACTH en células adrenocorticales de
rata y raton y también como una proteina inducida por LH, en células de cuerpo luteo de
rata y células de leydig de raton.

Esta proteina es sintetizada como un precursor de 37 kDa que es rapidamente
transportado a la mitocondria, y su incorporacion esta asociada con su procesamiento a

una forma de 30 kDa.
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Numerosos trabajos habian confirmado la estrecha relacion entre la sintesis de
esteroides y la sintesis de esta proteina de 30 kDa [118]. Sin embargo, fue en 1994
cuando se demostrd su funcion en relacion a la esteroidogénesis mediante la clonacion
de esta proteina [119]. En este trabajo se demostré que las células MA-10 (células de
tumorales de Leydig de raton) en las cuales se expresaba esta proteina aumentaba la
sintesis de esteroides en ausencia de estimulos como ACTH (Hormona liberadora de
adenocorticotrofina). Ademas, la transfeccion de otro tipo celular como COS-1 con el
ADNCc codificante para el precursor de esta proteina, daba como resultado un aumento
en la conversion de colesterol a pregnenolona [120]. Caron y col. [121] generaron
ratones knock out para la proteina StAR los cuales presentaban genitales masculinos
externos, impedimento para un crecimiento normal y morian prematuramente, como
resultado de insuficiencia adrenocortical. Ademas, los niveles de corticosterona y
aldosterona de estos animales, se encontraron disminuidos. Existe una enfermedad,
Hiperplasia congénita gonadal (CAH), que es letal para el que la posee y se caracteriza
por la incapacidad de sintetizar esteroides. Se demostré que la causa de esta enfermedad
era un mutacion en el gen codificante para la proteina StAR [122].

La proteina StAR posee dos dominios claves para su funcién. El dominio
carboxilo-terminal (C-terminal) involucrado en la deabsorcion de esteroles de la
membrana externa de la mitocondria (rica en esteroles) para transportarlos hacia la
membrana interna de la mitocondria (pobre en esteroles). El dominio amino-terminal
(N-terminal) confiere a la proteina la sefial para que luego de que sea sintetizada en el
reticulo endopldsmico, viaje hacia la mitocondria donde ejercera su funcion final. Sin
embargo, este dominio no posee funcion alguna en el transporte de esteroles [123].

Los transcriptos de esta proteina han sido detectados en ovario, testiculo y riién
y no han sido encontrados en otros tejidos. Aparentemente, la expresion de esta proteina
esta restringida a tejidos donde ocurren oxidaciones de esteroles a nivel de la

mitocondria, sujetos a una regulacion aguda de parte de AMP ciclico [124].
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La regulacion hormonal de la sintesis de esteroides en forma aguda ¢ en forma
cronica, es mediada por AMPc [125;126]. El efecto agudo es la movilizacion y
transporte del colesterol a la membrana interna de la mitocondria. En contraste, los
efectos cronicos involucran transcripcion de genes que codifican enzimas
esteroidogénicas. Sin embargo estudios realizados en la respuesta aguda esteroidogénica
con cicloheximida, inhibidor de sintesis de proteinas, sugirieron la sintesis de novo de
una proteina reguladora que facilitaria el traslado del colesterol desde la membrana
externa hacia la membrana interna de la mitocondria [127].

Actualmente se sabe que la regulacion de la esteroidogénesis en presencia del
complejo P450scc es determinada por la proteina denominada Proteina reguladora

aguda de la esteroidogénesis (StAR).

StAR en el ovario

Orly y col. [128] realizaron un trabajo muy completo en cuanto al patron de
expresion de la proteina StAR durante el desarrollo folicular en ovario de rata. En ese
trabajo han demostrado que la expresion de StAR y de su mensajero posee una
respuesta bifasica en ovarios de ratas inmaduras tratadas con PMSG/hCG. Se observo
un primer pico de expresion en respuesta a la administracion de PMSG el cual duré 24
hs, y un segundo aumento ante la aplicacion de hCG. En cuanto a la localizacion
celular de esta proteina, se observo que nueve horas luego de la administracion de
PMSG, StAR se localiza en células intersticiales, algunas células de la teca y en
foliculos atrésicos. Cerca del momento de la inyeccion de hCG, pero antes de su
aplicacion, la expresion de StAR disminuye considerablemente en el compartimiento
teco-intesticial y apenas luego de la administracion de hCG, los niveles de la proteina
aumentan en todo el intersticio del ovario. En foliculos antrales, StAR se expresa en
todo el intersticio ovarico. Es muy interesante observar que en este estadio de la fase

folicular, durante el proceso de luteinizacion, se detectan altos niveles de StAR en
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células de la granulosa, donde anteriormente no se encontraba expresion alguna. Mas
interesante ain es el hecho de que la expresion de StAR estd restringida a foliculos
periovulatorios, mientras que los foliculos que no estan destinados a ovular, carecen
totalmente de StAR en la capa de células de la granulosa [128]. Estas observaciones
evidenciaron que esta proteina se expresa de forma variable de acuerdo al momento y
estimulos bajo los cuales se encuentra el desarrollo folicular [128]. De similar forma,
Thompson y col. [129] describen en ovarios de ratas juveniles, la localizacion de StAR
en células tecales que rodean a foliculos preantrales, antrales y preovulatorios. Sin
embargo, contrariamente a lo que comunica Orly y col., estos autores observan
expresion de la proteina en células de la granulosa antes de la estimulacién con
gonadotrofinas. Sin embargo, este Ultimo trabajo administra una dosis de gonadotrofinas
considerablemente mayor que la utilizada en el trabajo de Orly y col.

Esta proteina también ha sido ampliamente estudiada en cuerpo luteo de
distintos organismos. En cuerpo liteo humano se ha observado que tanto el mensajero
como la proteina estdn altamente expresados en la fase lutea temprana y media,
declinando su expresion en fase tardia. Ademas, los niveles de esta proteina se
correlacionan con los niveles séricos de progesterona y la supresion de LH provoca una

marcada disminucion de StAR en el cuerpo luteo [130;131].

CYP11A1

La enzima CYP11A1 o Citocromo P450scc (Enzima de la ruptura de la
cadena lateral del colesterol) junto a sus dadores de electrones: adrenoxina y
adrenoxina reductasa, localizadas en la membrana interna de la mitocondria, cataliza la
conversion del colesterol (esteroide de 27 carbonos) a pregnenolona (esteroide de 21
carbonos). Como hemos mencionado, este es el primer paso limitante en la sintesis de
esteroides. Este citocromo se encuentra presente en la glandula adrenal y en las
goénadas y esta regulado por hormonas provenientes de la hipofisis dentro del llamado

eje hipotalamo-hipofisario-gonadal [132].
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Defectos parciales en este citocromo provocan pseudohermafroditismo en
machos y en hembras y los individuos tienen alteraciones en las caracteristicas sexuales
secundarias [133-136]. El polimorfismo de esta enzima también se encuentra ligado al
Sindrome de ovario poliquistico (PCOS) y ademas mutaciones en el gen que codifica a
esta enzima, causarian hiperplasia congénita adrenal, caracterizada por una deficiencia
en la sintesis de esteroides y acumulacion de lipidos en los tejidos esteroidogénicos

[137].

CYP11A1 en el ovario

Este citocromo ha sido inmunolocalizado en foliculos y cuerpo luteo de especies
diferentes entre las cuales se encuentran: humanos [138], bovinos [139;140], ovejas
[141] y rata [142]. En particular, en foliculos ovaricos de humanos, bovinos y rata, esta
enzima se localiza principalmente en las células de la teca interna. Las células de la
granulosa en humanos no presentan expresion de esta enzima y en la rata se expresa
solo en las células de granulosa de animales inmaduros tratados con gonadotropinas
[143]. Es importante destacar que la CYP11Al comienza a expresarse en mayor
proporcion luego de alcanzada la ovulacion [144]. En el ovario de la rata, las células
intersticiales también la expresan [145;146].

Como ya mencionamos, la mayor expresion de esta enzima se encuentra en el
cuerpo luteo de las especies nombradas anteriormente. Si bien el CYP11Al estd
localizado principalmente en las células de la teca interna del foliculo ovérico, ambos
tipos celulares del cuerpo luteo derivados tanto de la granulosa como de la teca
folicular, expresan CYP11A1 [143]. Orly y col [128;147] demostraron que en ovarios
de ratas prepuberes tratadas con gonadotropinas, el ARN mensajero de la CYP11Al
aumenta significativamente a partir de las 30 horas de aplicadas las gonadotropinas y
este aumento continiia a los largo del tiempo luego del tratamiento. En cuanto a la
expresion proteica de este citocromo, en el mismo trabajo se describe un aumento leve
de la expresion de esta proteina luego de la administracion de gonadotropina coridnica
equina (PMSG o eCG), siendo mayor el aumento que se observa luego de la

administracion de hCG.

Los factores que producen un aumento en la sintesis de progesterona como la
hCG vy eCG, también estimulan la expresion de la CYP11AT1 en ovario de ratas [143].

Ademas la administracion de prolactina in vitro en células luteales y células de la
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granulosa, aumenta el efecto estimulatorio de hCG sobre los niveles del ARN mensajero
de esta enzima [148]. A pesar de que la expresion de la enzima es menor en células
foliculares comparado a células que forman el cuerpo luteo, tanto las células de la
granulosa como de la teca humanas aumentan la expresion de CYP11A1 en respuesta a
forskolina, un andlogo del segundo mensajero, AMP ciclico [143]. Otro regulador
importante que acta a través de la via de cAMP, es la hormona FSH. La adicion de
FSH a células de la granulosa bovinas, porcina y de rata, aumentan la actividad del
citocromo CYP11A1 [143], la cual es paralela a un aumento en la expresion del mismo.
Entre otros factores que estimulan la expresion de esta enzima, se encuentran el EGF o
Factor de crecimiento epidermal, y el IGF-1, los cuales actian o no en sinergia con
FSH [43;149]. En cambio, un estimulador del camino de la proteina quinasa C, produce
una inhibicion del nivel de proteina y su transcripto cuando la misma es estimulada por

FSH [150].

CYP17

La enzima Citocromo P450 17a-hidroxilasa/17,20-liasa (CYP17) se encuentra
localizada en el reticulo endoplédsmico liso. Esta enzima es clave en el camino de
sintesis de hormonas esteroideas, como los glucocorticoides y esteroides sexuales.
La CYP17 es una tnica enzima que cataliza dos reacciones: 1) la 17a-hidroxilacion de
esteroides de 21 carbonos (C21) como pregnenolona y progesterona (actividad 17a-
hisdroxilasa) y 2) y la lisis de 17a-hidroxipregnenolona y 17a-hidroxiprogesterona
[151] (actividad 17, 20 liasa). Estas reacciones en conjunto dan como producto
esteroides de 19 carbonos (C19) como  dehydroepiandrosterona (DHEA) vy
androstenediona (AD) respectivamente. En particular, la actividad de 17a-hidroxilasa
se requiere para la sintesis de cortisol, el glucocorticoide que se produce en mayor
cantidad en muchos animales, y la actividad de 17,20-liasa, es requerida para la
produccion de androgenos en todos los animales [152]. Debido a que esta enzima posee
dos actividades, se la considera un regulador cualitativo de la esteroidogénesis, que va
a determinar que clase de esteroide va a ser producido. Cuando la enzima CYP17 esta
ausente, como en la zona glomerulosa de la glandula adrenal, los productos seran
compuestos de 21 carbonos y 17 deoxiesteroides, como la aldosterona. Si la actividad
17a-hidroxilasa estd presente, los productos serdn compuestos de 21 carbonos y seran

17 hidroxiesteroides, como el cortisol. Pero, como en el caso del ovario, si ambas
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actividades se encuentran presentes, los productos seran compuestos de 19 carbonos los
cuales son precursores de los esteroides sexuales [153]. Al principio se pensaba que la
17a-hidroxilasa y 17,20-liasa eran enzimas distintas que se regulaban de forma
independiente. Sin embargo, Hall y col. [154] y otros grupos [155;156] demostraron que
el citocromo CYP17 catalizaba ambas reacciones en un solo sitio activo. Esto fue
demostrado mediante la transfeccion de células no esteroidogénicas con vectores que
expresaban el citocromo CYP17 bovino o humano y como resultado, estas células
adquirieron ambas actividades. Ademas, mediante estudios genéticos se determino la
existencia de un solo ARN mensajero para CYP17 idéntico en la glandula adrenal y las
gonadas de humanos [157] codificado por un unico gen. Por lo tanto, la regulacion
diferencial de estas actividades, deberia residir en algin punto regulatorio rio abajo de la
expresion de este gen (i.e traduccion del ARN mensajero, modificaciones post-

traduccionales o estabilidad del mismo).

La deficiencia de la enzima CYP17, normalmente presente en génadas y
corteza adrenal, lleva a una produccion de cortisol, androgenos y estrogenos alterada,
acompanada de una produccion exacerbada de mineralocorticoides [158]. Como
consecuencia las mujeres afectadas por esta deficiencia sufren de hipertension y
ausencia de un correcto desarrollo sexual, lo cual les produce amenorrea primaria. Al
igual que las mujeres, los hombres también sufren de hipertension y dependiendo de los
casos hay falta de 6rganos sexuales masculinos externos y esbozos de érganos sexuales

femeninos [159].

En un principio se pensaba que esta enzima se encontraba presente
exclusivamente en las células esteroidogénicas de roedores y humanos [160]. Mas tarde
se encontro la presencia de su ARN mensajero, proteina y/o actividad en otros tejidos de
la rata como higado, cerebro, estomago y rifion.

En humanos, la enzima CYP17 también se encontrd en glandula adrenal y otros
tejidos no gonadales [161].

Para su funcionamiento, esta enzima recibe electrones de NADPH a través de
una flavoproteina llamada Oxidoreductasa (OR). Esta proteina es necesaria para ambas
actividades de la CYP17 y altas relaciones molares de OR a P450C17, favoreceria la
actividad de liasa [108;160]. Ademas de estas enzimas, el citocromo b5 aumentaria

selectivamente la reaccion de 17,20 liasa y serviria como proteina alternativa en la
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transferencia de electrones, tomando la funcion de OR en determinadas circunstancias

[162;163].

CYP17 en el ovario

En el ovario la expresion de esta enzima esta restringida a la capa de células de
la teca y células intersticiales, estando ausente en células de la granulosa de los foliculos
ovaricos. Gracias a la presencia exclusiva de esta enzima, las células de la teca se
transforman en el tinico tipo celular en el foliculo productor de andrégenos y ademas, se
considera a la CYP17 un marcador de este tipo celular [164]. La expresion de la CYP17
es importante en foliculos antrales y foliculos preovulatorios donde ha sido encontrada
su expresion en mayor grado. Tanto en roedor como en humano, la expresion de esta
enzima es baja en células luteales [165]. Tanto la enzima como el ARN mensajero de la
CYP17 poseen una expresion baja en foliculos antrales tempranos, la cual aumenta
hasta cuatro veces en foliculos preovulatorios y disminuye a menos de un 10% luego
del aumento de LH preovulatorio [142].

En cuanto a la regulacion de esta enzima, Stouffer y col. [166] han demostrado
en monos macacos que la expresion del ARN mensajero de la CYP17 es alta antes de la
inyeccion de Gonadotropina coridonica humana (hCG) y declina de forma tiempo-
dependiente luego de la administracion de la misma. Esta disminucion en la expresion
del ARN mensajero de la CYP17 fue acompafiada por una disminucion intrafolicular de
androstenediona y dehidroepiandrostenediona, evidenciando una disminucidon también
en la actividad de la enzima. Hay numerosos estudios previos a este trabajo que
demuestran la disminucion de la CYP17 luego del estimulo ovulatorio en distintos
animales como bovino [167;168], porcino, hamster y rata [169;170]. También se ha
observado que tanto los progestagenos como los estrégenos inhiben la actividad de la
enzima [171], pero aun no esta claro si esta regulacion por parte de los esteroides seria

en parte responsable de la inhibicion que se observa durante el periodo peri-ovulatorio.

Se ha demostrado que en ovario de rata, la expresion de CYP17 esta claramente
regulada por LH [142;148]. En estos mismo trabajos observan que las células necesitan
estar en presencia de LH durante aproximadamente 20 horas para observar una
estimulacion de la expresion de esta enzima por accion de LH [148]. Existen numerosos
trabajos que demuestran una dependencia aguda de la expresion de la CYP17 tecal por

AMPc en humanos, bovinos, ratas y cerdos [142;167;172-175]. Otro regulador de la
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expresion de esta enzima, es el IGF-1 o factor de crecimiento similar a insulina. En
células de rata teca-intersticiales, IGF-1 no posee efecto en ausencia de LH o hCG, pero
en presencia de estas hormonas estimula el ARN mensajero de la CYP17 [44]. Ademas
de estos factores, el GDF-9 o Factor de diferenciacion del crecimiento, estimula el
contenido de CYP17 en ovario de rata, asi como también su tincion en células de la teca
[176]. Por el contrario, el factor TGF-3 o Factor de crecimiento transformante inhibe la
expresion de esta enzima en células de la teca humanas y de rata. Ademads, otros
factores, como activina, inhibina y prostaglandinas, contribuyen a la regulacion de la

enzima CYP17 [168].
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Hipotesis dos células-dos gonadotrofinas

Como hemos mencionado anteriormente la sintesis de estrogenos requiere la
cooperacion entre las células de la granulosa y las células tecales vecinas y la
participacion de ambas gonadotrofinas (FSH y LH).

Las células de la granulosa inmaduras poseen receptores de FSH que estimula la
aromatasa, pero no poseen receptores de LH. Estos ultimos son estimulados por FSH,
de manera que si se encuentran presentes en células de la granulosa de foliculos
maduros. El otro componente celular involucrado, las células tecales, poseen receptores
de LH que estimulan la sintesis de androgenos, pero no poseen receptores de FSH [113].

Si bien las células teco-intersticiales son la fuente de androgenos C19, las células
de la granulosa constituyen el sitio primario de aromatizacion (Figura 11). En
concordancia, células de la granulosa aisladas demuestran que la FSH, pero no la LH,
estimula la sintesis de estrégenos ante un adecuado sustrato de androgenos capaces de
ser aromatizados en estas c€lulas. Por el contrario, c€lulas tecales aisladas no producen
cantidades significativas de estrogenos en ninguna circunstancia experimental. En
resumen, los andrégenos, principalmente la androstenediona, estimulados por LH en las
células de la teca [177;178] difunden a través de la membrana basal a las células de la
granulosa donde son el principal sustrato para la sintesis estrogénica estimuladas por

FSH [48] (Figura 11).
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la teca y granulosa. R: receptor

ESTEROIDES Y SU ACCION EN EL DESARROLLO FOLICULAR

Ya hemos mencionado la importancia de los esteroides sexuales en el

crecimiento y diferenciacion de los tejidos reproductivos, como también en el

mantenimiento de la fertilidad. Estas hormonas generalmente requieren de la unién a un

receptor nuclear y su consecuente activacion. A través de esta accion, las hormonas

esteroideas regulan eventos transcripcionales. Los receptores forman parte de una

superfamilia de receptores nucleares con elementos estructurales en comun.

Progesterona

La progesterona es importante en la ovulacion, implantacion y mantenimiento de

la prefiez. El proceso de ovulacion es dependiente de progesterona y se ha observado un

aumento en su sintesis previo al aumento de gonadotropinas caracteristico de la
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ovulacion [179;180]. En el modelo de raton knock out para el receptor de esta hormona
no se observa ovulacion, aunque si se da el proceso de luteinizacion requerido para la

formacion del cuerpo lateo [181;182].

Los receptores de esta hormona han sido localizados en las células tecales de
foliculos antrales pequeiios y en cé€lulas de la granulosa de foliculos preovulatorios
expuestos previamente a LH/hCG [183;184]. En cuanto a sus efectos, la progesterona
aumenta la actividad de enzimas esteroidogénicas en células de la granulosa tratadas
con gonadotropinas, asi como también su misma sintesis [185]. En particular en las
c€lulas de la granulosa, la progesterona aumenta la respuesta a FSH [186]. Ademas
inhibe: la sintesis de estradiol estimulada por FSH [186;187], la transicion de los
foliculos primordiales al estadio de primarios [188] y la mitosis estimulada por insulina
[189;190].

La progesterona, también, cumple una importante funciéon durante la lactancia.
El crecimiento de la glandula mamaria ocurre hacia el final de la gestacion cuando los
niveles plasmaticos de progesterona son elevados y los de estrégenos se encuentran en
aumento. Se observo que la progesterona, entre otras hormonas, estimula la formacion
del alveolo en la gldndula mamaria [191].

En el cuerpo luteo de roedores, no se ha detectado la expresion del receptor clasico de
progesterona y se ha demostrado que esta posee una alta afinidad por los receptores de
glucocorticoides [192;193]. Ademas, recientemente se han identificado receptores de
membrana de progesterona en CL de rata [194] los cuales se unen con alta afinidad y
especificidad a la progesterona.

Por el contrario, en cuerpo liteo de primates se detectaron ambas isoformas del receptor

clasico de progesterona (A y B) [184;195;196].

