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PROLOGO 1

La proliferacién y diferenciacién de las células granulosa del foliculo
ovdrico es necesaria para que la ovulacién en los mamiferos tenga lugar
correctamente. Ademds, el mantenimiento de las primeras fases de la gestacién
depende de la diferenciacién terminal de las células granulosa a células lu~

teales, quienes serdn la principal fuente de secrecién de la progesterona.

[Las células granulosa estdn contenidas en el foliculo ovarico, que es la
unidad funcional basica de la goénada. Un foliculo maduro estd formado por va-
rias capas externas de células denominadas tecales que rodean capas interiores
de células granulosa situadas en torno al complejo oocito~cimulo m&as interno.
La capa mds externa de células granulosa estd separada de los vasos sanguineos
y las células tecales por una membrana basal que rodea al foliculo. Durante la
vida de la hembra, sélo un nimero limitado de follculos seleccionados, aque-
llos cuyas células granulosa alcanzan la diferenciacién adecuada, se rompen
liberando un 6vulo maduro, los restantes sufrirdn un proceso de atresia. La
maduracién de los foliculos ovaricos y su transformacién en cuerpo ldteo, des-
crita ya por Regnier de Graaf en 1672, estd regulada por las gonadotrofinas
hipofisarias. Env respuesta a su secrecién ciclica, los diferentes comparti-
mientos foliculares interactiian de una forma altamente integrada para secretar
hormonas sexuales esteroideas, estrégenos y progestagenos, y producir un 6vulo
fecundable. Ademds de las hormonas hipofisarias, un amplio nimero de sefiales
hormonales y neuromoduladoras son corresponsables del éxito del proceso de
transformacién de la célula granulosa en luteal, en el cual participa también
la propia célula adquiriendo escalonadamente receptores a nuevos agonistas. La

aparicién de estos nueves receptores, a agonistas que en algunas ocasiones son
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producidos localmente por la propia célula granulosa ¢ por otras células foli-
culares, hace posible una regulacién ain mas sofisticada del proceso de dife-

renciacién de la célula granulosa.

Al igual que en muchos otros érganos y tejidos de mamiferos, el conoci-
miento de los mecanismos celulares que son la base de los procesos de prolife-
racién y diferenciacién de la célula granulosa ovarica, no experimentdé grandes
avances hasta que las técnicas habituales en biologia celular pudieron ser

utilizadas.

Afortunadamente, los diversos cultivos primarios desarroliados en los ul-
timos afios, han proporcionado modelos experimentales que van desde las inicia-
les células granulosa aisladas de foliculos porcinos e incubadas durante cor-
tos periodos de tiempo, que utilizaron Bjersing y Carstersen (1), hasta el mo-
delo que ha sido usado en la realizacién de este trabajo, originalmente vali-
dado por Erickson y Hsueh (2), y en el que las células granulosa son manteni-

das en cultivo primario en medio libre de suero.

Sélo con la utilizacién de estos modelos experimentales ha podido cono-
cerse el elevado nimero de factores implicados en la regulacién de la funcién
de la célula granulosa y descifrarse las complejas interacciones existentes

entre ellos, que se describen en la introduccién de esta tesis doctoral.
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I.- COMQ SE DIFERENCIA LA CELULA GRANULOSA OVARICA

Embriolégicamente, las células granulosa parecen tener su origen en la
"rete ovarii" localizada en la médula ovédrica. Estas células emigran hacia la
parte mds interna de la corteza ovdrica y rodean a los oocitos, momento en el
que quedan constituidas las unidades funcionales del ovario, los foliculos, y

pasan a denominarse células granulosa (3).

Puesto que a partir del momento de la inclusién de las células granulosa
en el foliculo, las diferentes fases de la foliculogénesis se fundamentan en ¥y
correlacionan con los cambios morfolégicos y bioquimicos observados en las
células granulosa, describiremos las distintas fases del desarrollo folicular
en funcién del grado de diferenciacién alcanzado por las células granulosa que

contienen.