Androgenos

Dado que los androgenos se aromatizan a estrogenos, es dificil discernir si los
efectos observados, se deben a acciones de los androgenos per se, o estos efectos son
producidos por los estrogenos. Los receptores de andrégenos se encuentran en células
de la granulosa, estromales, tecales humanas [197] y mas recientemente se ha observado
en oocitos de ratas, cerdos, y raton [198;199]. En primates, su expresion es elevada en

granulosa de foliculos preantrales y antrales [200;201] en la rata se encuentra en
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foliculos antrales tempranos y antrales pequefios [202;203] y en humanos esta presente
en foliculos secundarios y dominantes [197].

Respecto a los efectos de los androgenos, los mismos parecen estimular el crecimiento
folicular en estadios tempranos de la foliculogénesis. Esto se ha observado en foliculos
antrales de raton [204], en ovejas prefiadas y en primates a los cuales se les administra
androgenos. En estas especies se ha observado un aumento del numero de foliculos
preantrales y antrales pequeiios acompafiados de hipertrofia de células de la teca [205].
También se observo en células de la granulosa porcinas que los androgenos potencian la
accion de factores como el GDF9 in vitro [206].

A pesar de los efectos que favorecen el desarrollo folicular que hemos
nombrado, los andrégenos también poseen efectos adversos sobre la foliculogénesis. En
la rata, los androgenos alteran el desarrollo folicular a través de un aumento de la atresia
[207-209]. En el raton se observé que una inyeccion de dihidrotestosterona disminuye el
numero de foliculos antrales disminuyendo la fertilidad en el mismo [210]. También se
observo una inhibicion del receptor de LH estimulado por FSH en células de la
granulosa [211;212] y una estimulacion de la apoptosis en este tipo celular en la rata
[96]. Estos son solo algunos de los efectos de los androgenos sobre el desarrollo

folicular.

Estrogenos

Existen numerosas variantes de los receptores de estrogenos en el ovario. La
forma predominante en el ovario es la isoforma [ [213-215] y los efectos que
nombraremos a continuacioén serdn los que responden a la union de los estrogenos a
este tipo de receptor. En general el estradiol estimula la proliferacion de células de la
granulosa y modula la accion de FSH sobre las mismas [216]. Ademads, la
administracion de estrogenos a ratas hipofisectomizadas estimula la proliferacion de
células de la granulosa de foliculos antrales pequefos y reduce la atresia [217]. Es
interesante destacar que los estrogenos facilitan la diferenciacion de células de la
granulosa interviniendo en el sistema de receptor de FSH, LH y prolactina ya que
estimulan la acumulacion de cAMP [218]. Se ha observado que los foliculos antrales
que poseen algun impedimento en expresar la enzima aromatasa, se caracterizan por
poseer una alta relacion androgenos/estrogenos en el fluido folicular, evento por el cual
los foliculos entran en el proceso de atresia [219;220]. Con esto se demuestra la gran

importancia que posee esta relacion en el correcto desarrollo folicular.

58



En resumen, el estradiol estimula el crecimiento folicular, disminuye la atresia, induce
la expresion, entre otros, de genes especificos como ciclina D2 [221], y aumenta el
numero de oocitos liberados luego de la induccion de la ovulacion.

El modelo murino knock out para este tipo de receptor, posee una tasa de
ovulacion disminuida y una menor cantidad de células de la granulosa del camulus

[222].

ANGIOGENESIS EN EL OVARIO

El desarrollo de la vasculatura es fundamental para la diferenciacién y la
organogénesis durante la embriogénesis. En el adulto, es esencial en el proceso de
cicatrizacion y funciones reproductivas [223-225]. Ademads, la angiogénesis estd
asociada a numerosas patologias [225;226]. Por lo tanto, la comprensiéon de la
regulacion del desarrollo y reestructuracion de los vasos sanguineos es fundamental
para entender la fisiologia ovarica. El proceso de neovascularizaciéon comprende la
formacion de nuevos vasos sanguineos y abarca dos procesos diferentes: Vaculogénesis
v Angiogénesis. La primera hace referencia a la formacion de novo de vasos sanguineos
y la observamos en mayor medida durante la embriogénesis, mientras que angiogénesis
es la formacién de capilares nuevos a partir de vasos preexistentes. Este mecanismo se
da tanto en condiciones fisiologicas como patologicas y esta dicotomia es evidente en el
ovario.

La angiogénesis consiste en tres pasos: 1) la ruptura de la membrana basal de los

vasos preexistentes, 2) la migracion de las células endoteliales hacia un estimulo
angiogénico y 3) la proliferacion de las células endoteliales para la formaciéon del nuevo
vaso [227;228].
Estos procesos requieren de la coordinacion de numerosos factores especificos del
endotelio vascular como factores de crecimiento, citoquinas y ademas de influencias del
ambiente como la hipoxia. Cualquier variacion en la organizacion de estos factores,
afecta la fisiologia ovarica.

En el ovario la angiogénesis posee un rol fundamental en la foliculogénesis,
ovulacion y formacion y funcion del cuerpo lateo. Los tejidos reproductivos sufren gran
cantidad de procesos angiogénicos acoplados a la evolucion ciclica e involucion de las
distintas estructuras. Ya hemos descripto como en el ovario la ciclicidad es gobernada
por la secrecion de gonadotropinas llevando a la secrecion de esteroides gonadales. Por

lo tanto, esto implicaria que la periddica angiogénesis en el sistema reproductivo esté
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coordinada por gonadotropinas y/o esteroides. Esto haria que la expresion de factores
angiogénicos en el ovario, sea hormono-dependientes.

Tanto los foliculos como el cuerpo luteo producen factores angiogénicos entre
los que podemos nombrar a los que pertenecen a la familia del factor de crecimiento
fibroblasico (FGF), el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) y
recientemente se ha identificado otra familia de proteinas denominadas angiopoietinas

(ANGPTs) [229].

VEGF

En trabajos realizados en los ultimos afios se ha demostrado el rol fundamental
del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) en la regulacion tanto normal
como patologica de la angiogénesis [230]. Este factor es importante en la supervivencia
del endotelio, estimula la mitosis en el mismo [231] y posee un rol fundamental en el
mantenimiento y aumento de la permeabilidad de los capilares [228]. El hecho de que
la pérdida de un solo alelo de este factor lleve a la muerte embrionaria, nos sefiala su
caracteristica de ser un factor irremplazable en el desarrollo y diferenciacion del sistema

vascular.

En los humanos existen cinco formas moleculares diferentes de distintas
cantidades de aminoacidos: 121 (VEGF2), 145 (VEGFs), 165 (VEGFies), 189
(VEGFs), 206 (VEGFy). En cambio en murinos existen tres isoformas: VEGFy,
VEGF s, VEGF 5. En el humano las especies VEGF 21, VEGF 45, VEGF 65 son proteinas
de secrecion, solubles, mientras que las restantes son proteinas de membrana. Cabe
destacar que la familia de proteinas de VEGF comprende varios miembros entre los
cuales se encuentra: VEGF-A, el factor de crecimiento placentario (PIGF), VEGF-B,
VEGF-C, VEGF-D y dos proteinas similares al VEGF [231]. Las formas moleculares
nombradas pertenecen a la isoforma A (VEGF-A) y la forma molecular preponderante
en el ovario es VEGF 65 [232]

Como ya hemos nombrado, VEGF es un importante mitogeno de las células
endoteliales, induciendo en estas la proliferacion, la migracion y la formacion de
estructuras tubulares [233;234]. Para que se lleven a cabo estas acciones, el VEGF
induce la expresion de proteinas como por ejemplo, el activador de plasmindgeno (PA)
y colagenasas, las cuales poseen actividad degradante facilitando la migracion de las

células endoteliales [231;235]. Este factor secretado por las cé€lulas que rodean al
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endotelio vascular, actia de forma paracrina modulando las actividades del endotelio
vascular adyacente. Ademds el VEGF induce la formacion de fenestraciones en las
células endoteliales de pequefias venas y capilares aumentando la permeabilidad, paso

crucial para la angiogénesis [236].

VEGF EN LA FOLICULOGENESIS

La angiogénesis folicular se inicia durante la foliculogénesis temprana y el
proceso continlia durante todo el crecimiento folicular. La expresion y regulacion de
VEGEF en los foliculos ovéaricos depende del tamafio folicular. Los foliculos preantrales
no poseen vasculatura y el mismo es adquirido cuando comienza a formarse el antro
folicular. Al principio las células de la teca adquieren esta red vascular, mientras que las
células de la granulosa permanecen avascular, y una vez que la capa tecal se encuentra
completamente establecida, se terminan de formar dos redes vasculares que se localizan
en la teca interna y externa. En esta capa celular, los vasos sanguineos aumentan en
numero y tamafio a medida que el foliculo crece pero no atraviezan la membrana basal
que separa la capa tecal de la capa de granulosa (Figura 12). De esta forma la capa de
células de la teca representa la primera fuente de nutrientes y gases tanto para las células
de la granulosa como para las células germinales. Este aumento de la vasculatura de los
foliculos asegura el suministro de gonadotropinas a los mismos y por lo tanto se
encontraria involucrado en la seleccion del foliculo preovulatorio (Figura 12) [237].
Una vez producida la ovulacion, es tal el desarrollo vascular que observamos en la
formacion del cuerpo luteo que podriamos compararla con la angiogénesis que se
observa en tumores [238]. La regresion de capilares y disminucion de la vasculatura, se
encuentra involucrada tanto en el desarrollo folicular, como en la lutedlisis. Es asi que
los foliculos cuyos capilares degeneran por algin motivo, no pueden continuar su
desarrollo y entran en el proceso de atresia. También durante la regresion luteal junto a
los cambios funcionales y estructurales que observamos, la vasculatura degenera junto a

las células esteroidogénicas.

En los ovarios de organismos que se encuentran en edad reproductiva, no
encontramos expresion de la proteina VEGF en el foliculo primordial o en el foliculo
primario. En cambio, VEGF se expresa en el citoplasma de las células de la granulosa y
las células tecales de los foliculos antrales y preovulatorios, siendo la intensidad de esta

proteina menor en las células de la granulosa comparada a las células tecales internas en
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los foliculos que se encuentran en desarrollo [239;240]. Esto sugiere que la secrecion
paracrina de VEGF seria esencial para la angiogénesis folicular. En el cuerpo luteo,
VEGEF se expresa en ambos tipos celulares, granulosa y tecales luteinicas y como es
esperable, esta proteina no se encuentra en foliculos atrésicos o en cuerpos liteos en

regresion [241;242].

Foliculo

. ¢ Foliculo
Primario antral
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Vena

Figura 12: Angiogenesis folicular. Desarrollo de la vasculatura durante el desarrollo

folicular [243].

Regulacion de VEGF

La expresion del mensajero y/o de la proteina de VEGF es estimulada por LH en
células de la granulosa de numerosas especies y la exposicion a elevados niveles de
gonadotropinas aumenta no solo su expresion, sino también la de sus receptores tanto en
foliculos de porcinos como de rata [244-246]. Ademas, se demostrd en células humanas
granulosa-luteinicas que FSH, PGE2, AMP ciclico, y un activador de la proteina
quinasa C, estimulan el ARN mensajero de VEGF [247], pero la hipoxia es la principal
inductora del factor VEGF [232].
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VEGF también se encuentra regulado por esteroides como los estrogenos.
Mueller y col. [248] han demostrado la accion directa de los estrogenos sobre este gen
sugiriendo el rol de estos esteroides en la regulacion de VEGF durante la

foliculogénesis.

Receptores de VEGF

Los efectos de VEGF estdn mediados por al menos tres tipos de receptores
pertenecientes a la familia de receptores tirosin-quinasa descriptos principalmente en las
células endoteliales, 1) Flt-1 o VEGFR-1; 2) Flk-1 o KDR o VEGFR-2; 3) Fit-4 o
VEGFR-3 (Figura 13). La angiogénesis es estimulada por el receptor KDR, mientras el
receptor Flt-1 pareceria tener un rol mas tardio en este proceso [231]. Numerosos
estudios sefialan que ambos tipos de receptores poseen diferentes caminos de
transduccion de sefiales y por lo tanto difieren en la respuesta bioldgica desencadenada
tras su activacion [249].

Aparentemente la activacion del receptor KDR mediaria la proliferacion de las
células endoteliales y la supervivencia y permeabilidad vascular, mientras Flt-1 poseeria
un rol inhibitorio secuestrando el factor de VEGF y de esta forma impediria su
interaccion con el receptor KDR [250]. Estos receptores se encuentran en las células
endoteliales ubicadas entre las células estromales y en las que conforman la red capilar
alrededor de las células tecales de los foliculos en crecimiento. Por esta razon, el
endotelio parece ser el primer sitio de accion del VEGF [251]. Hasta donde se conoce,
en la rata el ARN mensajero del receptor KDR se expresa en el endotelio de foliculos
preantrales y antrales tempranos y la proteina del mismo se encuentra en células de la

granulosa, tecales y endoteliales de foliculos preovulatorios y en células del cuerpo

lateo [18;240].
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ANGIOPOIETINAS

Como hemos nombrado anteriormente, las angiopoietinas pertenecen a una
familia recientemente identificada de factores angiogénicos. Estas actuan de forma
coordinada y complementaria con VEGF-A principalmente durante los estadios tardios
de la angiogénesis. En raton se han descripto 3 angiopoietinas (Angptl, Angpt2 y
Angpt3), mientras que en humanos, ha sido identificado, un cuarto tipo de angiopoietina
(ANGPT4) [227;253]. De esta familia, la angiopoietina 1 y 2 son las mas estudiadas
hasta el momento y, funcionalmente la ANGPT2 parece ser un antagonista natural de la
ANGPTI. Mientras la Angptl se expresa en una gran variedad de tejidos, la Angpt2 se
encuentra principalmente en el tracto reproductivo femenino, placenta, ovario y utero
[254].

Contrariamente a lo que hemos descripto para el factor VEGF, Angptl posee
poca capacidad de inducir la mitosis en las células endoteliales, sugiriendo que esta
proteina no poseeria las clasicas funciones de los otros factores angiogénicos, si no que
actuaria de forma coordinada con VEGF-A en la maduracion endotelial y la
estabilizacion vascular de los vasos (Figura 14) [254]. Si bien estas proteinas no son
factores mitogénicos, cumplen un rol esencial en el proceso de angiogénesis. La
Angpt2 desestabiliza los vasos preexistentes, y estos como consecuencia pierden la
matriz celular que los contiene, de esta forma facilita la entrada de factores
angiogénicos como el VEGF para la estimulacién de la proliferacion de las células

endoteliales y su migracion. Por su parte, la Angptl recluta células periendoteliales
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promoviendo la maduraciéon de los vasos y manteniendo su integridad (Figura 14)

[227:253].
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Figura 14: Actuacion de VEGF, ANGPT-1 y 2 en la formacion, estabilizacion y

regresion de vasos sanguineos.

ANGIOPOIETINAS EN LA FOLICULOGENESIS

Es poco lo que sabemos acerca de las angiopoietinas en el ovario.

La Angptl se encuentra asociada a los vasos sanguineos y su expresion es
simultdnea a la vasculogénesis del cuerpo luteo. Esto concuerda con la hipdtesis de que
esta angiopoietina tendria una funcion mas tardia en la angiogénesis que VEGF.
Ademas, en el ovario de raton, el ARN mensajero de esta proteina estd presente en la
capa de células tecales de los foliculos preovulatorios y luego en las células del cuerpo

luteo que derivan de la granulosa [227].
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Por otro lado, la Angpt2 se encuentra en los foliculos preovulatorios asociada a
los vasos sanguineos en la teca interna y luego se expresa en células de la granulosa,
siendo también su expresion abundante en el cuerpo luteo en el estadio de formacion
temprana del mismo [227]. En esta fase colaboraria con VEGF en la invasion de los
vasos durante la luteogénesis. También es interesante destacar que el ARN mensajero
de la Angpt2 se expresa uniformemente en gran cantidad en los foliculos atrésicos
donde no encontramos VEGF, especialmente en las células de la granulosa. Por lo tanto,
con los datos que poseemos hasta el momento, ANGPT2 tendria distintos roles segun la
presencia o ausencia de VEGF: en presencia de VEGF, la ANGPT2 promoveria el
desarrollo de vasos bloqueando la accion de ANGPTI1, en cambio, en ausencia de
VEGF, contribuiria a la regresiéon de los vasos sanguineos inhibiendo la accion de
angpt-1 [255]. En resumen, mientras ANGPT]1 estabiliza los vasos sanguineos, la
ANGPT?2 bloquea esta accion permitiendo a los vasos a permanecer en un estado mas

pléstico donde serian mas sensibles a las sefiales estimuladoras del VEGF-A [254].

Receptores de angiopoietinas

Estas proteinas se unen a dos receptores del tipo tirosin-quinasa, Tie-1 y Tie-2,
diferentes a los receptores de VEGF (Figura 15). Especificamente, ANGPT1 se une y
activa al receptor Tie-2, en el cual induce la fosforilzacion, mientras la ANGPT2 posee
la misma afinidad por este receptor, pero no logra activarlo y el mismo no se fosforila
segun observaciones realizadas en experimentos realizados in vitro [18]. Mas alin, altas
concentraciones de ANGPT2 bloquean la acciéon de ANGPT1, razon por la cual, hemos
dicho anteriormente que esta proteina representaria un antagonista natural de ANGPT1/
Tie-2.

Existen pocos datos acerca de estos receptores. Se sabe que en primates no
humanos como marmoset, la expresion de Tie-2 se observa en las células endoteliales
en los foliculos terciarios [227;256]. Ademas, este receptor ha sido localizado también
en células de la granulosa de foliculos primordiales, disminuyendo su nivel en los
foliculos secundarios con expresion limitada a las células del ciimulus en los foliculos

terciarios [256].
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Las angiopoietinas poseen diferente regulacion que el factor VEGF. La hipoxia
o VEGF no inducen a la proteina ANGPT1 o al receptor Tie-2 [257], mientras que los
factores PDGF (factor de crecimiento derivado de plaquetas), EGF (factor de
crecimiento epidermal) y TGF-B (factor de crecimiento transformante) inhiben Ia
expresion del ARN mensajero de Angptl.

Los mecanismos de regulacion de ANGPT2 también difieren respecto de los que
regulan ANGPTI. En las células endoteliales la ANGPT1, ANGPT2, y TGF-3
disminuyen la expresion del ARN mensajero de la Angpt2. Sin embargo, a diferencia de
la Angiopoietinal, y de forma similar a VEGF, la hipoxia aumenta los niveles del ARN

mensajero de Angpt2 [18].

Cabe destacar que existen otros factores reguladores de este proceso angiogénico
pero que hasta el momento parecen poseer menor importancia que los citados en este
trabajo. Sin embargo, recientemente se ha descripto otro factor que actuaria en
coordinacién con el VEGF, ANGPT1 y ANGPT2, denominado EG-VEGF (factor de

crecimiento del endotelio vascular derivado de glandula enddcrina) [258].

Estos factores, como hemos descripto, son regulados por gonadotrofinas, esteroides
gonadales y factores producidos de forma local a través de mecanismos endocrinos,
paracrinos o autocrinos, y actuan de una forma coordinada durante la angiogénesis
ovdarica. Como tantos otros procesos, cualquier falla en la integracion de uno o mads
de estos factores, afectaria de forma adversa al desarrollo folicular, la ovulacion, el

Sfuncionamiento del cuerpo luteo y generaria situaciones patologicas en el ovario.
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HORMONA LIBERADORA DE GONADOTROFINAS (GnRH)

La dilucidacion de la estructura de la Hormona liberadora de gonadotrofinas
(GnRH) data de 1971 [259]. Esta hormona ha sido encontrada en varias especies y
actualmente han sido identificadas 13 formas distintas [260]. En particular, GnRH-I,
unica isoforma expresada en cerebro de primate, cumple una funcién radical en la
reproduccion en mamiferos. También ha sido identificada otra isoforma, GnRH-II, la
cual se encuentra expresada en altos niveles en otros Organos, sugiriendo otras
funciones ademas de la conocida en la regulacion neuroendocrina [21].

Este neuropéptido es sintetizado y liberado por las células neurosecretoras del
hipotdlamo, més especificamente en el nucleo arcuato en el hipotdlamo medio basal.
Este recibe factores estimuladores como Epinefrina y Norepinefrina (que aumentan su
secrecion) 6 factores inhibidores como dopamina, serotonina y opioides enddgenos (que

disminuyen su secrecion).

Regulacion neuroendocrina del ovario ejercida por GnRH

La liberacion de GnRH desde el hipotdlamo se da de forma pulsatil y es volcada
al sistema circulatorio portal hipotalamo-hipofisario para luego ser transportada a la
hipofisis anterior. Este modo de secrecion se observa en todas las especies de
mamiferos y existe una sincronia notable entre los pulsos de GnRH en sangre portal y
los pulsos de LH en sangre periférica [261-263]. Por lo tanto, el control de secrecion
de GnRH desde las terminaciones nerviosas representa el controlador clave de la
secrecion de gonadotrofinas hipofisarias y por ende de todo el proceso reproductivo.

La accidon estimuladora de la secrecion de gonadotrofinas es ejercida mediante la
unién y activacion de este péptido (GnRH-I) a su receptor en células gonadotropas de la
hipofisis. De esta forma, GnRH-I estimula la sintesis y secrecion de la Hormona
Foliculo Estimulante (FSH) y de la Hormona Luteinizante (LH), las cuales promueven
la sintesis de esteroides y la gametogénesis gonadal en ambos sexos.

Este sistema hipotalamico-hipofisario coordina el proceso que destina a un
foliculo a ser ovulado mediante el control del ciclo menstrual en la mujer y estral en la

rata.
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En resumen, GnRH regula la sintesis, el almacenamiento de las gonadotrofinas y la

activacion o movimiento de los pooles de reserva de gonadotropinas para su secrecion.

"M 7

Figura 16: Eje Hipotalamo-Hipo6fiso-Gonadal y GnRH. La secrecion de GnRH desde
el hipotdlamo ocurre de forma pulsétil controlando la sintesis y secrecion de las

gonadotrofinas. Tomado y Modificado de Glode y col. [264]

GnRH en el ovario

Ambas isoformas de GnRH anteriormente nombradas, GnRH-I y GnRH-II,
fueron localizadas en varios compartimentos del ovario humano y se encuentran
reguladas por esteroides gonadales y gonadotrofinas.

En estudios realizados utilizando la técnica de hibridacion in situ, se ha
localizado el ARN mensajero de GnRH-I en células humanas de la granulosa de
foliculos ovéricos primarios, secundarios y terciarios [260;265;266]. Transcriptos
pertenecientes a estas isoformas fueron detectados principalmente en células de la
granulosa luteinizadas, en células ovaricas epiteliales, asi como también, en carcinomas
ovaricos [267-271]. Al igual que GnRH fue encontrado en tejido ovarico, han sido
detectados receptores para GnRH. Hasta la actualidad han sido identificados dos tipos

de receptores en mamiferos, receptores Tipo I y receptores Tipo II. La secuencia
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nucleotidica de estos receptores, demostraron ser idénticas a las secuencias de los
receptores que se expresan en los gonadotropos [253;272].

Los receptores para GnRH en el ovario, fueron caracterizados en células de la
teca interna, granulosa y cuerpo luteo de numerosas especies [266;273;274], como
también receptores de alta afinidad en células de la granulosa y luteales de rata [275].

En ovario de rata, solo han sido identificados hasta el momento proteinas
similares a GnRH [276], transcriptos del receptor de GnRH [266;277] y mediante la
técnica de hibridacion in situ, el ARN mensajero de GnRH ha sido localizado en células
de la granulosa de rata [265].

En humanos, en cambio, Choi J.H., y colaboradores [278] han descripto la
localizacion a nivel proteico de los factores GnRH-I, GnRH-II y el receptor de GnRH
(GnRHR, que se une a ambas formas de GnRH), en ovarios de mujeres
premenopausicas. Estas proteinas no se encontraron en los estadios foliculares que
abarcan desde foliculos primordiales hasta antrales tempranos inclusive. En cambio,
fueron localizados en las células de la granulosa de foliculos preovulatorios de forma
predominante. En el cuerpo liteo, se detectaron principalmente en células luteales

derivadas de células de la granulosa.

Seiializacion del receptor de GnRH en el ovario

Los estudios realizados acerca del mecanismo de transduccion de sefiales que se
dispara tras la activacion del receptor de GnRH-I demuestran que el mismo es un
receptor de los denominados acoplados a proteinas G y que tras su activacion, estimula
multiples clases de estas proteinas, tanto en células de la hipofisis como en los distintos
tipos celulares del ovario. Esto sugeriria la activacion de distintos caminos
intracelulares y la ejecucion de efectos especificos segun el tipo celular o seglin el
tejido. A esto se atribuiria, en mayor medida, la variedad de respuestas y efectos
controversiales que se observan en los estudios que seran descriptos mas adelante.

Respecto al mecanismo de accion de este péptido en el ovario, ha sido
demostrada su asociacion a proteina G con la consecuente activacion de fosfolipasa C
(PLC), formacién de mono, bis y tris-fosfatos (InsP, InsP,, InsP;) y diacilglicerol
(DAG). Los inositoles trifosfatos (InsPs, actian con receptores especificos en el reticulo

endoplasmatico induciendo un aumento rapido en la concentraciones de calcio
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intracelular. Por su lado, el DAG activa la proteina quinasa C (PKC) la cual estimula
una serie de proteinas denominadas proteinas quinasas activadoras de mitogénesis
(MAPK) involucradas en proliferacion y diferenciacion celular. También se han
observado acciones a través de las proteinas fosfolipasa A, (PLA,) y fosfolipasa D
(PLD) [279;280]estimulando el metabolismo del 4cido araquidénico [281;282]

La relacion entre el metabolismo de los fosfoinositoles activado por GnRH y la
sintesis de esteroides en células de la granulosa ha sido demostrada utilizando tanto
agonistas de GnRH como antagonistas del mismo. Se ha observado que la accion de
GnRH sobre la esteroidogénesis es mimetizada utilizando activadores de la PKC o
ionoforos de calcio [283]. También los productos del acido araquidéonico han
demostrado estar involucrados en la mediacion de los efectos que GnRH tiene sobre la
produccion de progesterona en células de la granulosa [284;285].

La naturaleza de la sefializacion a través de proteinas G iniciadas por el receptor
de GnRH depende, en gran medida, del contexto celular. Un ejemplo es el hecho de que
el receptor humano de GnRH expresado en células ovaricas de hamster y en una linea
celular, COS-7, se acopla a la proteina Ggqi1 [286]. Por el contrario, este mismo
receptor se acopla selectivamente a la proteina Gq en algunos tumores del tracto
reproductivo y sus lineas celulares derivadas [287-289] contrariamente a los observado
en células de hamster o la linea celular COS-7.

En sintesis, la ejecucion de efectos especificos segun el tipo celular o segun el tejido
y ademas, la variedad de respuestas que se observan debido a la accion de GnRH, se
deberia a la activacion de distintos caminos intracelulares por union de esta hormona

a su receptor.

Regulacion de GnRH y sus receptores en el ovario

Existen numerosos trabajos que resumen la regulacion de GnRH y sus receptores
en tejido ovarico.

La expresion del receptor de GnRH-1 (GnRHR) ha sido demostrada en varios
tipos celulares del ovario humano [268-270;290;291]. Ademas, estudios cuantitativos de
los ARN mensajeros evidenciaron que los niveles de estos son mucho menores en el
ovario que en la hipofisis de primates [291;292].

Es muy interesante observar que la expresion génica de los receptores de GnRH en el
ovario depende del grado de desarrollo folicular y del estadio estral en el caso del

roedor. La expresion es mayor en foliculos de Graff y foliculos atrésicos, siendo esta
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menor en foliculos preantrales, antrales pequefios y cuerpo luteo [277]. En foliculos
atrésicos la expresion aumenta en el dia del proestro de forma coincidente con el pico de
LH preovulatorio y estos niveles se mantienen elevados a lo largo del pico preovulatorio

seguidos de una disminucion en el metaestro. [277].

En cuanto a la regulacion de su expresion, hay numerosas evidencias de la
regulacion ejercida por los ligandos GnRH-I y II. En células granulosa luteinicas, la
administracion de GnRH-I y II ejerce una regulacion diferencial sobre la expresion de
GnRHR. Luego del tratamiento con GnRH-I, se observa un cambio bifasico en los
niveles del receptor de GnRH-I dependiendo de la dosis utilizada, contrariamente a la
represion observada al tratar las células con GnRH-II independientemente de la
concentracion del mismo [271].

En particular, en células de la granulosa obtenidas de foliculos preovulatorios de
rata, GnRH induce un aumento, mientras LH disminuye los niveles del ARN mensajero

del receptor [277].

En sintesis, la expresion espacial y temporal del receptor de GnRH en células
ovdricas a través del ciclo estral, demuestran que esta hormona cumpliria funciones
en importantes procesos de la reproduccion, como la ovulacion, asi como también en

eventos asociados al desarrollo folicular, como ser el proceso de atresia folicular.

Evidencias de los efectos de GnRH en ovario

Ha sido ampliamente demostrada la accién antigonadotréfica de GnRH-I en el
ovario de rata en cultivos primarios de células de la granulosa donde se observd una
supresion de la esteroidogénesis estimulada por FSH y LH. Este efecto se daria, entre
otros, inhibiendo la producciéon de AMPc estimulada por FSH y consecuentemente la
activacion de la proteina quinasa [293;294]. En células humanas granulosa luteinicas, el
tratamiento con GnRH-I o su agonista, también produce una inhibicién de la
esteroidogénesis basal y la estimulada por FSH [270;295;296] a través de la inhibicion

de la enzima aromatasa. Sin embargo, GnRH presenta efectos controversiales como ser
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la estimulacion de la actividad de aromatasa en el mismo tipo celular pero utilizando
concentraciones menores del agonista [270;296-299].

Sridaran y col., demostraron que la administracion de un agonista de GnRH-I
inhibe la esteroidogénesis luteal en ratas prefiadas, a través de la inhibicion de la
proteina StAR, la proteina similar al receptor de benzodiazepina receptor (PBR) y la
enzima P450scc [300]. Ademés, GnRH inhibe tanto in vivo [301] como in vitro
[113;301-303], la secrecion luteal de progesterona inducida por LH/hCG y desensibiliza
los receptores de LH en este tipo celular [304].

GnRH también ejerce efectos estimuladores como en células de la granulosa
sobre la produccion de estrogenos, progesterona, 200-OH progesterona y
prostaglandinas [298;305]. La accion de GnRH estimuladora mas consistente, es la
induccioén de la ovulacion en ratas hipofisectomizadas [306].

La respuesta celular a la union de GnRH a su receptor ovarico, tanto en células
de la granulosa como en células luteales, parece ser similar a la observada en células
hipofisarias, involucrando el camino de transduccion de sefiales de fosfolipasa C
(PLC), movilizacion de Ca 2+, fosforilacion de proteinas y metabolismo de acido
araquidonico. Ademas, la accion antigonadotrofica de GnRH sobre las células ovaricas

parece depender y estar mediada por Caz+ [280].

La exposicion prolongada 6 continua a GnRH 6 a sus agonistas determina una
supresion profunda de la liberacién de gonadotrofinas conocida como downregulation
y como consecuencia la inhibe la producciéon de hormonas sexuales [307]. Se han
propuesto dos mecanismos para explicar la accidon antigonadal de GnRH: uno es el de la
desensibilizacion, que implicaria desacople de la union hormona-receptor y el otro se
refiere a una disminuciéon en el numero de receptores disponibles, debida a la
internalizacioén de los complejos [308]. También, se ha demostrado que el GnRH y sus
agonistas actiian en tejidos extrahipofisarios como placenta, mama y ovario [309-311].
La accion antigonadal de los analogos de GnRH ha sido descripta en células de

granulosa y cuerpo luteo de rata [56;312-314], observacion que avalaria el hecho de que
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los péptidos sintetizados localmente cumplirian una funcién local, autocrina ¢ paracrina

sobre la funcion gonadal.

La historia de GnRH en nuestro laboratorio

El primer trabajo realizado en nuestro laboratorio acerca de la accion directa de
GnRH sobre la funcion gonadal fue publicado en el afio 1993 [310]. El interés por
estudiar este factor originariamente sintetizado y secretado por el hipotdlamo, surgio del
uso frecuente de analogos de GnRH en protocolos de fertilizacion in vitro. Estos
analogos se utilizan con el fin de inhibir la secrecion endogena de gonadotrofinas, mas
precisamente, el pico preovulatorio de LH y asi controlar en estas pacientes la ovulacion
mediante la administracion de gonadotrofinas exdgenas. De lo contrario, la secrecion
espontanea de esta hormona induciria la ovulacion y llevaria a la cancelacion de estos
ciclos de estimulacidn en estos tratamientos. Se observd que cuando se utilizaban estos
analogos en los protocolos de hiperestimulacion ovarica, se requerian mayores dosis de
gonadotropina humana (hMG, Gonadotropina humana de Mujeres post-Menopausicas)
en comparacion a aquellas mujeres en las cuales el tratamiento consistia en la aplicacion
de hMG y clomifeno. En nuestro laboratorio se postulé que la menor respuesta a hMG
era debida a una accion inhibitoria de GnRH actuando directamente en el ovario.

En este primer trabajo, se demostrdé que las altas dosis de agonistas de GnRH
necesarias para estimular el ovario, estarian relacionadas a un efecto inhibitorio de este
agonista sobre los receptores de LH y la actividad de la enzima aromatasa. Se realizaron
cultivos de células granulosa-luteinicas obtenidas de pacientes incluidos en programas
de fertilizacion in vitro, y se observd que la expresion de los receptores de LH
aumentaba en la células de la granulosa luego de 48 hs de cultivo y que en presencia de
Acetato de Leuprolide (LA, analogo de GnRH) (Figura 17) se inhibia este aumento. Se
concluyd que LA inhibe el reciclado del receptor de LH en estas células. También LA
produjo una inhibicion en la produccion de estradiol por parte de estas células, con un
aumento en la produccion de progesterona. En el cuerpo liteo de ratas a las cuales se les
administraba LA, también se observé un efecto inhibitorio en cuanto a la produccion de

progesterona y un aumento en la actividad de la enzima aromatasa [310].
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El siguiente trabajo de nuestro laboratorio fue realizado en 1997 [313] y se
ampli6 el estudio del efecto del agonista de GnRH sobre el desarrollo folicular y el
proceso de apoptosis (atresia folicular). En este trabajo se observd que en ratas
prepuberes estimuladas con gonadotropinas, el tratamiento in vivo con LA afectaba la
capacidad luteal de sintesis de esteroides y aumentaba la apoptosis en el ovario,

interfiriendo con el reclutamiento folicular y el proceso de luteinizacion.

El proximo paso en esta linea de investigacion fue analizar los efectos que LA
producia en foliculos antrales tempranos, los cuales sufren de apoptosis espontanea
luego de 24hs de cultivo en ausencia de hormonas o factores de crecimiento.
Interesantemente, en este trabajo se observo que la presencia de LA en los cultivos, era
capaz de prevenir la supresion de la apoptosis espontanea de estos foliculos ejercida por
factores como FSH, FGF o IGF-1, interfiriendo en el mecanismo de accion de estos

factores de crecimiento [315].

Casi simultdneamente con el trabajo anterior se investigd el efecto in vivo de
GnRH sobre el desarrollo folicular inducido por gonadotropinas en ratas y se analizaron
los posibles mecanismos moleculares involucrados en el proceso inhibitorio ejercido
por GnRH [78]. Se observé una inhibicién en el desarrollo folicular inducido por
gonadotropinas en ratas tratadas in vivo con el andlogo de GnRH, como también un
aumento en el proceso de apoptosis en foliculos preantrales y antrales. En cuanto a la
apoptosis, fue interesante observar que el tratamiento con GnRH reducia la estabilidad
de una proteina inhibidora de la apoptosis, Bcl-xL, y que esta reduccion también se vio
reflejada en una disminucién de la relacion Bel-xL: Bcel-xS (proteina proapoptdtica). Es
interesante destacar que el desbalance entre ambas proteinas, se correlaciond con la

accion apoptotica de GnRH encontrada en este trabajo.

Recientemente [92], el laboratorio publicd otro trabajo analizando fracciones
citosolicas y mitocondriales de foliculos provenientes de ratas estimuladas con
gonadotropinas tratadas in vivo con el analogo de GnRH y/o con un antangonista de
GnRH, Antide. En principio se observo que LA disminuia el peso del ovario de las
ratas, aumentaba el niimero de foliculos preantrales y atrésicos y disminuia el nimero
de foliculos antrales tempranos y preovulatorios. Alin mas interesante fue observar que

la proteina Bax, inductora de la apoptosis, se encontraba predominantemente en la
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fraccion mitocondrial de las células, mientras el citocromo c, estaba mayoritariamente
localizado en el citosol. Este resultado nos demostr6 que luego del tratamiento con
GnRH, la proteina proapoptdtica Bax, localizada en el citoplasma de los foliculos sanos,
se redistribuia yendo hacia la mitocondria y la proteina proapoptotica, citocromo C, se
trasladaba de la mitocondria al citoplasma. La administracion de antide revirtio los
efectos observados por la administracion de LA. Se sabe que [316;317] ante un estimulo
proapoptdtico, la proteina Bax transloca desde el citoplasma a la mitocondria donde,
mediante la formacion de un poro en la membrana de esta, induce la liberacion del
citocromo C, favoreciendo el proceso de apoptosis [316;317].

Como hemos descripto, el co-tratamiento con el antagonista de GnRH, Antide,
revirtio los efectos observados por la administracion de LA sobre los parametros
estudiados en este trabajo. Mas aun, en los animales tratados con Antide solamente, se
observd que el antagonista posee una accioén per sé en el ovario, como por ejemplo,
aumento del peso de los ovarios de las ratas y del namero de foliculos preovulatorios vy,
una disminucién del numero de células apoptdticas en foliculos antrales tempranos y
preovulatorios comparado al grupo de animales que solo habia sido tratado con
gonadotropinas. Ademas, el Antide inhibi6 la movilizacion de BAX del citoplasma a la
mitocondria y retuvo el citocromo C en la mitocondria comparado al tratamiento con
gonadotropinas. Estas observaciones fueron sumamente importantes, ya que demuestran
que bloqueando el receptor de GnRH, existe un efecto estimulador in vivo del desarrollo
folicular, sugiriendo la presencia de una proteina endégena ovarica similar a GnRH que

poseeria un rol inhibitorio de la funcion ovarica.
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ACETATO DE LEUPROLIDE

Figura 17: Diferencia entre la secuencia aminoacidica de GnRH y LA. Estructura

quimica del Acetato de Leuprolide, LA [318].
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Este breve resumen sintetiza la investigacion que se llevo a cabo en el laboratorio
respecto de GnRH y su relacion con el desarrollo folicular, asi como también la

forma en la que surgio esta linea de investigacion.

Hemos descripto hasta aqui los procesos que tienen lugar durante el desarrollo,
muerte u ovulacion de un foliculo ovarico. También hemos nombrado numerosos
factores que intervienen en estos procesos, haciendo de esto un mecanismo
sumamente complejo compuesto de distintas etapas. Como podemos observar,
cada una de estas posee un alto grado de regulacion dada por la coordinacion,

interaccion, regulacion a nivel de expresion o actividad de multiples factores.

Hasta ahora se conocen, como hemos citado, numerosos efectos de GnRH sobre la
funcion gonadal. Esto se ha observado, in vivo e in vitro, en células foliculares y
células luteales. Sin embargo, no existen evidencias hasta el presente de la accion de
GnRH y de la forma en que este factor interactuia con la accion de las gonadotrofinas
sobre las enzimas y la produccion de hormonas esteroideas. Ademds, tampoco se sabe
acerca del efecto de GnRH sobre las proteinas claves que regulan la angiogénesis

ovdrica.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

79



HIPOTESIS

En este trabajo la hipotesis planteada surgio a partir de las observaciones
que hemos descripto en la introduccion respecto de GnRH-1 y su accion en el
ovario. En la misma hemos relatado como comenzamos a investigar la relacion
entre la Hormona Liberadora de Gonadotrofinas (GnRH) y el desarrollo del
foliculo ovarico. El interés por estudiar este factor surgio del amplio uso de los
analogos de GnRH-I en la clinica, en particular el Acetato de Leuprolide o LA. Este
se utiliza en protocolos de fertilizacion asistida con el fin de inhibir la secrecion de
gonadotrofinas endégenas. Como se menciond, se experimenta una disminucion en

la respuesta ovarica frente a la administracion de gonadotrofinas exogenas.

Postulamos al GnRH-I como un factor intraovarico que actuaria de forma local
inhibiendo procesos esenciales involucrados en el desarrollo de los foliculos

ovaricos y en la seleccion del/de los foliculos dominantes.

La hipotesis planteada en esta tesis es que el GnRH-I interfiriere en los procesos de
sintesis y metabolismo de esteroides y en la angiogénesis ovarica. Ademas nos
planteamos la siguiente pregunta: ;el efecto de GnRH-I sobre estos parametros lleva
al foliculo a entrar en el proceso de atresia folicular mediado por apoptosis de las

células foliculares?
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OBJETIVO GENERAL DEL TRABAJO

Ante esta hipotesis, el objetivo que nos planteamos en la presente investigacion
fue examinar el efecto de la administracion de un andlogo de GnRH-I, Acetato de
Leuprolide, LA, sobre la sintesis y metabolismo de esteroides, la angiogénesis y la

apoptosis ovarica en ratas prepuberes estimuladas con gonadotrofinas.