En el FOLICULO PRIMORDIAL, €l oocito, con la primera meiosis detenida en
la fase de diplotene, estd rodeado de una capa Unica de células granulosa que
tienen una forma plana epitelioide y no presentan ninguna funcién diferencia-

da (4).

En el FOLICULO PRIMARIO las células granulosa pasan a ser cuboidales y
proliferan formando varias capas. Ademds, aparecen las uniones gap, que po-
drian proporcionar una base anatdémica para la comunicacién intercclular duran-
te la foliculogénesis. Se cree que a través de ellas, iones y moléculas de pe-
so molecular bajo (ej. AMPc o esteroides) serfan transferidas entre células

adyacentes (5). Estas estructuras estdn ausentes en la fase anterior de foli-
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culo primordial, en la que los elementos dominantes en los complejos de unién
intercelular son los desmosomas y las uniones tipo zonula adherens (sélo uti-
les para unir mecédnicamente las células o para sellar el espacio intercelular)
(6). Las unjones gap se mantienen durante todo el desarrollo folicular, aumen-

tando en ndimero y tamafio a lo largo del mismo.

Desde el punto de vista funcional la célula granulosa del foliculo prima-
rio se caracteriza por la aparicién de receptores especificos de membrana a
distintas hormonag proteicas. Los primeros y mas importantes son los recepto-
res de FSH (7), cuya presencia sefiala el inicio del proceso de diferenciacién.
El estimulo que induce su aparicién parece estar relacionado con los altos ni-
veles de FSH existentes en el momento de la formacién del foliculo primario
(8). Después, aparecen receptores al GnRH (9), péptido hipotaldmico, para el
que se ha identificado en la célula granulosa un receptor con dos componentes
de Pm diferente (10); uno de 60,000 daltons, semejante al del receptor hipofi-
sario, el otro de Pm 54,000 daltons, no detectado en hipéfisis, y que puede
estar relacionado con las funciones especificas del GnRH en el ovario. Se ha
detectado ademéas en el foliculo primario, la presencia de recéptor'es a otros
péptidos de origen diverso tales como la Angiotensina II (i1); factores de
crecimiento IGF‘é (11,12), EGF (13,14), TGFB (15); la Insulina (16) y la Inter-
leuquina I (17); y lipoproteinas: HDL (rata) (18) y LDL {(humanos) (19). Tam-
bién pueden detectarse receptores de membrana a B-Adrenérgicos (20), GABA (21)

y Adenosina (22).

En la fase de foliculo primario comienzan ademds a aparecer los recepto-—
res citosdlicos a los estrégenos (23,24), capaces de unir no sélo el estradiol
sino también sus andlogos sintéticos como el dietilestilbestrol (DES), Proges-

terona (25), Testosterona (26) y Glucocorticoides (27).
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En el FOLICULO SECUNDARIO se inicia la formacién del fluido folicular,
cuya acumulacién da lugar a la aparicién de la cavidad antral (4,24). El antro
es el signo morfoldégico definitorio de esta fase folicular, de su crecimiento
progresivo depende, casi exclusivamente, el aumento del didmetro del foliculo
secundario, desde aproximadamente 200 u a 2 cm (4), dependiendo de las espe-

cies.

En las células granulosa tiene lugar la sintesis y secrecién de los muco-
polisacaridos (4,28), sintesis y secrecién que constituye el primer paso en la
formacién del fluide folicular. El fluido folicular contiene ademéas la n';ayorfa
de las protefnas plasmdticas en concentraciones similares a las de la circula-
cién periférica (4), con la excepcién de las gonadotropinas hipofisarias cuyas
concentraciones son cuidadosamente controladas. También estdn presentes en el
fluido folicular concentraciones inusitadamente altas de esteroides sexua-

les (29).