Objetivos especificos
Los objetivos especificos de este trabajo sobre la sintesis y metabolismo de los
esteroides ovaricos fueron los siguientes:

1. Estudiar el efecto in vivo a distintos tiempos de la administracion del andlogo de
GnRH-I, acetato de leuprolide, LA, a ratas prepuberes estimuladas con PMSG

(gonadotropina de yegua prefiada), sobre los siguientes parametros esteroidogénicos:

a. el contenido folicular y niveles séricos de Progesterona, Androsterona,
Testosterona y Estradiol y el contenido folicular de 20a-

Hidroxiprogesterona
b. los niveles séricos de Progesterona

c. la expresion génica del ARN mensajero y los niveles proteicos

foliculares de la StAR

d. la localizacién celular en el ovario de la proteina StAR
e. los niveles proteicos foliculares del citocromo 11A1

f. los niveles séricos de Androsterona

g. la expresion génica el ARN mensajero y los niveles proteicos

foliculares de CYP17

2. Estudiar el efecto in vitro del tratamiento de foliculos ovaricos con acetato de

leuprolide, LA, sobre los siguientes parametros esteroidogénicos a distintos intervalos

de tiempo (8, 12, 24 y 48 hs):

a. el contenido de androsterona folicular
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b. el nivel de expresion proteica de las enzimas StAR y CYP17

3. Analizar el efecto in vivo de acetato de leuprolide sobre los siguientes pardmetros

involucrados en la angiogénesis ovarica:

a. los niveles de expresion proteica de las proteinas VEGF y ANGPT-1y
sus receptores Flk-1 y Tie-2

4. Analizar el efecto in vivo de acetato de leuprolide sobre:

a. la actividad, procesamiento y distribucion celular de la proteina

efectora de la apoptosis caspasa-3
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MATERIALES Y METODOS
Animales

En todos los experimentos que conforman esta tesis se emplearon ratas virgenes
prepuberes (Rattus novergicus, 23-25 dias) de la cepa Sprague Dawley, del Instituto de
Biologia y Medicina Experimental (IByME-CONICET). Todos los experimentos y
protocolos que se realizaron fueron aprobados por el comité de ética del IByME y
llevados a cabo de acuerdo con la guia para el cuidado y uso de animales de laboratorios
del NIH (Instituto Nacional de la Salud, USA). Los animales se encontraban en el
bioterio en condiciones controladas de temperatura (21-23°C) y con un fotoperiodo de
12 hs luz: 12 hs oscuridad (las luces se encienden a las 7.00 hs y se apagan a las

19.00hs), recibiendo alimento balanceado y agua ad libitum.

Tratamientos

Obtencion de ratas superovuladas

A los animales utilizados en los experimentos, se les administro
subcutaneamente 25 Ul/rata de la gonadotropina PMSG (eCG, Gonadotropina coridnica
equina), la cual posee actividad de FSH. Con este tratamiento se induce el multiple
desarrollo y reclutamiento folicular, motivo por el cual denominaremos a estos
animales, animales superovulados o hiperestimulados.

Para los experimentos que realizamos sobre la sintesis y metabolismo de los
esteroides, los animales recibieron una unica dosis de PMSG y fueron sacrificados a
distintos tiempos luego de esta inyeccion a los cuales se realizaron los diferentes
ensayos.

En cambio, los animales que fueron utilizados para los ensayos del estudio de la
angiogénesis ovarica y los ensayos de apoptosis fueron sacrificados 48 hs luego de

recibir también, una unica inyeccion de 25 Ul/rata.

Administracion de los analogos de GnRH-I, acetato de leuprolide (LA) y antide
(ANT)
Los animales que se utilizaron para el andlisis de la esteroidogénesis, se

dividieron en dos grupos:
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1) Control (grupo tratado con solucion fisioldgica)

2) LA (grupo tratado con acetato de leuprolide)

El tratamiento se realizd de la siguiente manera: todos los animales recibieron la
dosis de PMSG de 25 Ul simultdneamente con una dosis de LA de 2pg/rata. Los
mismos fueron sacrificados a distintos tiempos luego del tratamiento segun se detalla en
cada experimento. El rango de tiempos de sacrificio comprende: 0, 2, 4, 8, 12, 24 y 48
hs, estando el tiempo 0 conformado por aquellos animales que no recibieron inyeccion

alguna (animales no estimulados).

Los animales que se utilizaron para el estudio de la angiogénesis y apoptosis, se
dividieron en cuatro grupos experimentales:

1) Control (grupo tratado con solucion fisiologica)

2) LA (grupo tratado con acetato de leuprolide)

3) ANT (grupo tratado con antide, antagonista de GnRH-I)

4) LA+ANT (grupo tratado con ambos anédlogos, LA y ANT)

En este caso, el tratamiento se realizo de la siguiente manera: todos los animales
recibieron una unica inyecciéon subcutanea de PMSG simultdneamente con la/las
inyecciones correspondientes a cada tratamiento, es decir, con solucién fisiologica
(grupo Control) o con uno o ambos analogos (demas grupos). El tratamiento con el/los
analogos se realizd cada 12 hs a las dosis correspondientes durante 48hs, mientras los
animales del grupo control recibieron inyecciones de solucion fisiologica.

El grupo LA recibi6 inyecciones subcutdneas de acetato de leuprolide de 0,5 pg/
rata (1pg/rata/dia) y para el grupo ANT, la dosis fue de 5 pg/rata (10 pg/rata/dia).

El grupo LA+ANT recibié una inyecciéon de cada uno de los andlogos a las dosis

indicadas anteriormente.
Los animales fueron sacrificados por decapitacion, aspiracion de CO, o
dislocacion cervical 3 hs luego de la ultima inyeccion (los animales recibieron en total

cinco inyecciones).

Extraccion de esteroides de suero
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La sangre extraida de las ratas tratadas se dejo 2 hs en cuarto frio para la
formacion de coagulos, se extrajo el suero y se centrifugd 15 minutos a 1500 rpm. Se
agregd 2 ml de éter, se agitd 30 segundos y se colocd 30 minutos a —70° C. Se obtuvo
una fase acuosa congelada y el sobrenadante etéreo se trasvasd y evapord a sequedad.
Se repitid la extraccion con éter realizada anteriormente sobre la fase acuosa y
nuevamente se evaporo a sequedad el sobrenadante. El remanente obtenido luego de la

evaporacion, se resuspendié en 200 pl de buffer RIA (radioinmunoensayo).

Aislamiento de foliculos antrales o preovulatorios

Los ovarios de ratas (6 ovarios por tratamiento) pertenecientes a los grupos
correspondientes se desgrasaron y los foliculos antrales (>200 pm de diametro) y
preovulatorios (>400 pum de didmetro) se aislaron por microdiseccion bajo la lupa
utilizando agujas finas. Se realizaron 3 pooles foliculares de 100 o 60 foliculos cada uno
para la realizacion de RT-PCR, western blot o extraccion de esteroides. De la misma
forma se procedi6 cuando los foliculos fueron colocados en cultivo para la realizacién

de los experimentos in vitro. Cada experimento se realizé al menos tres veces.

Cultivo de foliculos

Luego de realizado el aislamiento de foliculos, se incubaron 60 foliculos por
pocillo en medio libre de suero a 37°C en 0,5ml de medio DMEM:F12 (1:1 vol/vol),
conteniendo 10 mM HEPES, con el agregado de: fungizona (250 pg/ml) y gentamicina
(10 mg/ml ). Los foliculos se gasearon al inicio del cultivo con 95%0,-5% CO.,y se
incubaron durante 8, 12, 24 y 48 hs con FSH (20 ng/ml) en presencia o ausencia de LA

(100 ng/ml) como se describié anteriormente [315;319].

Extraccion de esteroides foliculares para la realizacion de RIA

Los pooles foliculares se homogeneizaron en acetona (1:10, peso/vol) y se
centrifugaron a 1600 xg durante 10 min., los sobrenadantes fueron trasvasados a tubos
conicos y se evaporo a sequedad. El remanente se resuspendié en 1 ml de agua destilada
y luego se incubaron a 50 °C 10 min, en agitacion. De esta resuspension se realizaron
dos extracciones con éter dietilico (1:2,5 vol/vol) para lo cual se agitaron las muestras

durante 2 min. luego del agregado del éter. Las fracciones etéreas se separaron por
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congelamiento durante 20 min. a —70°C, y la fase etérea se trasvaso, se evapord y
resuspendié en 1,4 ml de metanol agregandosele 0,6 ml de agua destilada. Se realizo
una nueva particion con n- hexano para lo cual se homogeneizo 2 min. y se descart6 la
fase superior. Finalmente se agregé a la fase inferior, 2 ml de diclorometano y luego de
su homogeneizacion se descartd la fase superior acuosa dejandose evaporar la inferior.
Los residuos se resuspendieron en buffer RIA y fueron conservados a —20°C hasta

realizar las correspondientes mediciones.

Radioinmunoensayo (RIA)

En las mediciones de Progesterona, Testosterona y Estradiol, se utilizd un
antisuero provisto por el Laboratorio del Dr. Niswender (Animal Reproduction and
Biotechnology Laboratory, Colorado State University, Fort Collins, CO) en una
dilucién apropiada para ligar €l 37% del *H-esteroide utilizado como trazador (25 pg,
aproximadamente 10.000 cpm). Luego de la incubacion de 16 hs a 4°C, se separd la
hormona libre de la unida al anticuerpo por medio del agregado de 0,2 ml de una
suspension de carbon 0,5% y dextrano 0,05% en el buffer de ensayo: Na,HPO, 40mM,
NaH,PO4 39,5 mM, NaCl 155 mM, azida sodica 0,1% y gelatina 1% pH 7,0 (buffer
RIA) y posterior centrifugacion. Los sobrenadantes completos fueron transferidos a
viales de conteo, a los que se les agregd 2ml de solucion centellante. La radiactividad se
determino en un contador de centelleo liquido Beckman LS 1801, con una eficiencia del

62%.

En el caso de las mediciones realizadas de androsterona, se utiliz un anticuerpo
provisto por el Dr. G. Barbe (Deparment of Physiology, University of Western Notario,
London, ON, Canada). El procedimiento del ensayo fue similar al descripto para la
medicion de progesterona, siendo la solucion de carbon utilizada en este caso del 0,05%
en el mismo buffer de ensayo y se utilizé6 de la misma un volumen de 2ml para cada
muestra. Bajo estas condiciones las variaciones intra- e inter-ensayo fueron de 8,0% y
14,2% para la progesterona; 7,2% y 12,5% para el estradiol; 7,3% y 13,2% para la

testosterona y 8,1% y 14,5% para la androsterona, respectivamente.

Extraccion de ARN para la realizacion de RT-PCR
Para la realizacion de RT-PCR se procedio a extraer el ARN total de los foliculos

aislados de los ovarios de los grupos control y LA (100 foliculos por grupo) en los
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distintos periodos de tiempos a estudiar. Siguiendo las instrucciones del reactivo
TRIZOL® (GIBCO-BRL, Grand Island, NY), se procedié de la siguiente manera: los
foliculos fueron homogeneizados en TRIZOL® (1ml/50-100 mg de tejido), incubados a
temperatura ambiente durante 5 minutos y se les agregd 0,2 ml de cloroformo/ml de
TRIZOL®. Luego de agitar vigorosamente e incubar a temperatura ambiente, se
centrifugd a 12.000 xg durante 20-30 minutos a 4°C. A la fase acuosa obtenida se le
agregd 0,6ml de alcohol isopropilico, se incubo a -20°C y se centrifugd a 12.000 xg
durante 20-30 minutos a 4°C. Se descarto el sobrenadante y el pellet se lavo con etanol
75%. Luego de centrifugar a 12.000 xg durante 5-10 minutos, se dejo secar el pellet
durante 1-2 minutos. El mismo se resuspendio en 30 pl de agua libre de RNAsas y se
calcul6 la concentracion de ARN en el espectrofotometro midiendo absorbancia a 260 y

280 nm.

Se utilizaron 2,5ug del ARN total obtenido durante la extraccion de los diferentes
grupos y tratamientos para la transcripcion reversa a ADNc. Luego de tratar al ARN con
la enzima DNAsa, se realizo la transcripcion utilizando la enzima transcriptasa reversa
(Moloney murine leucemia virus (Promega, Madison, WI)) y oligonucle6tidos como

primers (Biodynamics) durante 1h a 37°C en un volumen de reaccion de 20ul.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo utilizando los pares de primers
descriptos en la tabla 1 en un volumen final de reaccion de 50ul. La mezcla de reaccion
consistid en primers en una concentracion de 1 nM de cada oligo, 200 mM de la mezcla
de deoxy-nucleodtidos trifosfato incluyendo: [**P]-dCTP (3000 Ci/mmol), 20 U de la
enzima RNasin, y 2.5 U Tag-DNA polimerasa in buffer de PCR (Promega, Madison,
WI). La reaccion de PCR consistio en la desnaturalizacion a 94°C durante 1,5 minutos,
apareamiento a 60°C durante 30 segundos, un paso de extension a 72°C durante 2
minutos y una extension final de 5 minutos a 72°C. El niimero de ciclos utilizados para
cada gen fue optimizado hasta llegar a la fase exponencial de amplificacion. Tanto el
numero de ciclos como los primers utilizados en cada caso estan detallados en la tabla.
Los productos se visualizaron utilizando geles de agarosa 1,7% tefiidos con bromuro de
etidio durante 15 min. para aumentar la sensibilidad. Luego se visualizaron en un

transiluminador de luz ultravioleta y se tomaron radiografias. Las bandas fueron
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cuantificadas utilizando el software apropiado (Scion Image) y la expresion de los genes

fueron normalizados con el gen que se utilizo de control interno en cada ensayo ([3-actina

oL19).
Tabla 1

Gen Primer sense (5°-3") Primer antisense (5°-3") N° de ciclos | Producto
StAR GACCTTGAAAGGCTCAGGAAGAAC | TAGCTGAAGATGGACAGACTTGC | 22 980
CYP17 AACTGGATCCTGGCTTTCCT CCTCTAAGATTGGGCTGTGG 30 647
B-ACTINA| CGGAACCGCTCATTGCC ACCCACACTGTGCCCATCTA 25 289
L-19 GAAATCGCCAATGCCAACTC TCTTAGACCTGCGAGCCTCA 22 405
CYP17* TCATCCCCCACAAGGCTAAC TGCAGTGCCCAGAGATTGAC
StAR* CTAGACCAGCCCATGGACAGA ACCTTGATTTCCTTGACATTTGG

* primers utilizados para la realizacion de la amplificacion en tiempo real junto con la
sonda con la siguiente secuencia para la CYP17: TGGAGAGTTTAGTGTCCCCA y
GGCCTCCATGCGGTCCACCAG para la StAR, TagMan® (Primer Express Software,
Applied Biosystems, FosterCity, CA).

Amplificacion en tiempo real (Real time PCR)

La reaccion de PCR en tiempo real fue realizada utilizando un kit TagMan® PCR

Core y el sistema ABI PRISM 7700 (Applied Biosystems) como ha sido descripto

anteriormente [320]. Simultdneamente a la realizacion de la reaccion, fueron detectados

los niveles del gen 18S ARN ribosomal para la normalizacion de nuestro gen blanco.

Las amplificaciones se llevaron a cabo en un volumen final de 10ul el cual incluia 250

nmol/l de la sonda TagMan® (marcada con el colorante FAM) del gen de CYP17, 300

nmol/l de los respectivos primers, 250 nmol/l de la sonda TagMan® para el gen del 18S

rARN (marcada en el extremo 5’con el colorante VIC) y 50 nmol/l de los primers para

este mismo gen.
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La reaccion se llevo a cabo en una placa de 96 pocillos con las siguientes
condiciones: 2 min. a 50°C, 10 min. a 95°C, 40 ciclos de 15 segundos a 95°C
(desnaturalizacion) y 1 min. a 60°C (apareamiento de primers y extension). Se genero
una curva estandar de cinco concentraciones decrecientes (dilucion 1/10) a partir de un
pool de ADNc de las distintas muestras para la cuantificacion relativa del ARN
mensajero. Finalmente, los valores obtenidos para el ARN de nuestro gen blanco en cada
muestra se dividieron en los valores obtenidos para el 18S ARN en la misma muestra (el

mismo procedimiento se llevo a cabo con la curva estandar realizada).

Extraccion de proteinas foliculares y realizacion de Western Blot

Los foliculos aislados para la realizacion de los experimentos in vivo, asi como
también los foliculos sometidos a cultivo para los experimentos in vitro, se
homogenizaron en buffer de lisis (NP-40 1%, Tris 20 mM pH 8, NaCl 137 mM y
glicerol 10%) suplementado con inhibidores de proteasas (PMSF 0,5mM; ZPCK 0,025
mM; TLCK 0,025 mM; TPCK 0,025mM). El lisado se centrifugd a 4°C a 10.000 x g
durante 10 minutos y el pellet se descartd. La medicion de proteinas en el sobrenadante

se realizo por el método de Bradford [321].

Para la deteccion de las distintas proteinas analizadas en este trabajo, se
sembraron 40-60 pg del extracto proteico de cada muestra en geles de poliacrilamida
(10%, 12% o 15%) con SDS (SDS-PAGE), luego de ser hervidas durante 5 minutos en
buffer (6% de SDS, 15% de B-mercaptoetanol, 60% glicerol, 0,006% azul bromofenol,
0,18M Tris-base, pH 6,8). Las proteinas se separaron por electroforesis a 25 mA durante
2 hs, se transfirieron a membranas de nitrocelulosa en buffer Tris-base 0,025 M (pH
8,3), glicina 0,192 M, metanol 20% a 80V durante 2 hs a 4°C. Los sitios de union
remanentes sobre las membranas se bloquearon con una solucion de TBS y detergente
tween (TTNBS 0,05%) y leche descremada en una concentracion de 0,05g/ml durante 1
h a temperatura ambiente o incubando toda la noche. Luego las membranas fueron
incubadas con los correspondientes anticuerpos (StAR, 1:2000; CYPI1A4, 1:2500;
CYP17,1:5000; VEGF, 1:100; ANGPT-1, 1:100; Flk-1, 1:100; Tie-2, 1:100; Caspasa-3,
1:500; PARP, 1:200, [B-actina, 1:2000) durante toda la noche y luego de sucesivos
lavados con TTNBS, se incubaron las membranas con sus correspondientes anticuerpos

secundarios acoplados a la enzima peroxidasa (IgG de conejo acoplado a peroxidasa,

90



1:1000 y IgG de cabra acoplado a peroxidasa, 1:1000 diluido en Tween 20 0,1%)
durante 1 h a temperatura ambiente. Finalmente las membranas fueron incubadas con el
reactivo de quimioluminiscencia (Amersham Pharmacia) durante 1 minuto. El
contenido proteico se analizd en las distintas muestras mediante la realizacion de
densitometria de las bandas obtenidas para la proteina de interés. La densidad de cada
muestra se normaliz6 con la densidad de la banda obtenida para la proteina [-actina en
la misma muestra. En su defecto, se utilizd una banda detectada en el patrén del rojo
Ponceau que no posee variacion frente a los distintos tratamientos. Los datos de la

densidad oOptica se expresaron como unidades arbitrarias=SEM (n=3).

Técnica de Inmunohistoquimica

Los ovarios fueron extraidos de los animales perteneciente a los distintos tratamientos y
fijados en formalina 4% durante 12 hs, tras los cual se incluyeron en parafina. Los
cortes del taco de parafina fueron realizados cada 50-um con un grosor de 3 micrones
cada una y montadas en portaobjetos. De esta forma se evitdé contar al mismo foliculo
dos veces acorde a los descripto por Woodruff et al [322].

La secciones de tejido se desparafinaron en xileno y se rehidrataron realizando
lavados con alcoholes con graduacion decrecientes (100%-75%). La actividad de la
enzima peroxidasa endogena se bloqued con peroxido de hidrégeno en buffer PBS y la
union no especifica a otros epitopes se bloqued incubando las secciones con BSA 2%
(seroalbumina bovina) durante 20 minutos. Luego las secciones se incubaron con los
anticuerpos anti-StAR (1:2000), el anticuerpo anti-caspasa-3 (1:100) durante toda la
noche a 4°C. Al otro dia, luego de lavados sucesivos con PBS las secciones fueron
incubadas con el anticuerpo secundario IgG anti-conejo biotinilado durante 1 h y luego
durante 30 minutos con el complejo ABC: avidina-peroxidasa biotinilada (Vectastain
ABC system, Vector Laboratories, Burlingame, CA). La marca positiva fue visualizada
con el sustrato de la enzima peroxidasa, diaminobencidina (DAB) en buffer de revelado
(Roche, Diagnostics, Germany). La reaccion se detuvo con agua destilada, las secciones
se tiferon con hematoxilina durante 1 minuto y se procedid a la deshidratacion
previamente a realizar el montaje con el medio apropiado (PMYR, Buenos Aires,

Argentina).
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Determinacion de la actividad de caspasa-3

La actividad de la enzima caspasa-3 se determin6 utilizando un ensayo
colorimétrico basado en la deteccion espectrofotométrica de un cromoéforo: p-
nitroanilina (p-NA) el cual se produce por clivaje del sustrato de la caspasa-3 marcado
DEVD-pNA. Los foliculos fueron homogeneizados en buffer de lisis (S0mM HEPES,
pH 7,4; 100 mM NaCl; 0,1% CHAPS; 1mM DTT; 1 mM EDTA) con el agregado de
inhibidores de proteasas (PMSF, SIGMA). El lisado fue centrifugado y la concentracion
de proteinas se determind en el sobrenadante por el ensayo de Bradford [321]. La
reaccion enzimatica se llevo a cabo en el buffer de ensayo (50mM HEPES, pH 7,4; 100
mM NacCl; 0,1% CHAPS; 10 mM DTT; 0,1 mM EDTA; 10% glicerol) conteniendo 50
ug de proteina y 200 uM DEVD-pNA. Cada muestra se dividid en tres partes: una
contenia el inhibidor de la enzima Ac-DEVD-CHO 100 nM con sustrato y extracto
proteico y dos partes contenian el sustrato y el extracto sin inhibidor. La mezcla de
reaccion se incubd a 37°C durante 3 hs y se procedio a la lectura de la absorbancia cada
10 minutos. El valor del blanco de reaccion (ausencia de extracto) fue sustraido de todas
las muestras. Siguiendo las instrucciones del ensayo, los resultados fueron
seleccionados luego de 90 minutos de reaccion, tiempo a partir del cual los valores del
blanco y de la muestra que poseia el inhibidor de la enzima no variaron a lo largo del

tiempo.

Analisis de datos

Todos los experimentos se repitieron al menos tres veces y se utilizaron cinco
animales por grupo experimental en cada repeticion. Las incubaciones en los
experimentos in vitro, se realizaron utilizando tres pooles de foliculos provenientes de
distintos animales para cada condicion de incubacion. En las determinaciones de
esteroides séricos, la cantidad de animales utilizados fue detallada en cada caso entre
paréntesis en la correspondiente tabla en la seccion de resultados. Para la semi-
cuantificacion de la expresion de la caspasa-3 por inmunohistoquimica, se analizaron 5
campos seleccionados al azar en cada seccion de ovario. Se estudio un total de seis
secciones/ovario y cinco fueron los ovarios analizados.

Los resultados se expresaron utilizando la media o promedioterror estandar
(SEM) de los resultados obtenidos en los tres experimentos (n=3). Los geles mostrados

fueron obtenidos de experimentos representativos. El andlisis estadistico utilizado fue el
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t-test cuando se compararon dos grupos experimentales solamente. Ademas, se utilizo
Analisis de Varianza de un factor (one-way ANOVA), cuando se compararon mas de
dos grupos experimentales con una variable a analizar. Cuando las comparaciones se
realizaron entre mas de dos grupos y, ademas incluyeron dos variables como tiempo y
tratamiento, se utilizo el Andlisis de Varianza de dos factores (two-way ANOVA). Si
las diferencias halladas por el ANOVA, eran significativas, se realizaron post-tests,
Scheffé, Bonferroni, Tukey o Student-Newman-Keuls para detectar a que grupos
experimentales se debian estas diferencias. Valores de probabilidad menores a 0,05
fueron considerados significativos.

El analisis estadistico de los datos se realizdo mediante el programa Sigma Stat

8.0 y Graph Pad Prism 4.

93



RESULTADOS

94



RESULTADOS

1.1. Efecto in vivo del agonista de GnRH-I1 (LA) sobre los niveles de

esteroides en la foliculogénesis de rata

a. Medicion de los niveles de esteroides ovaricos en suero y en tejido

folicular

En el presente experimento se analizaron los niveles séricos y el contenido
folicular de los distintos esteroides en ratas prepuberes tratadas con PMSG (grupo
Control) y en ratas tratadas con PMSG+LA (1ug/rata/dia) (grupo LA). Todos los
animales recibieron una dosis de PMSG de 25 UI simultdneamente con una dosis de LA
(1pg/rata/dia). El LA se administr6 cada 12 hs durante 48hs y los animales se
sacrificaron 3 hs luego de la tltima inyeccion. Los resultados los podemos observar en
las Tablas 1y 2.

Al analizar los niveles séricos de esteroides de los animales pertenecientes a
ambos grupos, se pudo observar que el tratamiento con LA disminuyo
significativamente (p<0,05), tanto los niveles de testosterona como los de estradiol
respecto de los animales del grupo Control. Por el contrario, los niveles de progesterona
no variaron de forma significativa entre ambos grupos (Tabla 1).

Sin embargo, en cuanto al contenido folicular de estos esteroides, se detectd un
aumento significativo (p<0,05) en el contenido de progesterona en el grupo LA respecto
del grupo Control, el cual también, se vid reflejado en un aumento de los niveles de su
metabolito inactivo, 200-hidroxi-progesterona, luego del tratamiento con LA (Tabla 2).
En cuanto a los androgenos estudiados, se observé que tanto el contenido de
testosterona (detectado previamente en suero de estos animales) como el de
androsterona, se encuentran disminuidos significativamente (p<0,05) a nivel folicular.
Es importante tener en cuenta los valores de androsterona ya que este es el androgeno
reducido sintetizado en mayor proporcion en el ovario de ratas inmaduras, los cuales

presentan alta actividad de enzimas reductasas [323].
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Tabla 1. Niveles de esteroides ovaricos en suero de ratas superovuladas tratadas 48 hs

con LA
P4 T E2 A
13,08 + 2,04 1,530 £ 0,12 531,3+52,2 61,8 £3.5
ng/ml* ng/ml * pg/ml * ng/ml*®
Control
(N=8) (N=8) (N=11) (N=9)
13,48 + 1,09 0,303 = 0,06 141,3 +273 27,6 £1,9
LA ng/ml* ng/ml ° pg/ml ° ng/ml®
(N=9) (N=8) (N=11) (N=9)

Los diferentes superindices indican diferencias significativas entre los grupos

estudiados (p<0,05)

N indica la cantidad de animales utilizados para la medicion e los respectivos esteroides

Tabla 2. Niveles e esteroides en foliculos ovaricos de ratas superovuladas tratadas 48 hs

con LA
P4 T E2 A 20a0OH-P4
65,56 +2,16 | 20,80 +4,39 89+19 914,8 £ 41,51 89,0 + 24,92
Control pg/folic.? pg/folic.? pg/folic?® pg/folic.? pg/folic.?
(N=3) (N=3) (N=3) (N=3) (N=3)
303,9+53,36 | 4,43+1,26 2,5+0,4 334,5+31,3 | 362,97 £43,52
: : pg/folic.b pg/folic.’ ; =
LA pg/folic. pg/folic.b S (N=4) pg/folic.b (N=3)
(N=3) (N=3) (N=3)

Los diferentes superindices indican diferencias significativas entre los grupos

estudiados (p<0,05)

A: Androsterona

N=3 o N=4 indica tres o cuatro pooles de foliculos (60) obtenidos de seis ovarios de

distintas ratas del grupo Control y LA respectivamente
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b. Medicion de los niveles séricos de Progesterona en funcion del tiempo de

administracion de LA

Para estudiar la regulacion dinamica que ejerce LA en parametros de la sintesis de
esteroides que responden a estimulos de forma aguda, como la proteina StAR, se
realizaron estudios a distintos tiempos luego de la administracion de una dosis Unica de
LA. Los animales prepuberes fueron tratados con PMSG (grupo Control) o PMSG+LA
(grupo LA). Estos animales fueron sacrificados a las 2, 8, 24 y 48 hs luego de la
administracion de una sola dosis de LA (2ug/rata) simultanea a la inyeccion de PMSG.

Se observé un aumento muy significativo en los niveles de progesterona sérica
cuando los animales fueron sacrificados 8 hs luego del tratamiento con LA comparado al
correspondiente grupo Control (Control 8hs) (C: 6,96 + 1,9 vs LA: 28,85 + 3,4 ng/ml de
suero, p<0,001) (Figura I). Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas
entre ambos grupos a las 2, 24, o 48 hs de tratamiento.

La estimulaciéon producida por GnRH en la sintesis de progesterona que
observamos en nuestros experimentos, concuerdan con estudios in vitro realizados en
cultivo de células de la granulosa de ratas hipofisectomizadas y en cultivos de foliculos

en presencia de andlogos de GnRH [298;324;325].
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Niveles séricos de Progesterona en funcion del tiempo de administracion de LA

Figura 1
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Ratas prepuberes fueron estimuladas con PMSG (25UI) o PMSG+LA. Los
animales recibieron una unica dosis de LA (2pg/rata) y fueron sacrificados a diferentes
tiempos: 2, 8, 24 y 48 hs luego de recibir el andlogo. Tiempo 0 hs corresponde a
animales que no recibieron tratamiento alguno. Los datos se expresan como el promedio
+ SEM. El asterisco (*) indica diferencias significativas entre grupos dentro de un
mismo intervalo de tiempo (p<0,001).
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1.2. Efecto de LA en la expresion génica, localizacion y contenido folicular

de la proteina esteroidogénica StAR y en el contenido folicular de la

enzima CYPIIAI.
a. Efecto de LA en la expresion génica de StAR (Proteina Reguladora de la

Esteroidogénesis Aguda) en foliculos de ovario de ratas hiperestimuladas

La proteina StAR se encuentra localizada en la membrana interna mitocondrial y
actiia en el transporte del colesterol desde el exterior de la mitocondria hacia el interior de
la misma, para el inicio de la sintesis de esteroides. En este experimento, se realiz6 RT-
PCR semi-cuantitativa con los primers descriptos en Materiales y Métodos (ver tabla) y
ARN total extraido de foliculos ovaricos de animales Control y LA a los distintos
tiempos de estudio (0, 2, 4 y 8 hs).

Como podemos observar en la Figura 24, con las condiciones utilizadas en este
ensayo, se detectd expresion del ARN mensajero de la StAR en aquellos animales
prepuberes que no recibieron tratamiento alguno (0 hs). Con la inyeccion de PMSG, los
niveles de expresion son levemente mayores a las 2 hs, siendo el aumento mayor a las 4
hs respecto de los animales de sin tratamiento (0 hs).

La expresion en el grupo LA sigue el mismo patrén descripto para el grupo
Control. Sin embargo, con el co-tratamiento los aumentos respecto del tiempo 0 hs son
mucho mayores que los observados en el grupo Control, y ademds los valores de
expresion se mantienen superiores respecto de los del grupo Control en todos los tiempos
estudiados.

El aumento en el ARN mensajero de la StAR descripto en el grupo Control en
ratas prepuberes superovuladas coincide con los resultados obtenidos por Ronen-
Fuhrmann y col. [128].

En una pasantia realizada en el Centro de Primates de la Universidad de Ciencias
y Salud de Oregon (ONRPC-OHSU, USA), se analizaron los niveles del ARN mensajero
de la StAR por PCR en tiempo real, técnica cuantitativa para la determinacion de la
expresion génica. Los animales del grupo Control y LA se sacrificaron a las 4 y 8 hs
luego de los correspondientes tratamientos. Ademas, se utiliz6 un grupo de animales que
no recibié ningln tratamiento (Ohs). Mediante esta técnica, se detectd un aumento en la
expresion de StAR a las 4 hs de tratamiento con LA comparado al grupo Control (Figura

2B).
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Efecto de LA en la expresion génica de StAR por RT-PCR semicuantitativa

Figura 24
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Los foliculos antrales se aislaron por microdiseccion luego del tratamiento con
PMSG y PMSG+LA a distintos tiempos. Se extrajo el ARN total y se realiz6 RT-PCR
para la StAR y L19 como control interno. El panel superior muestra las bandas
correspondientes a la StAR y L19 en un gel de agarosa representativo. En el panel
inferior se muestra la relacion numérica de StAR/L19 de los valores obtenidos mediante
densitometria de las bandas.
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Efecto de LA en la expresion génica de StAR por PCR en tiempo real

Figura 2B
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Los foliculos antrales se aislaron por microdiseccion luego del tratamiento con
PMSG y PMSG+LA a distintos tiempos. Se extrajo el ARN total como se ha descripto
en Materiales y Métodos, y se realizd RT-PCR en tiempo real para la StAR y 18s ARN
ribosomal como control interno. Los resultados se expresan como el promedio + SEM
de la expresion relativa de StAR. 0 corresponde a foliculos aislados de animales que no
recibieron tratamiento alguno. El asterisco (*) indica diferencias significativas entre
grupos dentro de un mismo intervalo de tiempo (p<0,05).
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b. Determinacion del contenido de la proteina StAR en foliculos ovaricos de ratas

tratadas con LA

Para dilucidar si el aumento en los niveles de progesterona se debia a una mayor
disponibilidad de colesterol para la sintesis de pregnenolona, se analizd por western blot
el contenido proteico de la enzima StAR en extractos proteicos de foliculos ovaricos
aislados por microdiseccion. Estas determinaciones fueron realizadas en los mismos
grupos experimentales que se han descripto anteriormente para la mediciéon de los
niveles de Progesterona sérica y expresion del ARN mensajero de esta proteina.

Los resultados mostraron que la inyecciéon de PMSG produjo un aumento muy
significativo (p<0,001) a las 4 y 8 hs luego del tratamiento, comparado con los
animales que no recibieron gonadotrofinas (0 hs) (Figura 3). Ademads, la co-
administracion de PMSG y LA aument6 significativamente el contenido folicular de la
proteina StAR a las 2, 4 y 8 hs (C2hs: 20 = 10, C4hs: 240,9 + 15,05 y C8hs: 328,6 +
16,4; LA2hs: 553 + 65,6; LA4hs: 525 + 40,7 y LA8hs: 776 + 73,5; p<0,05) de

tratamiento comparado a los animales que solo recibieron PMSG (Figura 3).
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Contenido de la proteina StAR en foliculos ovaricos de ratas tratadas con LA

Figura 3
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Los foliculos antrales se aislaron por microdiseccion luego de los tratamientos a
distintos tiempos. Se realizaron extracciones de proteinas totales y los extractos se
corrieron en geles de poliacrilamida. Panel superior: inmunoblot representativo. Panel
inferior: analisis densitométrico de los diferentes experimentos expresados como el
promedio de las unidades densitométricas + SEM. El asterisco (*) indica diferencias
significativas entre grupos dentro de un mismo intervalo de tiempo con p<0,05. a vs b
indica diferencias significativas (p<0,01) entre el grupo PMSG y los animales que no
recibieron gonadotrofinas (0 hs).
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c. Inmnunolocalizacion de la proteina StAR en ovarios de ratas Control y LA

Para estudiar la localizacion de la proteina StAR luego del tratamiento con LA a
distintos tiempos, se realiz6 una inmunohistoquimica. Este experimento se llevo a cabo
en cortes de ovarios pertenecientes al grupo tratado con PMSG (Control) y PMSG+LA
(LA) sacrificados a las 2 y 8 hs luego de recibido el correspondiente tratamiento.

En los animales Control (Figura 4 A 'y B) la localizacion de la proteina StAR se
observo en células de la teca y en el estroma de los foliculos preantrales (FP) y antrales
(FA), provenientes de aquellos animales sacrificados a las 8 hs luego del tratamiento
(Figura 4B). No se observo marca positiva para la proteina StAR en las células de la
granulosa a este tiempo (Figura 4B), ni tampoco se detectd inmunoreactividad para
esta proteina a las 2 hs de tratamiento (Figura 4A).

Luego de las 8 hs de tratamiento, en el grupo LA (Figura 4D), la intensidad de
marca para la StAR aumento en cé€lulas de la teca de FP y de FA respecto del mismo
grupo a las 2 hs de tratamiento (Figura 4C) o respecto de las 8 hs del tratamiento solo
con PMSG (Figura 4B). Ademads, en este mismo tiempo (8 hs), en el grupo LA, se
comienza a detectar una leve intensidad de la proteina StAR en células de la granulosa
de FA, no observandose lo mismo en FP (Figura 4D).

En los animales que no recibieron estimulacion hormonal, no detectamos la
expresion de StAR por este método de inmunohistoquimica en concordancia con lo
observado por Ronen-Fuhrmann y col. [128]. Ademas, en el trabajo mencionado, se
describe la presencia de la StAR principalmente en células de la teca, lo cual coincide

con lo observado en nuestro laboratorio.
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d. Determinacion del contenido del citocromo CYP11A1 (Citocromo de la ruptura

de la cadena lateral del colesterol) en foliculos ovaricos de ratas Control y LA

Ademas de estudiar la proteina StAR, se analizo el contenido folicular de la
enzima CYP11A1 para evaluar si el aumento observado en la StAR estaba acompanado
por un aumento en el contenido de este citocromo, siendo éste el responsable del paso
siguiente en el camino biosintético de la progesterona. Contrario a lo esperado, no
encontramos diferencias significativas en la expresion proteica del citocromo 11A1
dentro de los mismos grupos, Control o LA, o entre ambos grupos en ninguno de los

tiempos analizados (Figura 5).

Los resultados observados en cuanto al contenido de StAR y CYP11Al, son
consistentes con los estudios realizados por Ronen-Fuhrmann y col. [128] donde han
descripto en ovario total obtenido de ratas superovuladas con PMSG, una induccion de
StAR a las 8 hs luego del tratamiento con gonadotropinas y no han observado cambios

en el contenido ovarico del citocromo.
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Contenido folicular del citocromo 1141 (CYP11A1) luego de la administracion de LA

Figura 5
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Los foliculos antrales se aislaron por microdiseccion luego de los tratamientos a
distintos tiempos. Se realizaron extracciones de proteinas totales y los extractos se
corrieron en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes como se ha
descripto en Materiales y Métodos. Luego de la transferencia a membranas de
nitrocelulosa, las bandas se visualizaron utilizando un anticuerpo anti-CYP11AT1. En el
panel superior se observa un inmunoblot representativo de tres experimentos
independientes y en el panel inferior se muestra el analisis densitométrico de los
diferentes experimentos expresados como el promedio de las unidades densitométricas
+ SEM.
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2.1. Efecto in vivo de LA sobre los niveles de Androsterona y la enzima

CYP17 (Citocromo P450 17a-hidroxilasa/l7,20-liasa)

a. Medicion de los niveles séricos de Androsterona en funcion del tiempo luego de la

administracion LA

Dada la importancia de la sintesis de androgenos y de su balance con los niveles
de estradiol durante el desarrollo folicular, se ha determinado los niveles séricos de
androsterona en animales tratados con PMSG y PMSG + LA a distintos tiempos.

Como observamos en la Figura 6, el tratamiento con PMSG produjo un aumento
significativo en los niveles de androsterona a las 8 y 24 hs de tratamiento respecto de
los animales que no recibieron gonadotropinas (p<0,05). Ademas, se observd un
aumento muy significativo (p<0,001) a las 48 hs luego de la inyeccion de PMSG.
También se observo un aumento significativo a las 2 hs de la administracion del
analogo comparado al grupo de animales sin estimular (Ohs). En cambio, el co-
tratamiento de PMSG y LA produjo una disminucion significativa (P<0,05) en la
sintesis de este andrdgeno a las 8 hs cuando lo comparamos con el grupo Control.

En resumen, LA caus6 una disminucion significativa (p<0,05) en los niveles de
androsterona sérica en aquellos animales sacrificados a las 8 hs luego del co-tratamiento
comparado a los animales sacrificados al mismo tiempo que solo fueron inyectados con
gonadotrofinas. Estos resultados coinciden con los obtenidos por Magoffin y col. [326]
donde se observé que tanto GnRH como un andlogo de GnRH producian una
disminucidén en la produccioén de androsterona basal y estimulada por LH en cultivos de

células intersticiales de ratas hipofisectomizadas.
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Niveles séricos de Androsterona en funcion del tiempo de administracion de LA

Figura 6

B PMSG
# | B PMSG+LA

o w I
o o <
1 1 1

Androsterona (ng/ml de suero)

—
[
1

2 8 24 48

Tiempo transcurrido (hs)
luego de la administracion de PMSG o PMSG+LA

Ratas prepuberes fueron tratadas con PMSG o PMSG+LA. Los animales fueron
sacrificados a diferentes tiempos: 2, 8, 24 y 48 hs luego de recibir el correspondiente
tratamiento. Tiempo 0 hs corresponde a animales que no recibieron gonadotrofinas ni el
analogo. Los datos se expresan como el promedio + SEM. El asterisco (*) indica
diferencias significativas entre grupos dentro de un mismo intervalo de tiempo con
p<0,05. # indica diferencias significativas (p<0,05) respecto del grupo que no recibid
tratamiento alguno (0 hs).
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b. Medicion de la expresion de ARN mensajero de la enzima CYP17 en foliculos
ovaricos de ratas Control y LA

Luego de lo observado en cuanto a la sintesis de androsterona, se analizo la
expresion de la enzima CYP17, que constituye un punto de regulacion importante en la
sintesis folicular de andrégenos. Cabe destacar, que la androsterona no es un producto
inmediato de esta enzima, sino que se produce a partir de uno de sus metabolitos: la
androstenediona que por accion de la enzima 50-reductasa y 33-HSD se convertira en
androsterona.

En el presente experimento se realizo la técnica de RT-PCR semi-cuantitativa
con ARN extraido de foliculos ovaricos de ambos grupos experimentales, con los
primers y condiciones descriptas en Materiales y Métodos para esta enzima (ver Tabla).
En la Figura 74 se observa la expresion del ARN mensajero de la CYP17 en foliculos
ovaricos de rata aislados a distintos tiempos luego del tratamiento con el agonista de
GnRH-I, LA. Se observdo que el tratamiento con LA produjo una disminucion
significativa en la expresion del ARN mensajero de esta enzima a las 8 hs comparado
con los animales Control pertenecientes al mismo tiempo (Figura 7A4). Los niveles de
expresion dentro de los grupos no variaron de forma significativa. De manera similar,
Hillier y col. [327] no observaron cambios en la expresion del ARN mensajero de esta
enzima en ratas hipofisectomizadas tratadas con FSH.