Las cifras de progesterona y estradiol, al igual que las de las hormonas
proteicas, sufren variaciones durante el desarrollo del foliculo (30); estan
muy elevadas en el folfculo secundario como consecuencia de la induccién de
los enzimas encargados de la sintesis de progesterona (24) y de las aromatasas
(31), que ocurre en este estadfo del desarrollo folicular, Estos hechos se
traducen a nivel subcelular en un aumento del contenido en ret{culo endoplés-
mico (representativo del incremento de 3B~HSD en ese orgdnulo, que cataliza la
conversién de pregnenolona a progesterona) y en la preséncia de mitocondrias
con crestas tubulares (reflejo de la sintesis elevada del complejo enzimatico
que convierte el colesterol a pregnenolona), caracteristicas ambas de células

secretoras de esteroides (28).
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Si la aparicién del antro define al folfculo secundario morfolégicamente,
la aparicién de receptores para LH (32,33) cuyo nimero aumenta en forma gra-
dual a medida que avanza el desarrollo del foliculo secundario, alcanzando el
maximo en el folfculo preovulatorio (hasta 40 veces el valor inicial) (24)
constituye la caracteristica funcional definitoria de la célula granulosa en

esta fase de la foliculogénesis.

Asimismo aparecen, también por primera vez, otiros receptores de membrana

a la prolactina (34,35) y a prostaglandinas [PGE2 (36) y PGFZoa (371 (4).

Las células granulosa del FOLICULO TERCIARIO se caracterizan por la exis-
tencia de cambios exclusivamente cuantitativos, aumentando los receptores a LH

(34) y EGF (38), y disminuyen los receptores p~adrenérgicos (20).

El proceso de diferenciacién celular no se detiene aquf y, tras el pico
de secrecidén hipofisaria de gonadotropinas y la ovulaéién, las células granu-
losa pasan a ser células luteinizadas o, simplemente, células luteales, va-
riando su capacidad de respuesta a los est{mulos hormonales y su produccién
esteroidea (24,39). Presentan variaciones cuantitativas en algunos de sus re-
ceptores con réspecto a las células del folfculo terciario: tiemen wun mayor
nimero de receptores a PRL (34), EGF (38), lipoproteinas (19),y menor nimero
de receptores a FSH (40,24) y LH (24,34) as{ como disminucién, a la mitad del

nimero de receptores, al GnRH (41).
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II.~ HORMONAS Y AGONISTAS HORMONALES QUE DIFERENCIAN LA CELULA

GRANULOSA OVARICA

La FSH y la LH, las dos hormonas gonadotropas hipofisarias, son las prin-
cipales protagonistas de la diferenciacién terminal de la célula granulosa.
Entre las dos se reparten el peso de la regulacién de un proceso en el que se-

rén auxiliadas, no obstante, por un inacabable y variado nimero de agonistas.

LA HORMONA FOLICULO ESTIMULANTE (FSH)

El primer control endocrino de la célula granulosa durante la foliculogé-
nesis lo realiza la FSH, que ademas mantendra la direccién del proceso dife—
renciador hasta sus ultimas fases. Los primeros receptores de FSH aparecen en
el foliculo primario (7). Tras la ocupacién del receptor por la hormona se
inicia un proceso de profundas transformaciones morfolégicas que reflejan la

aparicién de cambios funcionales igualmente importantes.

Los cambios morfolégicos més relevantes incluyen la transformacién del
epitelio plano y liso en epitelio cuboidal con abundantes prolongaciones cito-
plasméticas (42). Las células proliferan y sucesivas capas de células granulo—
sa, entre las que se establecen numerosas uniones gap y de membrana, se super-—
ponen a la capa Unica existente en el foliculo primordial, rodeando totalmente
al oocito (4,43). La estructura y ultraestructura de la célula granulosé tam—
bién se modifican (43). El citoesqueleto se altera, disminuyendo los haces de
microfilamentos (44), y se visualizan cambios en el citoplasma compatibles con

los de una célula con intensa actividad esteroidogénica.
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Cuando se mantienen en cultivo primario células granulosa indiferencia-
das, cuya proliferacién se ha inducido con estrégenos en medios suplementados
con FSH, pueden observarse cambios muy similares a los que ocurren en el foli-
culo tras el tratamiento con FSH. Las células se hacen esf éricvas y se agregan

y aumentan, al igual que "in vivo", los puentes intercelulares (43).