Para constatar el efecto inhibitorio de LA sobre la expresion de la CYP17, se
realizo PCR en tiempo real como se describi6 en Materiales y Métodos. Para ello, se
extrajo ARN total de ovarios de animales que no recibieron gonadotrofinas (0 hs) y de
animales Control y LA sacrificados a las 4 y 8 hs luego de los tratamientos. Como
muestra la Figura 7B, se detectdé un aumento significativo en la expresion de la CYP17
a las 4 hs, y una inhibicion significativa a las 8 hs del tratamiento con LA comparado
con el grupo Control, de forma coincidente a lo obtenido mediante la técnica semi-

cuantitativa.
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Expresion de la enzima CYP17 en foliculos ovdricos de ratas tratadas con LA por
RT-PCR semicuantitativa

Figura 74
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Los foliculos antrales se aislaron por microdiseccion luego del tratamiento con
PMSG y PMSG+LA a distintos tiempos. Se realizd6 RT-PCR para la CYP17 y [3 actina
como control interno. Panel superior: bandas correspondientes a la CYP17 y 3 Actina
en un gel de agarosa representativo. Panel inferior: Densitometria de la relacion
numérica de StAR/B Actina. El asterisco (*) indica diferencias significativas entre
grupos para un intervalo de tiempo dado (p<0,05).
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Expresion de la enzima CYP17 en foliculos ovdricos de ratas tratadas con LA por
PCR en tiempo real

Figura 7B

0.8 -
mmm PMSG

b EEE PMSG+LA

0.4 - b

Expresion relativa de CYP17
CYP17/18s ARN ribosomal

02 - a

0.0
0 4 g

Tiempo transcurrido (hs)
luego de la administracion de PMSG o PMSG+LA

Los foliculos antrales se aislaron por microdiseccion luego del tratamiento con
PMSG y PMSG+LA a distintos tiempos. Se extrajo el ARN total como se ha descripto
en Materiales y Métodos y se realizo RT-PCR en tiempo real para la CYP17 y 18s ARN
ribosomal como control interno. 0 corresponde a foliculos aislados de animales que no
recibieron tratamiento alguno. Los resultados se expresan como el promedio + SEM de
la expresion relativa de CYP17. Las diferentes letras indican diferencias significativas
entre los grupos experimentales (p<0,05).
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c. Determinacion del contenido del citocromo CYP17 en foliculos ovaricos de ratas

Control y LA

Luego se procedio al andlisis del contenido proteico de la CYP17 en foliculos de
los mismos grupos experimentales utilizados para el analisis de la expresion del ARN
mensajero de esta enzima. De forma similar a lo observado anteriormente, se observo que
el tratamiento con LA disminuy6 significativamente la intensidad relativa de CYP17
comparado al grupo Control en aquellos animales sacrificados a las 8 hs luego de los
correspondientes tratamientos. Dentro de los grupos no se observaron variaciones
significativas a lo largo de los tiempos estudiados (Figura §8).

Estos resultados son consistentes con los observados por Hsueh y col. donde
demuestran que el tratamiento con FSH de ratas preptiberes no afecta el nivel proteico

de la enzima CYP17 en homogenatos de ovarios de estos animales [176].
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Contenido de la enzima CYPI17 en foliculos ovaricos de ratas tratadas con LA

Figura 8
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Los foliculos antrales se aislaron por microdiseccion luego de los tratamientos a
distintos tiempos. Se realizaron extracciones de proteinas totales y los extractos se
corrieron en geles de poliacrilamida. Panel superior: inmunoblot representativo. Panel
inferior: andlisis densitométrico de los diferentes experimentos expresados como el
promedio de las unidades densitométricas = SEM. (*) indica diferencias significativas
(p<0,05) entre grupos dentro de un mismo intervalo de tiempo.
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2.2 Efecto in vitro de LA en foliculos ovaricos de ratas prepuberes

superovuladas

a. Determinacion del contenido de Androsterona de foliculos en cultivo en

presenciade FSH y FSH+LA

Estos experimentos se realizaron para dilucidar si los efectos de LA observados in
vivo, podian mimetizarse in vitro, lo cual nos daria la base para demostrar que lo
producido por la administracion de los agonistas de GnRH-I, se debe a un efecto directo
sobre los foliculos ovaricos, y no a través del eje hipotdlamo-hipéfisis. Se determiné el
efecto de LA sobre el contenido folicular de androsterona en foliculos aislados por
microdiseccion de ovarios de ratas luego de las 48 hs de administracion de PMSG. Los
foliculos fueron incubados en presencia de FSH o FSH+LA durante distintos periodos de
tiempo: 8, 12, 24 y 48 hs.

En la Figura 9 se puede observar que el contenido de androsterona folicular
disminuy6 significativamente en los foliculos incubados en presencia de FSH+LA a
partir de las 24 hs de incubacion comparados a los foliculos que fueron incubados con
FSH solamente (FSH: 658,2 + 28,0 pg/foliculo; LA: 285,6 &+ 94,7 pg/foliculo p<0,05).

Dentro de los tratamientos no se observaron diferencias significativas a lo largo
de los tiempos estudiados. Estos datos se corroboran con los observados por Hillier y
col. [327] quienes no encontraron estimulacion en la sintesis de androgenos por FSH a

través de una accion paracrina por accion de esta gonadotrofina en células de granulosa.
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Contenido de Androsterona en foliculos incubados en presencia de FSH y FSH+LA

Figura 9
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Los animales fueron estimulados con PMSG y sacrificados 48 hs después. Se
aislaron los foliculos antrales por microdiseccion y se incubaron en presencia de FSH
(20 ng/ml) o FSH+LA (100 ng/ml) durante distintos intervalos de tiempo. Se extrajeron
los esteroides foliculares mediante extraccidon con acetona como se ha descripto en
Materiales y Métodos y el contenido de Androsterona se determind por RIA. El
asterisco (*) indica diferencias significativas (p<0,05) entre grupos dentro de un mismo
intervalo de tiempo.
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b. Determinacion del contenido folicular de la proteina StAR, de la enzima
CYP11A1 y CYP17 en cultivo de foliculos en presencia de FSH y FSH+LA

Se realizaron cultivos de foliculos aislados de ratas superovuladas con PMSG
durante 48 hs, en presencia de FSH o FSH+LA durante 0, 2, 8, 12, 24 y 48 hs.

De forma coincidente a lo observado en los experimentos realizados in vivo,
luego de 12 hs de incubacion con LA, se detectd un aumento significativo en el
contenido de la proteina StAR comparado con su respectivo Control (foliculos
incubados durante 12 hs con FSH solamente) (FSH: 0,25 + 0,09; FSH+LA: 1,7 + 0,15,
p<0,05). No se detectd expresion de esta proteina luego de las 24 hs de incubacion ya

sea en presencia de FSH o FSH+LA (Figura 10).

Cuando se analizdé el contenido del citocromo CYP17 en estos foliculos, se
observd un efecto similar al obtenido con el tratamiento de LA in vivo. La co-incubacion
con FSH+LA disminuy6 significativamente los niveles de esta enzima a las 12 hs de
incubacion (0,16 = 0,03) comparado a aquellos foliculos incubados solo en presencia de
la gonadotrofina (FSH: 0,51 £ 0,04; FSH+LA: 0,16 = 0,03, p<0,05) (Figura 11). A las 24
hs de incubacion, el contenido de la CYP17 en ambos grupos es similar. De forma
coincidente a lo observado anteriormente, a las 48 hs de incubacién no se detectd a esta

proteina mediante la técnica utilizada.

Como se puede observar en la Figura 12, los niveles proteicos de la enzima
CYP11A1 no se modificaron de forma significativa a lo largo de los tiempos analizados
entre los distintos grupos experimentales (Figura 12). Nuevamente, estos resultados

coincidieron con lo obtenido anteriormente durante el tratamiento de LA in vivo.
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Contenido de StAR en foliculos incubados en presencia de FSH y FSH+LA

Figura 10
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Los foliculos antrales se aislaron de ovarios de animales estimulados con PMSG
durante 48 hs. Se incubaron en presencia de FSH y FSH+LA. De los mismos se
extrajeron proteinas y se corrieron en geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes. El panel superior muestra un inmunoblot representativo de tres
experimentos independientes. En el panel inferior se observa el andlisis densitométrico
de los diferentes experimentos expresados como el promedio de las unidades
densitométricas + SEM. El asterisco (*) indica diferencias significativas entre grupos
dentro de un mismo intervalo de tiempo con p<0,05.
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Contenido de la enzima CYPI17 en foliculos en cultivo en presencia de FSH y
FSH+LA

Figura 11
Dﬁx Ehs Shsl fzhs 24h|£'. 48hs
' I

| vessswewesw

FEH
FEH+LA—
FSH
FSH+LA —
FSH
FSH+LA —
FSH
FSH+LA —
FeH —
FEH+LA —

1.0 -

0.8 1
0.6 1
0.4 1
*
0.2 1
0.0
0 2 8 24

Tiempo de incubacion (hs)

e FSH
I FSH+LA

Enzima CYP17
Unidades densitométricas

48

Los foliculos antrales se aislaron de ovarios de animales estimulados con PMSG
durante 48 hs. Se incubaron en presencia de FSH y FSH+LA. De los mismos se
extrajeron proteinas y se corrieron en geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes. El panel superior muestra un inmunoblot representativo de tres
experimentos independientes. En el panel inferior se observa el andlisis densitométrico
de los diferentes experimentos expresados como el promedio de las unidades
densitométricas + SEM. El asterisco (*) indica diferencias significativas (p<0,05) entre
grupos dentro de un mismo intervalo de tiempo.
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Contenido de CYP11A1 en foliculos en cultivo en presencia de FSH y FSH+LA

Figura 12
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Los foliculos antrales se aislaron de ovarios de animales estimulados con PMSG
durante 48 hs. Se incubaron en presencia de FSH y FSH+LA. De los mismos se
extrajeron proteinas y se corrieron en geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes. El panel superior muestra un inmunoblot representativo de tres
experimentos independientes. En el panel inferior se observa el andlisis densitométrico
de los diferentes experimentos expresados como el promedio de las unidades
densitométricas + SEM. El asterisco (*) indica diferencias significativas entre grupos
dentro de un mismo intervalo de tiempo con p<0,05.
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3.1 Efecto de LA sobre la expresion de factores angiogénicos y sus

receptores en foliculos ovaricos de ratas prepuberes superovuladas

a. Medicion del contenido folicular de los factores angiogénicos VEGF y ANGPT-1

en foliculos de ratas superovuladas tratadas con analogos de GnRH-I

Dada las evidencias citadas en la Introduccion de este trabajo acerca del rol de los
analogos de GnRH como inhibidores del desarrollo folicular e inductores de la atresia,
nos pareci6 crucial analizar la expresion de factores angiogénicos relevantes en el ovario,
ya que el desarrollo vascular estd considerado como un paso limitante en la seleccion del
foliculo dominante y en la atresia folicular. VEGF es el principal factor involucrado en la
angiogénesis, la formacion y diferenciacion de la red vascular. Pero este factor, requiere
de la accion coordinada de otros factores entre los que se encuentran los pertenecientes a
la familia de las angiopoietinas. De éstas, la Angiopoietina-1 (ANGPT1) se destaca por
ser un agonista endégeno de VEGF, participando en la maduracion y estabilidad de la

vasculatura recién formada [20].

En el presente experimento se analizo la expresion de estos factores angiogénicos,
VEGF y ANGPT-I, en foliculos preovulatorios de ratas superovuladas (grupo Control) y
tratadas con LA (Grupo LA), Antide, un antagonista de GnRH-I (Grupo ANT) y
LA+Antide (Grupo LA+ANT) durante 48 hs. Los animales recibieron PMSG
simultaneamente con la inyeccion del o los analogos segin los distintos grupos. Esta
ultima inyeccion se repitié cada 12 hs durante 48 hs, los animales se sacrificaron a las 3
hs luego de la altima inyeccion y se aislaron los foliculos para la realizacion de Western

blot.

Luego del tratamiento con LA se observd una disminucion significativa en la
expresion del factor VEGF (Figura 13), la cual se revirtid con el co-tratamiento de LA y
Antide (Control: 241,81£17,26; LA: 149,8+10,13; LA+Ant: 200+6,5, p<0,05). El
tratamiento con Antide solo, no produjo cambios significativos en el contenido de VEGF
comparado al grupo Control (Figura 13). El objetivo de la administracion del antagonista
de GnRH-I, fue bloquear la accion de los péptidos de GnRH endogenos producidos por el
ovario y determinar si el efecto de LA es a través de su union a receptores ovaricos de

GnRH-I.
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De forma similar a lo descripto para VEGF, se puede observar en la Figura 14
que el tratamiento con LA disminuyd de forma significativa los niveles de la proteina
ANGPT-1 comparado al grupo Control, y este resultado se revirtido con el co-tratamiento
con Antide (C: 466,1+£33,9; LA: 235,9+48,8; LA+Ant: 4994+37; p<0,05). Nuevamente, no
se observaron diferencias significativas en el grupo Antide solo respecto del grupo

Control.
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Contenido folicular de VEGF en foliculos de ratas superovuladas tratadas con
andlogos de GnRH-1

Figura 13
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Ratas prepuberes fueron estimuladas con PMSG (Control) y cada 12 hs se les
administré LA (0,5pg/rata), Antide (Spg/rata) o LA+Antide durante 48 hs. Los foliculos
antrales se aislaron por microdiseccion 3 hs luego de la ultima inyeccion. De los
mismos se extrajeron proteinas y se separaron en geles desnaturalizantes de
poliacrilamida. El panel superior muestra un inmunoblot representativo de tres
experimentos independientes. En el panel inferior se observa el andlisis densitométrico
de los diferentes experimentos expresados como el promedio de las unidades
densitométricas = SEM. Las diferentes letras indican diferencias significativas entre los
grupos experimentales con p<0,05.
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Contenido folicular de ANGPT-1 en foliculos de ratas superovuladas tratadas con

andlogos de GnRH-1
Figura 14
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Los animales fueron sometidos a los mismos tratamientos que para la
determinacion del contenido de VEGF. Los foliculos antrales se aislaron por
microdiseccion 3 hs luego de la ultima inyeccidén y se extrajeron las proteinas. Los
extractos se separaron en geles desnaturalizantes de poliacrilamida. El panel superior
muestra un inmunoblot representativo de tres experimentos independientes. En el panel
inferior se observa el andlisis densitométricos de los diferentes experimentos expresados
como el promedio de las unidades densitométricas £ SEM. Las diferentes letras indican
diferencias significativas entre los grupos experimentales con p<0,05.
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b. Determinacion del contenido de los receptores de factores angiogénicos Flk-
1/KDR y Tie-2 en foliculos de ratas superovuladas tratadas con analogos de

GnRH-I

El receptor Flk-1/KDR es el principal mediador de los efectos angiogénicos
ejercidos por VEGF y, como ya hemos citado, VEGF es el principal factor angiogénico
en el ovario. Por esta razon, analizamos los niveles proteicos del receptor en los foliculos
de los animales que recibieron los distintos tratamientos.

En el grupo LA se observé que el contenido de Flk-1 es significativamente menor
comparado con lo que se observa en el grupo Control (Figura 15) (C: 0,81+£0,08; LA:
0,31+0,05; p<0,05). Nuevamente, el efecto inhibitorio del agonista se vid revertido por el
co-tratamiento con el Antide y este no produjo cambios per sé¢ (grupo ANT) (C:
0,81+0,08; LA: 0,31+0,05; LA+Ant: 0,95+0,05; p<0,05).

Ademas, se analizd el contenido proteico del receptor Tie-2, el cual es activado
por la proteina ANGPT-I. Como ya hemos descripto, esta angiopoietina es crucial en el
establecimiento de la nueva vasculatura, ya que cumple una funciéon importante en la
estabilizacion y maduracion de los vasos sanguineos. Contrario a lo observado en el caso
de Flk-1, no se observaron cambios significativos en el contenido folicular del receptor

Tie-2 con ninguno de los tratamientos utilizados (Figura 16).
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Contenido folicular del receptor Flk-1/KDR en foliculos de ratas superovuladas
tratadas con andlogos de GnRH-1

Figura 15
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Los animales fueron sometidos a los mismos tratamientos que para la
determinacion del contenido de los factores angiogénicos. Los foliculos antrales se
aislaron por microdiseccion 3 hs luego de la dltima inyeccién y se extrajeron las
proteinas. Los extractos se separaron en geles desnaturalizantes de poliacrilamida. El
panel superior muestra un inmunoblot representativo de tres experimentos
independientes. En el panel inferior se observa el analisis densitométrico de los
diferentes experimentos expresados como el promedio de las unidades densitométricas
+ SEM. Las diferentes letras indican diferencias significativas entre los grupos
experimentales con p<0,05.
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Contenido folicular del receptor Tie-2 en foliculos de ratas superovuladas tratadas
con andlogos de GnRH-1

Figura 16
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Los animales fueron sometidos a los mismos tratamientos que para la
determinacion del contenido de los factores angiogénicos. Los foliculos antrales se
aislaron por microdiseccion 3 hs luego de la ultima inyeccion y se extrajeron las
proteinas. Los extractos se separaron en geles desnaturalizantes de poliacrilamida. El
panel superior muestra un inmunoblot representativo de tres experimentos
independientes. En el panel inferior se observa el analisis densitométricos de los
diferentes experimentos expresados como el promedio de las unidades densitométricas
+ SEM.
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4.1 Efecto de analogos de GnRH-I sobre la apoptosis en foliculos ovaricos

de ratas prepuberes superovuladas

a. Determinacion del contenido proteico y actividad enzimatica de la enzima

caspasa-3 en foliculos de ratas superovuladas tratadas con analogos de GnRH-I

En estudios anteriores, hemos demostrado que el tratamiento con LA produce un
aumento en el porcentaje de células apoptoticas de foliculos en desarrollo, como también
un aumento en la fragmentacion espontanea del ADN caracteristico de la apoptosis en
foliculos en cultivo en medio libre de suero [92]. En este mismo trabajo se observo que
la co-inyeccion con Antide revierte este efecto. Dado que la enzima caspasa-3 es la
principal efectora de la muerte celular programada [80-82;328], se determind el

contenido folicular de esta enzima, asi como también su actividad.

Por andlisis mediante western blot, se observd un aumento significativo del
fragmento activo de 17 kDa de la caspasa-3 luego del tratamiento con LA comparado con
el grupo Control (C: 9199+£299; LA: 11636+321; p<0,05) (Figura 17). Sorpresivamente,
el tratamiento con Antide disminuyo significativamente los niveles de este fragmento
comparado al grupo Control (C: 9199+299; Ant: 7000+£250; p<0,05). Una vez mas, el
tratamiento con LA+ANT produjo una reversion del efecto producido por el tratamiento
con LA (Figura 17) (C: 9199+£299; LA: 11636+321; LA+Ant: 9467+267; p<0,05). Por el
contrario, ninguno de los tratamientos afectd los niveles de la procaspasa-3 (33 kDa,
forma inactiva). Ademas, se observd un fragmento de 20 kDa (p20) que constituye un
intermediario en el procesamiento de esta enzima, el cual se genera por clivaje de la
procaspasa-3, dando un fragmento de 11 kDa y otro de 20 kDa. Este ultimo se cliva

nuevamente, y se obtiene el fragmento p17, forma activa de la caspasa-3.

Como se describid en Materiales y Métodos, se determinoé la actividad de esta
enzima mediante dos metodologias: a. utilizando un sustrato colorimétrico y b.
determinando el grado de clivaje de la Polimerasa Poli-ADP ribosa (PARP), sustrato de
la caspasa-3 durante el proceso de apoptosis.

En primer lugar, se observd que en el grupo LA la actividad enzimatica fue 1,8
veces mayor comparado al grupo Control (Figura 18) (p<0,05), siendo este efecto

revertido por el co-tratamiento con ambos andlogos. Nuevamente, el Antide (ANT)

128



disminuy6 los niveles de actividad 0,5 veces respecto del grupo Control (p<0,05). Cabe
destacar, que la actividad observada mediante el clivaje del sustrato colorimétrico, es
especifica de la caspasa-3, ya que el agregado de su inhibidor, DEVD-CHO, bloque6

completamente la actividad observada en cada grupo.

b. Clivaje de un sustrato de caspasa-3, Polimerasa Poli-ADP ribosa (PARP), en

foliculos de ratas superovuladas tratadas con analogos de GnRH-I

De manera similar, cuando se analiz6 el clivaje de PARP por Western blot, se
observo el mismo patron que el descripto utilizando el ensayo colorimétrico. Los
resultados mostraron un aumento significativo (p<0,05) en el fragmento de 85 kDa
generado a partir del clivaje de su precursor 116 kDa, luego del tratamiento con LA (C:
201,6+14,9; LA: 298,9+£36,5; p<0,05). Este efecto se revirtié con el tratamiento con el
antagonista y sus valores fueron similares a los observados en el grupo Control (C:
201,6+£14.,9; LA: 298,9+£36,5; LA+Ant: 164+18,6; p<0,05). Una vez mas, la utilizacion
simultanea de ambos analogos produjo un menor clivaje de PARP comparado al grupo
Control (p<0,05) (Figura 19). Los tratamientos no afectaron la forma no procesada de

116 kDa de PARP.

129



Contenido proteico folicular de la enzima caspasa-3 en foliculos de ratas
superovuladas tratadas con andlogos de GnRH-1

Figura 17
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Los foliculos antrales fueron aislados por microdiseccion luego de los
correspondientes tratamientos y se realizaron extracciones proteicas las cuales se
corrieron en geles de poliacrilamida. Las bandas correspondientes a la procaspasa-3 y
sus fragmentos, generados como consecuencia de su activacion, fueron visualizados con
un anticuerpo que detecta ambos estados de la enzima. El panel superior muestra un
inunoblot representativo de tres diferentes experimentos y en el panel inferior se
observa el andlisis densitométrico de la intensidad de la banda correspondiente al
fragmento pl7. Los resultados se encuentran expresados como el promedio de las
unidades densitométricas £+ SEM. Las diferentes letras indican diferencias significativas
entre los grupos experimentales con p<0,05.
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Actividad de la enzima caspasa-3 en foliculos ovaricos luego del tratamiento con

andlogos de GnRH-1
Figura 18
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Los foliculos antrales fueron aislados por microdiseccion luego de los
tratamientos y se realiz6 una extraccion proteica de los pooles de foliculos obtenidos de
los ovarios de los animales pertenecientes a los diferentes grupos experimentales. La
actividad enzimadtica se determiné utilizando un ensayo colorimétrico que incluye un
sustrato de la caspasa-3 que al ser clivado libera un croméforo. Las muestras fueron
incubadas a 37°C durante 90 minutos, tiempo en el cual se determiné la absorbancia de
las mismas. Los resultados se encuentran expresados como el promedio de las
absorbancias en diferentes experimentos = SEM. Las diferentes letras indican
diferencias significativas entre los grupos experimentales con p<0,05.
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Clivaje de la Polimerasa Poli-ADP ribosa en foliculos de ratas superovuladas
tratadas con andlogos de GnRH-1

Figura 19
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El panel superior muestra un inmunoblot representativo de diferentes
experimentos en el que se visualiza la proteina PARP de 116 kDa y el fragmento de 85
kDa generado por su clivaje. En el panel inferior se observa la cuantificacion del
fragmento de 85 kDa determinada mediante densitometria de la correspondiente banda.
Los resultados se expresan como unidades arbitrarias de PARP relativizado a 3 Actina +
SEM. Las diferentes letras indican diferencias significativas entre los grupos
experimentales con p<0,05.
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c. Localizacion folicular de la caspasa-3 en ovario de ratas superovuladas tratadas

con analogos de GnRH-I

Boone y col. [83] han descripto la localizacion de la caspasa-3 principalmente en
células de la teca de foliculos de rata tratadas con gonadotrofinas. Estos autores
observaron en foliculos saludables que la enzima se localiza en células de la teca y esta
ausente en células de granulosa. Por el contrario, en foliculos atrésicos observaron
expresion de la enzima en células de granulosa.

En el presente trabajo se analizd la localizacion de la caspasa-3 en foliculos
preantrales (FP) y antrales (FA), en secciones de ovario de ratas que recibieron los cuatro
tratamientos. En los FP no se observo marca positiva en células de granulosa con ninguno
de los tratamientos aplicados (Figura 20). Sin embargo, se detectd una leve
inmunoreactividad en células de la granulosa de FA luego del tratamiento con LA y
LA+ANT (Tabla 3, Figura 20: Cy D, Gy H, respectivamente).

De forma coincidente con las observaciones realizadas por Boone y col. [83], las
células de la teca de los FA poseen expresion de caspasa-3 en todos los grupos
estudiados, siendo esta mas intensa en el grupo LA (Figura 20: C y D.). En los FP,
solamente las células de la teca poseen expresion de esta enzima en el grupo Control y
LA (Figura 20: B-D), siendo nuevamente su expresion mayor en el grupo LA (Figura
20: C y D). Cabe destacar que en el grupo LA, en el cual se observaron intensidades
mayores de esta enzima en células de la teca respecto de los otros grupos analizados, la
caspasa-3 se localizo principalmente en el nucleo de estas células (Figura 20: C y D).
Esta localizacion nuclear observada es interesante si recordamos que una vez producido
el clivaje de caspasa-3 y en consecuencia su activacion, la enzima se traslada al nucleo

donde se encuentran sus sustratos.
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Tabla 3: Inmunohistoquimica de la enzima caspasa-3 luego del tratamiento con

analogos de GnRH-I

Foliculos preantrales

Foliculos antrales

Grupos Experimentales cG cT cG cT
Control - + - ++
LA - ++ -/+ +++
ANT - - - +
LA+ANT - - -/+ +

Intensidad de sefial: - ausente; -/+ débil; + moderada; ++ intensa; +++ muy intensa

¢G: células de granulosa y ¢T: células de la teca
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DISCUSION
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DISCUSION

Los analogos de la Hormona Liberadora de Gonadotrofinas (GnRH), se han
utilizado por mas de dos décadas para controlar la funcion ovarica, ya sea estimulando o
inhibiendo el eje Hipotalamo-Hipofisis. En muchas pacientes forman parte del
tratamiento de las pacientes durante ciclos de hiperestimulacion controlada, en
tratamientos de fertilizacion in vitro (FIV). Ademaés, se utilizan frecuentemente en
enfermedades humanas como pubertad precoz, poliquistosis ovarica, endometriosis y
miomatosis. Estos analogos se unen al receptor de GnRH hipotaldmico, pero poseen
mayor vida media y biodisponibilidad que el GnRH enddgeno. A los individuos sujetos
a ciclos de hiperestimulacion ovarica, se les administran dosis suprafisiologicas de
gonadotrofinas exdgenas y estos andlogos se inyectan con el objeto de suprimir la
secrecion de la hipofisis, previniendo de esta forma la liberacion prematura de LH
endogena. De lo contrario, la secreciébn espontdnea de esta hormona induciria la
ovulacion y llevaria a la cancelacion de estos ciclos de estimulacion en tratamientos de
reproduccion asistida. En el caso de los agonistas de GnRH (GnRH-a), la unién de estos
al receptor de GnRH en las células gonadotropas de las hipofisis, provoca un efecto
estimulador transitorio (flare up), y posteriormente, una supresion de la secrecion de
gonadotrofinas a través de la desensibilizacion y regulacion negativa (downregulation)
de su receptor. En cambio, los antagonistas de GnRH (GnRH-ant) producen una
supresion inmediata de la liberacion de gonadotrofinas, uniéndose de forma competitiva
a los receptores de GnRH en los gonadotropos y compitiendo con el GnRH endogeno.
Luego de la identificacion de receptores en tejidos extrahipofisarios en humanos, se ha
comenzado a prestar especial atencion a los agonistas y frente a los efectos negativos
sobre el ovario que se han observado, se han estandarizado diferentes protocolos de
administracion en los que varian la dosis y periodo de tratamiento [329].

Los primeros trabajos realizados en cuanto a los agonistas de GnRH y sus
efectos extrahipofisarios, describieron la inhibicion del aumento de peso de los ovarios
y utero inducido por la administracion de hCG a ratas hipofisectomizadas, asi como
también la inhibicion de la esteroidogénesis estimulada por FSH en células de la
granulosa en cultivo [303]. Recientemente, en nuestro laboratorio se ha demostrado una
inhibicion en el desarrollo folicular inducido por gonadotrofinas en ratas tratadas in vivo
con el agonista de GnRH, acetato de leuprolide, como también un aumento en el

proceso de apoptosis en foliculos preantrales y antrales [315].
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Debido al hecho de que en los protocolos de hiperestimulacion mencionados, se
observa una disminucién de la respuesta a las gonadotrofinas administradas
exdgenamente en cada repeticion del ciclo, y las evidencias que hemos citados de los
efectos extragonadales de los analogos de GnRH, hemos postulado al GnRH-I como un
factor intraovarico que actuaria de forma local inhibiendo procesos esenciales
involucrados en el desarrollo de los foliculos ovaricos y en la seleccion del/de los
foliculos dominantes. Por lo tanto, en el presente trabajo de tesis se han realizado
experimentos para probar la hipotesis planteada de que el GnRH-I interfiriere en los
procesos de sintesis y metabolismo de esteroides y en la angiogénesis ovarica. A
continuacion se detallan las conclusiones que se obtuvieron a partir de los resultados de

los experimentos llevados a cabo.

Las determinaciones tanto séricas como tisulares (foliculares) de los esteroides
ovaricos en el grupo Control y LA luego de 48 hs de tratamiento, permitieron describir
el perfil hormonal de los animales estimulados con gonadotrofinas luego del tratamiento
in vivo con el agonista de GnRH-I: Acetato de Leuprolide, LA. Se observo una
estimulacion producida por LA en la sintesis de progesterona folicular, no detectada a
nivel sérico. En este punto, fue interesante observar que la sintesis del metabolito
mminactivo de la progesterona, la 200-hidroxiprogesterona, también fue estimulada por
el tratamiento. Por el contrario, se observd un efecto inhibidor del LA sobre la sintesis
de androgenos; testosterona y androsterona, como también, del estrogeno, estradiol.
Asimismo, se analizaron los niveles séricos de progesterona y androsterona en funcioén
del tiempo de la administracion de LA. En este caso, se administré una dosis unica y
mayor de LA y se determino la sintesis de ambos esteroides a tiempos cortos (2 y 8 hs)
y tiempos mas largos (24 y 48 hs). Se observd una estimulacién en la sintesis de
progesterona a las 8 hs luego de la administracion del andlogo y una inhibicion en la
sintesis de androsterona en este mismo intervalo de tiempo.

Respecto a la estimulacion observada en la sintesis de progesterona, Clark M
[330] no ha observado estimulacion de su sintesis en extractos de ovario de ratas
hiperestimuladas con PMSG tratada con un anilogo de GnRH. Sin embargo, describid
un efecto estimulador cuando utilizé otro andlogo de GnRH, en células de la granulosa
en cultivo en combinacidon con concentraciones minimas “subdptimas” de LH. Este
mismo efecto estimulador fue observado cuando se co-incubd las células con FSH y el

andlogo de GnRH [330]. Similar a lo descripto en nuestro trabajo, Elkholm y col. [306]
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han demostrado un aumento en los niveles de progesterona plasmatica en ratas
hipofisectomizadas tratadas con el mismo anédlogo que el utilizado por Clark M. Es
importante destacar que en nuestro trabajo, la dosis de PMSG utilizada para estimular a
estos animales, fue mayor que la utilizada en el trabajo citado de Clark M., con lo cual,
el co-cultivo con FSH de las células de la granulosa que utilizd el autor, se acercaria
mas a las condiciones de nuestros animales en cuanto a la concentracion de FSH a la
cual las células foliculares estuvieron expuestas.

En esta Tesis se ha observado un aumento en el metabolismo de la progesterona
hacia 20a-hidroxiprogesterona con el tratamiento con LA. Este resultado coincide con
la estimulacién de la actividad de la enzima 20a-hidroxiesteroide deshidrogenasa (200-
HSD) observada en células de la granulosa, provenientes de ratas hipofisectomizadas,
incubadas con un analogo de GnRH [301]. Ademas, estos autores demostraron en estas
células que la actividad de la 20a-HSD aumentaba con el agregado del andlogo, y este
efecto se observaba tanto en su actividad basal como en su actividad estimulada por
FSH.

Contrariamente a los efectos estimuladores hallados hasta el momento, en
nuestro trabajo se observo una disminucion en la sintesis de los androgenos testosterona
y androsterona luego del tratamiento in vivo con LA, tanto a nivel sérico como tisular en
ratas estimuladas con PMSG. Magoffin y col. [323;331] han demostrado en cultivos de
células intersticiales ovaricas de ratas hipofisectomizadas que, tanto GnRH como un
andlogo del mismo, inhiben la produccion de androsterona estimulada por LH. Sin

embargo, solo el andlogo inhibe la sintesis de androsterona basal.

Estos resultados indicarian que GnRH-I posee, tanto efectos estimuladores como
inhibidores, sobre la sintesis de esteroides gonadales y que esta accién podria ser
directa, a través de la unién de este factor a receptores localizados en las células
foliculares. Especificamente, la accion estimuladora observada en el metabolismo de la
progesterona hacia la 20a-hidroxiprogesterona, se deberia a la accién del analogo en
células de la granulosa; y por el contrario, la accion inhibitoria en la sintesis de
andrégenos, demostraria su accién en células de la teca. Por otro lado, en base a
nuestros resultados, la inhibicion en la sintesis de estradiol se deberia a una menor

disponibilidad de su sustrato, es decir, de andrégenos. La especificidad celular de la
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accion de GnRH-I puede deducirse de la localizacion de las enzimas responsables de la
sintesis de los respectivos esteroides.

Con estas observaciones, sugerimos que el desorden en los niveles y relaciones
de esteroides generado por el tratamiento con LA durante el desarrollo folicular
inducido por gonadotrofinas, afectaria la foliculogénesis, retrasando el desarrollo
folicular o induciendo la atresia de los foliculos en desarrollo. En relacion a esta
suposicion, en nuestro laboratorio [315] hemos descripto un aumento en el nimero de
foliculos preantrales y atrésicos, y una disminucioén en el nimero de foliculos antrales
luego del tratamiento de 48 hs con LA. Asimismo, se observo que con tratamientos con
LA mas prolongados (7 dias) y con estimulacion adicional con hCG, el numero de
cuerpos luteos disminuye significativamente cuando se lo compara con un grupo tratado
con gonadotrofinas nicamente [313].

Los esteroides analizados en esta tesis poseen distintos efectos sobre la
foliculogénesis y ademas, esta diversidad se debe al estadio folicular al cual nos
referimos. La progesterona es inhibitoria de funciones esenciales para el desarrollo
folicular como ser la sintesis de estradiol estimulada por FSH [187;332;333], y de la
transicion de los foliculos primordiales al estadio de primarios [188]. Sin embargo, es
un factor de supervivencia en foliculos periovulatorios, es decir de aquellos que se
encuentran proximos a la ruptura folicular para la liberacion del oocito [334]. Los
androgenos poseen efectos adversos sobre la foliculogénesis. En la rata, los androgenos
alteran el desarrollo folicular a través de un aumento de la atresia [207-209], inhiben el
receptor de LH estimulado por FSH [211;212] y estimulan la apoptosis en células de la
granulosa [96]. Por el contrario, los estrogenos son esenciales para el desarrollo
folicular y, uno de los efectos observados es la disminucion de la apoptosis en células
de granulosa de foliculos preantrales [96]. Es importante destacar que se observa un
aumento en la relacion androgenos/estrogenos en el fluido folicular de foliculos
atrésicos [97;335] y que la produccion de estrégenos siempre se encuentra disminuida

en estos foliculos [113;336].

Dada la estimulacion en la sintesis de progesterona observada luego de las 8 hs
de administrado el analogo, analizamos la expresion de la proteina StAR (Proteina
Reguladora de la Sintesis de Esteroides Aguda) en foliculos de animales Control
(tratados con PMSG) y LA (tratados con PMSG+LA) a las 0, 2, 4 y 8 hs de tratamiento.

El tratamiento con PMSG estimul6 la expresion del ARN mensajero a las 4 hs luego de
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su administracion. Esta induccidon coincide con el trabajo de Ronen-Fuhrman y col.
[128] quienes describieron un aumento en la expresion de StAR en extractos de ovarios
de ratas estimuladas con PMSG. Estos autores detectaron este aumento a las 8 hs de la
administraciéon de gonadotrofinas, de forma mas tardia a la descripta en este trabajo.
Una causa de este retraso, podria ser la menor dosis de PMSG que estos autores
utilizaron para la estimulacion de los animales. Por otro lado, el tratamiento con
PMSG+LA produjo un aumento en los niveles foliculares del ARN mensajero de la
StAR cuando los animales fueron sacrificados a las 2 hs de tratamiento. Este aumento
rapido observado en la expresion del ARN mensajero de la proteina StAR luego del
tratamiento con gonadotrofinas y/o LA, es la primera evidencia in vivo de la naturaleza
aguda de la respuesta de la StAR. Como ya hemos descripto, la expresion de esta
proteina esta restringida a tejidos donde ocurren oxidaciones de esteroles a nivel de la
mitocondria, sujetos a una regulacion aguda de parte de AMP ciclico y hormonas
troficas [124]. Ademas, esta proteina es la mediadora del paso limitante en la sintesis de
esteroides, la traslocacion del colesterol desde la membrana externa de la mitocondria
hacia la membrana interna, paso regulado durante la sintesis aguda de esteroides. Sin
embargo, la StAR se sintetiza como un precursor de 37 kDa que es rapidamente
importado a la mitocondria, donde es procesado a su forma final de 30 kDa. Esta forma
final es una fosfo-proteina, la cual constituiria la forma activa de la proteina. Por esta
razon, para poder comparar los niveles de esteroides observados con el tratamiento con
LA y la actividad de esta proteina, fue imprescindible la determinacion de sus niveles de
expresion a nivel proteico en los foliculos de las ratas estimuladas con gonadotrofinas.
Pudimos observar que la gonadotrofina estimul6 la expresion de StAR a medida que
avanzo el tiempo de exposicion a las mismas. Nuevamente, esta observacion coincide
con lo descripto por Ronen-Fuhrman y col. [128]. Paralelamente al aumento de la
produccion de progesterona observado luego de la administracion de LA, el andlogo
aumento el contenido folicular de la proteina StAR a las 2, 4 y 8 hs luego de su
administracién comparado al tratamiento con gonadotrofina solamente. Por lo tanto, con
los resultados descriptos hasta el momento, podemos atribuir el aumento de los niveles
de progesterona observados luego del tratamiento con LA, a una mayor expresion y
contenido de la proteina StAR. Por consiguiente, LA regularia a esta proteina, tanto a
nivel transcripcional como traduccional y/o a nivel de su procesamiento a su forma final

de 30 kDa.
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Los estudios de inmunohistoquimica de la proteina StAR, nos permitieron
describir el/los tipos celulares del foliculo ovarico a los cuales se debia la induccion
observada en la expresion de esta proteina luego del tratamiento con LA. Se ha
descripto que luego de la administracion de PMSG, la StAR se expresa en células teca-
intersticiales mientras no se la detecta en células de la granulosa, donde comienza a
expresarse luego de la administracion de hCG [128]. Estos mismos autores no
encontraron expresion de StAR en ovarios no estimulados con gonadotrofinas.
Coincidentemente a lo descripto, en nuestro trabajo se observo que la proteina StAR se
localiza en células intersticiales y tecales luego del tratamiento con gonadotrofina, y no
se detectd su expresion en células de la granulosa. Sin embargo, luego del co-
tratamiento con LA se detectd una expresion débil de la proteina StAR en células de la
granulosa de foliculos antrales. Fue interesante observar que el aumento de StAR
producido luego de las 8 hs de la administracion de LA, se localizé en células tecales de
foliculos preantrales y antrales. Podemos deducir hasta ahora, que las células de la teca
de los foliculos antrales y preantrales serian las responsables del aumento de la StAR y
por consiguiente, de la estimulaciéon de la produccién de Progesterona luego del
tratamiento con LA. Respecto a la localizacion de la StAR, cabe destacar que la misma
también fue observada en foliculos atrésicos [128]. Ademas, estos mismos autores
observan que la expresion de la proteina es especifica de los foliculos periovulatorios,
mientras que no se encuentra en aquellos foliculos que no llegaran a la ovulacion.

Continuando con el camino biosintético de las hormonas esteroideas, se analizo
el contenido folicular de la enzima CYP11Al en ovarios de ratas prepuberes
estimuladas con gonadotrofinas, dado que esta enzima constituye otro paso limitante en
este proceso. Los niveles del citocromo no se vieron afectados por la administracion de
LA a ninguno de los tiempos estudiados. Tampoco se detectd alguna variacion del
citocromo en estos animales en funcidn del tiempo de tratamiento. Estas observaciones

coinciden con lo descripto para esta enzima, donde se observa una expresion constante
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de la misma a nivel proteico luego de la administracion de gonadotrofinas. Se observo
que el ARN mensajero de esta enzima comienza a aumentar luego de aproximadamente
30 a 48 hs de la administracion de gonadotrofinas [147] y posee otro aumento
considerable luego de la administracion de hCG en ratas prepuberes estimuladas [128].
Esta enzima ha sido descripta principalmente en células intersticiales y células tecales,
las cuales expresan altas cantidades de CYP11Al, inclusive antes del tratamiento con
gonadotrofinas [147]. En contraste a lo descripto en cuanto a la proteina StAR y la
enzima CYP11Al, otros autores han observado una disminucion en los niveles de
ambas proteinas durante la prefiez en un modelo de rata pseudopreiiada [300;311] luego
del tratamiento con una analogo de GnRH. Ademas, en nuestro laboratorio hemos
descripto una disminuciéon del citocromo CYPIIAl en cuerpo luteo de ratas
pseudoprenadas luego del tratamiento con LA. Dados estos resultados, atribuimos las
diferentes respuestas observadas con los anadlogos de GnRH, a los diferentes estadios de
desarrollo en el que se encuentra el foliculo ovérico y consecuentemente, al grado de

diferenciacion de las células ovaricas (folicular vs. luteal).