La funcién diferenciada mas importante de las células granulosa es la de
producir estrégenos, fundamentalmente estradiol, y progesterona. Las células
granulosa son la principal fuente de estos esteroides durante el desarrollo
folicular y, todas las transformaciones morfolbgicas relatadas, podrfan posi~
blemente relacionarse con los cambios en la funci6én de las células que induce

la FSH.

Dos caracteristicas morfofuncionales de la célula granulosa son especial-
mente importantes para comprender la cronologfa de su proceso de diferencia-
cién y cémo la FSH participa en este proceso: a) el cardcter avascular de la
célula granulosa (6), que impide el abastecimiento de colesterol desde la san-
gre y hace obligada su obtencién a través de la sfntesis "de novo" y/o su cap-
tacién del almaqenado en la teca interna; b) la ausencia en la bateria enzimd-
tica esteroidogenética, de la que estd dotada la célula granulosa, del enzima

C21-SCC P450 (17 ohidroxilasa, 17-20 aliasa) (45) (Gréfica 1).

Los dos estrégenos producidos por la célula granulosa, el estradiol y la
estrona, empiezan a secretarse en grandes cantidades muy rapidamente después
de que las cifras de FSH circulante se eleven o se administre FSH a células en
éultivo (2). En ambog casos, el cambio bioquimico mds importante que puede me-

dirse en la célula es un aumento en la actividad de los enzimas que transfor-
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man androstendiona y testosterona en estrona y estradiol (46). La induccién
temprana de las aromatasas por la FSH podria ser fundamental para el destino
de un foliculo concreto. Los estrdgenos producidos como consecuencia de la ac-
tivacién de las aromatasas, amplifican casi todos los efectos biolégicos de la
FSH y, sélo en aquellos folfculos que adquieren tempranamente tal posibilidad
de amplificacién, la diferenciacién de las células granulosa contenidas en su

interior se completaria con éxito (47,48); los demds, sufrirfan atresia.

LLa androstendiona y la testosterona no son sintetizadas por la célula
granulosa que, como ya se ha relatado, no posee C21-SCC P450 y es incapaz por
tanto, de metabolizar la pregnenolona y la progesterona para producir andrége-
nos. Estos, son producidos en las células de la teca interna (49), y se acumu-

lan en el folfculo y la célula granulosa por un mecanismo adn desconocido.

La transformacidén del colesterol en pregnenolona y de ésta en progestero-
na tiene lugar cuando actian dos enzimas limitantes, uno mitocondrial, el en-
zima desramificante del colesterol P-450 (CSCC-P 450), que pasa el colesterol
a pregnenolona, y otro microsomal, la 3p-hidroxiesteroide deshidrogenasa/A5—4
Isomerasa (38 HSD), que transforma la pregnenolona en progesterona. Ambas
reacciones enziméaticas irreversibles son reguladas por la FSH (46,50). El se~
gundo esteroide producido en grandes cantidades por la célula granulosa, la
progesterona (Pro), empieza a sintetizarse mds tardfamente que los estrégenos,
también como consecuencia de la activaciéon de la HMG-CoA reductasa, la CSCC-P
450 (52), y la 3B-HSD (50), que la FSH induce en la célula granulosa. La- pro-~
gesterona asi producida, puede ser metabolizada en la célula granulosa por la
20c~hidroxiesteroide deshidrogenasa (20a HSD) a 20a-hidrox-preg-4-en—-3-ona
(200.~OH~Pro), metabolito inactivo de la progesterona. La FSH previene esta

inactivacién, inhibiendo la actividad de la 20a HSD (53).



INTRODUCCION 12

Ademds del aumento en la sintesis de esteroides, el otro gran cambio fun-
cional que caracteriza la diferenciacién de la célula granulosa es la apari-

cién y/o el aumento de receptores hormonales.

La FSH aumenta el ntimero y afinidad de sus propios receptores casi desde
su primer contacto con la célula granulosa (33,54). Aumenta también el nimero
de receptores a los estrogenos (23) que a su vez favorecen la captacién ovari-
ca de FSH (48), inicidndose con este efecto y el que tiene sobre la sintesis
de estrégenos, una cascada amplificadora de la sefial, que terminara con la lu-
teinizacién de la célula granulosa. Para que ésta se produzca, es impr‘e.scindi-
ble un ultimo acontecimiento: la aparicién de receptores a LH/hCG (32,34,55),
que tiene lugar, inducida por la FSH y amplificada por el E2 (33,55), en el
foliculo secundario o a las 24 horas de la adicién de la hormona a las células

mantenidas en cultivo.

L.a FSH también induce la sintesis de receptores a una amplia gama de ago-
nistas hormonales que modulan sus propios efectos en la célula granulosa. En-
tre ellos los receptores a esteroides (andrégenos y progestdgenos) (23), a
factores de crecimiento como el SmC/IGF-I (12), el TGFB (15), el EGF (56) y la
insulina; a otraé hormonas hipofisarias como la prolactina (PRL) (35), y man-
tiene los de péptidos similares a los hipotaldmicos como el GnRH (57) (Grafi-

ca 2).

La FSH regula ademds el metabolismo hidrocarbonado, .aumentando la capta-—
cién de glucosa y la formacién de lactato (58), as{ como la actividad de la
glucégeno fosforilasa (19). Aumenta el transporte de aminodcidos y la sintesis
proteica, en general y de algunas protefnas especificas como la inhibina (59),

que regula junto con los esteroides la secrecién hipofisaria de de FSH (60), o



A

|

/
//

l o z
[}
T O .3

S T |FTrRelh
5 =) L56a8Z
s ¥ <ca<gogj=
CNy < S
f ﬁ

‘ c
PRE I

N v t— — o o _—.—-'.——-,-..—‘.—._....*

GRAFICA 2



INTRODUCCION 3

el activador del plasmindgeno tisular (tPA) (61) variedad del plasminégeno con
actividad colagenasa, que disminuye la viscosidad del l{quido folicular y pro-

duce lisis de la pared del foliculo durante la ovulacion (62).

LA HORMONA LUTEINIZANTE (LH)

La LH es la hormona responsable de la diferenciacién terminal o luteini-
zacion de la célula granulosa. Su papel como hormona reguladora de este proce-
so esta necesariamente subordinado al hecho que la célula granulosa indiferen-

cilada no posee receptores para esta gonadotropina.

Como ha sido ya puesto de manifiesto, los receptores a la LH y a su ané-
logo de origen placentario la hCG (hormona gonadotropina coriégena), se ad-
quieren tarde en el proceso de diferenciacién f olicular (24), constituyen uno
de los cambios funcionales que marcan la existencia de una diferenciacién en
la célula granulosa y, son inducidos por la FSH (55), y multiplicados por los

estrdgenos (63).

As{ pues, una célula granulosa, y un folfculo por tanto, sobre la que la
LH actda, es ya una célula granulosa y un folfculo con una cierta predestina-
cibn a la luteinizacién 'y a la ovulacién. Luteinizacién y ovulacion que no

tendran lugar sin embargo, si la LH no actia sobre el folfculo y las células

granulosa contenidas en su interior.