Hemos descripto la importancia de la relacion androgenos-estrogenos durante el
desarrollo folicular y como esta relacién cuando se encuentra elevada, lleva al foliculo a
la atresia [220]. Ademas, luego del estadio antral, el preciso aporte de androgenos es
critico para el desarrollo folicular normal [220]. Por lo tanto, por las razones expuestas
y ademas, dada la importancia de los andrégenos como sustrato para la sintesis de
estrogenos, se ha estudiado la expresion de la enzima CYP17 en ovarios de ratas
prepuberes estimuladas con gonadotrofinas luego del tratamiento con LA a distintos
periodos de tiempo. Mediante este estudio se ha observado una inhibicién en la
expresion del ARN mensajero de esta enzima luego de 8 hs de tratamiento con LA, sin
variaciones dentro de los tratamientos. De estos resultados podemos concluir que LA

inhibe la expresion de la CYP17 a nivel transcripcional.
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Dado que se observé una inhibicion en los niveles de androsterona sérica y en la
expresion del ARN mensajero del citocromo CYP17 luego del tratamiento con LA,
analizamos su contenido folicular a lo largo del tiempo de la administracion del
andlogo. Esta enzima ha sido descripta en diferentes estudios bajos distintas
condiciones, tanto in vivo como in vitro [326;337-341]. Sin embargo, hasta ahora no se
han llevado a cabo estudios a nivel de expresion proteica de este citocromo durante el
desarrollo folicular inducido por gonadotrofinas. De forma paralela a la inhibicion en la
produccion de androsterona y en los niveles del ARN mensajero del CYP17, se ha
observado que luego de 8 hs de tratamiento con LA, se produjo una disminucion en el
contenido proteico del citocromo CYP17 en foliculos de ratas preptiberes superovuladas
con gonadotrofina. En relacion a la inhibicion observada en la sintesis de androsterona y
la expresion de la enzima CYP17 luego de la administracion de un agonista de GnRH,
existen trabajos que describen un efecto directo de GnRH en la sintesis de androgenos
gonadales. Tanto en testiculo de ratas como de sapos, se ha observado una disminucion
en la sintesis de testosterona por acciéon de un analogo de GnRH [342;343]. Por otro
lado, se ha descripto que el tratamiento con GnRH reduce las actividades 170-
hidroxilasa y C17,20 liasa en cultivos de células intersticiales de ovario provenientes de
ratas inmaduras hipofisectomizadas [323;331]. La enzima CYP17 es considerada un
marcador de las células de la teca, ya que se expresa especificamente en este tipo celular
en el foliculo ovarico, haciendo de las células tecales, la principal fuente de androgenos
ovaricos. Ademas, este citocromo se encuentra presente en el ovario de ratas inmaduras
[236], tal como se observo en este trabajo en ovarios de ratas prepuberes que no
recibieron tratamiento alguno. Los foliculos primordiales no poseen células de la teca
[15] y el foliculo primario posee una unica capa de este tipo celular. En respuesta a
factores intraovaricos, estas células proliferan y el nimero de capas aumenta a medida
que el desarrollo folicular avanza. En nuestro trabajo, se ha observado que LA produce

una disminucién en el contenido de la CYP17. Esto podria deberse a un menor nimero
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de foliculos antrales (ya que hemos descripto un retraso del desarrollo folicular por
accion de LA) o a una inhibicion especifica de la enzima por accion de LA en células de
la teca. Dado que en el presente trabajo se han aislado foliculos antrales para el analisis
de su expresion, sostenemos que el andlogo inhibiria especificamente la expresion de

esta enzima.

Luego del estudio de la expresion de la CYP17, nos encontramos en condiciones
de sugerir que al aumento de la sintesis de progesterona observado en estos animales,
contribuirian dos factores: 1) mayor contenido folicular de la proteina StAR proveyendo
al citocromo CYP11A1 de una mayor concentracion de su sustrato: el colesterol, y 2)
acumulacion de progesterona debido a su impedimento de continuar su camino

biosintético, a causa de la inhibicion del citocromo CYP17 por accion de LA.

Contrariamente a lo esperado, se ha observado en ratas donde la apoptosis
folicular ha sido inducida mediante hipofisectomia, que la produccion de progesterona
en el ovario aumentaba paralelamente a un aumento progresivo de la atresia [344]. El
mismo fendmeno se observé en células de granulosa-luteinicas sugiriendo que los pasos
iniciales de la apoptosis estan acompafiados de un aumento, mas que de un bloqueo, de
la produccion de progesterona. Ademas, la produccidon y secrecion de este esteroide
durante el ciclo estral/menstrual, posee una importante funcién en la calidad del oocito
que es ovulado, favoreciendo de esta manera, la fertilizacion del mismo. Asimismo,
niveles elevados de progesterona de manera temprana durante el desarrollo del foliculo
preovulatorio, afectan de forma negativa al oocito durante la fertilizacion [345-347]. Es
interesante destacar que en estos trabajos citados, a medida que la atresia progresa,
también se observa una disminucion de los andrégenos foliculares y de estradiol
[344;348]. Respecto a estas observaciones, surgio la pregunta de: como la mitocondria

puede mantener su integridad durante los pasos iniciales de la apoptosis, cuando es el

145



blanco de numerosas sefiales apoptoticas. Es interesante observar que la StAR se ubica
en la mitocondria, mientras la CYP17 y la enzima aromatasa responsable de la sintesis
de estrogenos, son enzimas ubicadas en el reticulo endoplasmatico en el citoplasma de
las células. Al respecto, se observd que la mitocondria permanece intacta en células que
estan sufriendo el proceso de apoptosis y, por lo tanto se concluyd, que este proceso y la
esteroidogénesis co-existen en las células hasta su colapso total [348]. En otras
especies, ademas de en la rata, como hamster y oveja, fue demostrado que la actividad
esteroidogénica de los foliculos atrésicos es mayor a la de los foliculos no atrésicos

[98:349;350].

En el presente trabajo, se describio que el tratamiento con el andlogo de GnRH-I
de ratas prepuberes cuyo desarrollo folicular fue inducido por la administracion de
gonadotrofinas, produjo diversos efectos que modificaron la sintesis de esteroides
gonadales esenciales durante el desarrollo de los foliculos ovaricos. El estudio de la
esteroidogénesis en el ovario es importante por su ciclicidad, debido a la cual se
producen cambios continuos en los niveles de expresion de enzimas y hormonas
esteroideas, contrariamente a la continua secrecién que se observa en el cuerpo luteo,

placenta o testiculo.

Sabemos que, en principio, GnRH es un factor sintetizado en el hipotalamo y
que una vez liberado al sistema circulatorio, llega a la hipofisis anterior donde estimula
la sintesis y secrecion de las gonadotrofinas. Por esta razon, luego de la realizacion de
los experimentos in vivo con LA, quisimos descartar posibles efectos de este analogo
mediado por su accidn a nivel hipofisario de los animales. Para ello, se realizaron los
experimentos in vitro con foliculos antrales obtenidos de animales estimulados con
gonadotrofinas, incubados con FSH y FSH+LA. El modelo utilizado para estos ensayos,
tiene la ventaja de mantener la integridad de los foliculos y actualmente, se utiliza para
el estudio de la regulacion de la esteroidogénesis, la apoptosis y la atresia folicular

[78;351]. De forma coincidente, se observo el mismo efecto estimulador de LA en el
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contenido folicular de StAR, cuando los foliculos fueron co-incubados con FSH y LA
durante 12 hs. Asimismo, la co-incubaciéon inhibid el contenido folicular de
androsterona a las 24 hs como también, el contenido folicular de CYP17 a las 12 hs de
incubacion con el analogo. Estos experimentos nos permiten demostrar que el Acetato
de Leuprolide ejerce un efecto directo en las células foliculares y que, efectivamente
afecta a la sintesis de esteroides durante la foliculogénesis inducida por gonadotrofinas,
en forma similar a lo observado en los experimentos realizados in vivo. Por lo tanto, los
efectos de LA observados cuando el mismo fue administrado in vivo, se deberian a una

accion directa de LA sobre las células de los foliculos ovaricos.

Debido a que el ovario es uno de los pocos 6rganos del adulto que presenta un
alto grado de angiogénesis a intervalos regulares, se ha propuesto a dicho 6rgano como
modelo para el estudio no solo de la funcidon reproductiva, sino también de la
angiogénesis en general. Por lo tanto, el segundo aspecto analizado en este trabajo, fue
el efecto del analogo de GnRH-I, LA, sobre la expresion de factores angiogénicos y sus
receptores, en ovario de ratas estimuladas con gonadotrofinas, a las cuales se les
administr6 LA y/o un antagonista de GnRH-I, Antide. Los experimentos se realizaron
luego de 48 hs de los tratamientos. Este es el primer trabajo que analiza los efectos de
los analogos de GnRH sobre la expresion de factores angiogénicos y sus receptores en
el desarrollo folicular inducido por gonadotrofinas.

Hemos demostrado en esta tesis, que el tratamiento con LA inhibe la expresion
proteica de VEGF, su receptor (Flk-1/KDR) y Angiopoietina-1 en foliculos antrales
(FA) provenientes de ratas prepuberes hiperestimuladas. Ademads, el antagonista de
GnRH-I, Antide, fue capaz de revertir la accion del agonista, sosteniendo la hipotesis de
que el efecto local de LA estaria dado a través de la accion del agonista sobre los
receptores de GnRH en el ovario. Contrariamente a lo esperado, no se modifico la

expresion del receptor de Angiopoietina-1, Tie-2, con los tratamientos. El tratamiento
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con el antagonista no produjo efectos en ninguna de las proteinas analizadas. Por lo
tanto, estos resultados muestran que el agonista de GnRH, LA, afectaria el grado de
vascularizacion de los foliculos antrales, causando un menor aporte de hormonas,
factores de crecimiento y nutrientes a estos foliculos. Se ha observado, en un modelo de
Sindrome de Hiperestimulacion Ovarica (OHSS) en ratas, que el tratamiento con un
analogo de GnRH, disminuye la expresion de VEGF tanto a nivel de ARN mensajero,
como de proteina [352]. Ademads, en ese mismo trabajo se describe una disminucion de

la permeabilidad vascular en estos animales, luego del tratamiento.

En muchos trabajos, se ha estudiado el papel funcional de estos factores
angiogénicos en la regulacion de la formacion de vasos en el foliculo ovarico, mediante
la administracioén de sustancias que activan o inactivan a estos agentes angiogénicos. En
raton, se observd que el bloqueo del receptor de VEGF, Flk-1, inhibe la angiogénesis
folicular dependiente de gonadotrofinas, y consecuentemente, impide el desarrollo de
los foliculos antrales maduros [353;354]. Ademas, la inhibicion de VEGF en monos
marmoset, inhibe el desarrollo folicular y su angiogénesis y disminuye la expresion de
ambos receptores de VEGF [354].

En nuestro laboratorio [355], se ha demostrado que al inhibir la accion local de
VEGF en ovarios de ratas tratadas con gonadotrofinas, disminuye el niimero de
foliculos periovulatorios y aumenta el nimero de foliculos atrésicos. Ademas, en los
foliculos aislados de estos animales, se observa un aumento de la apoptosis espontanea
que sufren los mismos, al ser incubados en medio libre de suero durante 24 hs [355]. En
este trabajo, también se demostr6é que este aumento de la apoptosis dada por la ausencia
de VEGF, esta mediada por un desbalance entre las proteinas miembros de la familia de
Bcl-2: Bax, Bcl-2, Bel-xL y Bel-xS. Otros autores han descripto que la inhibicion del
receptor de VEGF, Flk-1 altera el desarrollo folicular debido a una disminucion en la

densidad vascular de los foliculos ovaricos [353]. Ademas, en nuestro laboratorio,
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hemos descripto que la inhibicioén de la Angiopoietina-I provocada por la administracion
local de un anticuerpo neutralizante, causa un aumento en el numero de foliculos
atrésicos y una disminucion en el nimero de foliculos antrales y preovulatorios en ratas
prepuberes estimuladas con gonadotrofinas [356].

Podemos deducir de los resultados de esta Tesis, que el Acetato de Leuprolide
inhibe la expresion de los principales factores angiogénicos involucrados en el
desarrollo de la vasculatura durante la foliculogénesis. Ademas, los resultados obtenidos
con la administracion del antagonista de GnRH-I, Antide, nos permite sugerir que los
efectos de LA son producidos por union de éste a su receptor, ya que al bloquear el
mismo con un antagonista, revertimos los efectos inhibitorios. Por consiguiente, la
accion de LA durante el desarrollo de los foliculos antrales, inhibiria la formacion y
diferenciacion de una red vascular madura y funcional, a través de la disminucion del
factor VEGF y su receptor, y ademas, impediria la maduracioén y estabilidad de los
vasos recientemente formados, mediante la inhibicion de la expresion de Angiopoietina-

1, afectando, de esta manera, el desarrollo folicular.

En el afio 2001 y 2002 [78;315], se demostrd en nuestro laboratorio que
paralelamente a la inhibicién del desarrollo folicular producido por la administracion de
LA, se observa un aumento en el proceso de apoptosis, mediado por la disminucién del
contenido de la proteina antiapoptdtica Belx y un desbalance en la relacion de las
proteinas apoptoticas/antiapoptoticas (Bcl-xL/Bcl-xS). Luego, en el ano 2005 [92] se
realizaron estudios en nuestro laboratorio, donde se observd que luego el tratamiento
con LA, la proteina Bax, inductora de la apoptosis, se traslada del citosol a la
mitocondria, mientras el citocromo c, se transporta desde la mitocondria hacia el citosol.
Esta distribucion es caracteristica del proceso de apoptosis, y la ubicacion de Bax en la
mitocondria, es justamente la que permite la traslocacion del citocromo c al citosol. Se

sabe que el citocromo ¢, una vez liberado, se adhiere a la proteina Apaf-1 (Factor
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activador de proteasas apoptoticas) causando un cambio conformacional y permitiendo
que Apaf-1 interactie con procaspasa-9 que a su vez activard a las caspasas efectoras 3
y -7. Estos resultados, junto el aumento de la fragmentacion apoptética del ADN
folicular [313;315], nos llevo a estudiar el efecto de LA sobre la actividad de la
principal proteasa efectora de la apoptosis, la caspasa-3.

Los experimentos en los cuales se analiz6 el clivaje de la caspasa-3 por western
blot, mostraron que el tratamiento con LA aument6 el clivaje de la procaspasa-3,
evidenciado por el aumento del fragmento de la proteina de 17 kDa (p17), fragmento
que corresponde a la proteina activa. Ademas, se observé un fragmento de 20 kDa (p20)
que constituye un intermediario en el procesamiento de esta enzima. El fragmento de 17
kDa, volvié a los niveles de los animales que solo recibieron gonadotrofinas, luego del
co-tratamiento con Antide. Es interesante destacar, que en el tratamiento solo con
Antide, el procesamiento de la caspasa-3 fue menor que el observado en el grupo
Control. Estos resultados coinciden, tanto con la determinacion del clivaje de
Polimerasa Poli-ADP ribosa (PARP), uno de los sustratos de la caspasa-3 durante el
proceso de apoptosis; como con la medicion de la actividad de la caspasa-3 mediante el
ensayo colorimétrico. En ambos casos, se observo que LA estimul6 el clivaje de PARP
y la actividad de la caspasa-3, siendo revertido el efecto por el co-tratamiento con
Antide. Nuevamente, la administracion del Antide, disminuy¢ el clivaje de PARP y la
actividad de la caspasa-3 comparado al grupo Control. Este resultado, coincide con el
efecto antiapoptotico del Antide en los foliculos ovaricos, observado anteriormente en
nuestro laboratorio [92]. En esa oportunidad, se describid que los animales tratados con
Antide Gnicamente, experimentaban un aumento del peso de sus ovarios y del nimero
de foliculos preovulatorios y, una disminucion del niimero de células apoptoticas en
foliculos antrales tempranos y preovulatorios comparado al grupo de animales que solo
habia sido tratado con gonadotrofina. Ademas, el Antide inhibid la traslocacion de BAX
del citoplasma a la mitocondria y retuvo el citocromo C en la mitocondria comparado al
tratamiento con gonadotrofinas. Estos resultados se corroboran con varios trabajos que
indican la presencia y el rol autocrino o paracrino de péptidos de GnRH en el ovario
[276;357-359]. Nuestras observaciones fueron sumamente importantes, ya que hemos
demostrado que bloqueando el receptor de GnRH-I, existe un efecto estimulador in vivo

del desarrollo folicular; corrobordndose nuestra hipdtesis acerca de la presencia de un
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péptido similar a GnRH-I endogeno en el ovario que posee un rol inhibitorio de la
funcion ovarica.

Mediante el andlisis de la localizacion celular de la caspasa-3 por
inmunohistoquimica, se pudo determinar que el tratamiento con LA provoco un aumento
de la intensidad de esta proteina en las células de la teca de foliculos antrales comparado
al grupo Control. Cabe destacar, que la marca correspondiente a esta proteina, se localizd
principalmente en el nucleo de las células, en coincidencia con el hecho de que una vez
activada, esta proteina se traslada al nucleo de la célula durante la apoptosis. Es
interesante recordar que las células de la teca no sufren apoptosis clasica como las células
de la granulosa, sino que se hipertrofian durante este proceso y mueren mas tardiamente
[83]. Debido a esto, no se conoce exactamente la funcidon de la caspasa-3 en este tipo
celular. Recientemente, Yacobi y col. [87] han demostrado que las gonadotrofinas
inducen un aumento de la actividad de las caspasas-3 y -7 en células de la teca de
foliculos antrales de rata, y que este incremento es acompanado por una aumento de la
apoptosis de este tipo celular. También, se sugirid6 que la activacion de la caspasa-3
acompafiada por el clivaje de la proteina SREBP (Proteina de union al elemento de
respuesta a esteroles), estaria involucrada en la hipertrofia y acumulacién de gotas
lipidicas en células de la teca, llevando a un aumento de los androgenos y
consecuentemente, provocando la apoptosis de las células de la granulosa [83]. Sin

embargo, hasta el momento no existen evidencias que demuestren esta hipdtesis.
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CONCLUSION
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Con este trabajo, concluimos que el factor GnRH-I actuaria en el ovario
localmente como un modulador intraovarico, afectando funciones esenciales durante
el desarrollo folicular. Este factor interfiere con la foliculogénesis inducida por
gonadotrofinas, inhibiendo la sintesis de esteroides gonadales (androgenos y
estrogenos) y la angiogénesis folicular. La modificacion de estas funciones ovdricas
provocada por el agonista, alterarian el balance de los factores de supervivencia de
las células foliculares, causando en éstas, la activacion de proteinas reguladoras de
la apoptosis. De esta manera, el GnRH-I llevaria a los foliculos antrales que se
encuentran en desarrollo a entrar en el proceso de atresia, impidiendo que alcancen

el estadio preovulatorio que lleva a la ovulacion.

153



CONCLUSIONES GENERALES

Efecto de la administracion de LA en la esteroidogénesis ovarica durante el

desarrollo folicular inducido por gonadotrofinas:

En la sintesis de esteroides foliculares:

a

a

a

El tratamiento de ratas prepiberes estimuladas con el agonista
de GnRH, LA, durante 48 hs, produce un efecto estimulador en
la sintesis de Progesterona folicular y su metabolito inactivo, 200-

Hidroxiprogesterona.

Los niveles séricos de Progesterona estan significativamente
aumentados luego de 8 hs de administracion de LA. Por el
contrario, los niveles de Androsterona circulantes se encuentran

significativamente disminuidos a dicho tiempo.

La secrecion de Progesterona es estimulada por LA, 8 hs luego de

su administracion, y disminuyendo luego a las 24 y 48 hs.

LA inhibe la secrecion de Androsterona a las 8 hs luego de su

administracion.

En_la expresion génica y niveles proteicos de enzimas y proteinas

esteroidogénicas:

a

LA estimula la expresion del ARN mensajero de la proteina StAR

en foliculos ovaricos a lo largo del tiempo luego de su
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administracion, siendo mas notorio este aumento luego de las 4

hs.

o LA estimula de forma temprana (2 hs), el contenido folicular
proteico de la StAR, y sus valores se mantienen elevados a los

distintos tiempos luego de su administracion.

o La StAR se localiza principalmente en células de la teca e
intersticiales de foliculos preantrales y antrales, luego de la
administracion de gonadotrofinas. La estimulacion de LA sobre
la StAR, se localiza en las células de la teca de estos foliculos y
comienza a expresarse en niveles muy bajos, en las células de la

granulosa de foliculos antrales.

o El tratamiento con LA no produce cambios en el contenido de la

enzima CYP11A1 en foliculos antrales a los tiempos estudiados.

a LA inhibe la expresion génica del citocromo CYP17 a las 8 hs

luego de su administracion.

o LA posee un efecto inhibitorio en el contenido proteico folicular

del citocromo CYP17

Efectos in vitro de LA en foliculos ovdricos de ratas prepiiberes estimuladas

con gonadotrofinas
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o Aligual que los efectos que produce LA in vivo, la incubacion con
el agonista inhibe la sintesis de Androsterona y el contenido
folicular del citocromo CYP17 y por el contrario, estimula los
niveles proteicos foliculares de la proteina StAR. Los niveles del
citocromo CYP11A1, no se ven afectados por la presencia del

analogo.
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Efecto de la administracion de LA en la angiogénesis y apoptosis durante el

desarrollo folicular inducido por gonadotrofinas:

En los niveles proteicos foliculares de factores angiogénicos y sus receptores:

o LA inhibe el contenido proteico folicular, tanto de VEGF como de
Angiopoietina-1 y este efecto se encuentra mediado por su union

a su receptor ovarico.

o LA posee un efecto inhibitorio, también mediado por su receptor,
en el contenido proteico folicular del receptor de VEGF, Flk-1 y,
por el contrario, no produce cambios en el receptor de la

Angiopoietina-1, Tie-2.

En parametros de la apoptosis folicular:

o La administracion de LA produce un aumento en el fragmento
activo de la enzima caspasa-3 folicular, asi como también,

estimula su actividad enzimatica.

a LA estimula el clivaje de un sustrato endogeno de la caspasa-3, la
Polimerasa Poli-ADP ribosa (PARP), efecto mediado por la uniéon

del analogo al receptor.

o El aumento del contenido folicular de la caspasa-3 producido por
el tratamiento con LA, se localiza principalmente en células de la
teca de foliculos preantrales y antrales, y es de destacar que la

proteina se detecto en el nucleo de la célula.
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