Bajo los efectos de la LH, las células granulosa sufren grandes cambios

morfoldgicos, en algunos aspectos sblo cuantitativos con respecto a los indu-
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cidos por la FSH, como son la pérdida definitiva de la apariencia fibroblasti-
ca (si la célula estd siendo mantenida en cultivo), la formacién de microvilli

y una profunda reorganizacién del citoesqueleto (64).

En otros aspectos, los cambios son también cualitativoes, y reflejan no
gélo los cambios funcionales que estan sucediendo en la célula, sino que oca-
sionalmente constituyen la seflal para el inicio de alguno de dichos cambios.
Las mitocondrias cambian la estructura de sus crestas a lameliforme-viliforme,
y se agregan junto con los lisosomas en la regién perinuclear (6,64), para fa-
cilitar asf el movimiento de las grandes cantidades de esteroides que estédn
siendo sintetizados por la célula. La proximidad entre las membranas de las
distintas organelas implicadas en la sintesis, permite la formacién de comple-
jos enzimdéticos asociados a las membranas, y una mayor movilidad de los sus-
tratos que, por su cardcter apolar, son dificilmente solubles en el medio

acuoso que constituye el citoplasma celular.

Un reticulo endopldsmico con un desarrollo maximo y la aparicién de una
gran cantidad de inclusiones lipfidicas son otros de los cambios morfolégicos

inducidos por la LH, que reflejan cambios cuantitativos en la funcidn.

La LH induce, por el contrario, una disminucién de las uniones gap (65),
lo cual permite una disgregacién de las células granulosa y posibilitara la
liberacién del complejo cimulo-oocitario en el momento de la ovulacién (66).
La desaparicién progresiva de las uniones constituye ademds, la sefial para la

reanudacién de la meiosis del oocito (67,68).

Ademds de los cambios morfolégicos relatados (3), la LH posee efectos

igualmente importantes sobre la funcién de la célula granulosa. Estimula la
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esteroidogénesis folicular, especialmente la produccién de progesterona (69),
que constituird el rasgo funcional dominante de la célula luteinizada. La sin-
tesis de progesterona es promovida, aguda y croénicamente por la LH, guien es—
timula la actividad de HMG-CoA reductasa, lo que conlleva uﬂ aumento en la
disponibilidad del sustrato sintetizado "de novo" (70); también aumenta la ac-
tividad de la colesterol esterasa citoplasmaética, lo que permite obtener co~
lesterol del almacenado en forma esterificada (71), y, finalmente, aumenta la
sintesis y/0 activa proteinas transportadoras de esteroides, todo lo cual

constituye un estimulo réapido de la produccién de progesterona.

Al contrario que la FSH, que sélo induce o activa los enzimas implicados
en la sintesis de progesterona, la LH induce la sintesis de la P450 SCC (71,
72) y la 3B~-HSD (73,74), generando de esta forma el mecanismo que permitird
mantener las altas cifras de progesterona que producen la célula luteinizada y

el cuerpo liteo.

En contraste con sus efectos sobre la sintesis de progesterona, la LH
sélo tiene un papel de mantenimiento y potenciacién de los efectos de la FSH
sobre la produccién de E, (69). Aumenta la sintesis de andrégenos en células
tecales (75), lo cual constituye un mecanismo indirecto de potenciacién de la
sintesis de E2 al proporcionar as{ a la célula granulosa el sustrato aromati-
zable (76). También actia directamente sobre la sintesis, manteniendo la acti-

vidad de las aromatasas inducida por la FSH (69).

Los efectos de LH en célula granulosa son, en todos los casos, amplifica-
dos por la adenosina (77) e incluyen, ademds de los anteriormente descritos,
otros con menos significado para la célula granulosa pero muy importantes para

el éxito de la funcién folicular fundamental, la ovulacién. Entre ellos se en-
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cuentran el aumento inducido por la LH de la sintesis por la célula granulosa
de algunas proteinas como la inhibina (59), la relaxina (78} y el activador
del plasmindgeno (61,62); el estimulo de la produccién de prostaglandinas
(67), y la disminucién de la produccién del inhibidor de la maduracién del oo-

cito (OMI) (68,79).

LA PROLACTINA (PRL)

Los efectos de la prolactina a nivel gonadal, y mas concretamente a nivel
de la célula granulosa ovarica, han sido hasta el momento mal estudiados y son
frecuentes los datos contradictorios en cuanto a su papel en la regulacién de
la funcién ovérica. Por este motivo, y porque su érgano blanco més obvio {la
mama) es otro, no ha sido nunca considerada como una gonadotropina. Sin embar-
go, no es discutible que la prolactina debe actuar, al menos, como modu-lador

de los efectos reguladores de las dos gonadotropinas.

La prolactina se encuentra en el fluido folicular en una concentracién
mayor que la plasmética (4), lo que hace pensar en la existencia de un meca-
nismo activo de. transporte de la prolactina sérica o alternativamente en su
sintesis local por el ovario (80). En cualquiera de las dos eventualidades, su
elevada concentracién en el liquido folicular unido a la existencia, ya men-—
cionada, de una induccién de sus receptores en célula granulosa por FSH (35),
sugieren muy intensamente que su participacién en la regulacién de la funcién

. de la célula granulosa es importante.

En células granulosa obtenidas de foliculos pequefios, con bajo grado de

diferenciacién, la prolactina inhibe la produccién de progester‘oha (81). Por
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el contrario, en presencia de FSH y en células granulosa en estadios termina-
les de diferenciacién, la PRL aumenta la produccién de progesterona (35, 8l-
83), elevando la captacién de colesterol (81), la actividad de la colesterol
esterasa, y la sintesis "de novo", y estimulando por tanto, indirectamente, la
sintesis del precursor de la progesterona, la pregnenoiona (19) también activa
el enzima (la 3B-HSD) que la convierte en progesterona (84) e inhibe el enzima

20 «-HSD que degrada a la hormona (37).

En contraste con sus efectos sobre la sintesis de progesterona, la pro-
lactina deprime la actividad basal y FSH-inducida de las aromatasas, reducien-
do por tanto la sintesis de Ez por la célula granulosa independientemente de

su grado de diferenciacién (85).

Otros efectos observados para la prolactina en células granulosa diferen-
ciadas incluyen, la induccién y el mantenimiento de receptores a la LH (86,
87), el mantenimiento de la fluidez de la membrana (y por tanto de la accesi-
bilidad de los receptores en ella ubicados} y el aumento en la sintesis de re-
laxina y de OMI. Todos ellos cambios funcionales que reflejan la luteinizacién
de la célula gra;mlosa. Por 1ltimo, la prolactina produce cambios en la forma
y estructura de la célula (paso de aplanada a esférica, reorganizacién del ci-
toesqueleto, aumento del ndmero de microvilli) (3) que reflejan asimismo su

importancia. como inductora de la luteinizacion.

La mayoria de los efectos descritos son bifdsicos y dependen del grado de
diferenciacién de la célula y de los niveles de la hormona (82,83). Esta ca-
racter{stica es comun a varios de los agonistas hormonales con acciones regu-

ladoras a nivel de la célula granulosa, como se pondrd de manifiesto a lo lar-
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go de esta introduccién. Los mecanismos que subyacen en este cardcter bifési-
co, y aparentemente contradictorio, de algunos de los moduladores de la proli-
feracién y diferenciacién de la célula granulosa constituyen, todavia, uno de
los mas intrigantes misterios acerca de su funcionamiento. En su esclareci-
miento se encuentra, probablemente, la respuesta al gran interrogante de la
fisiologia ovarica, porqué las células granulosa de algunos folfculos prolife-

ran y se diferencian a luteales y otras fracasan en el intento.

Ademés de las hormonas polipeptidicas de origen hipofisario existen otros
agonistas hormonales de naturaleza peptidica, que en la gran mayorfa de los
casos podrian estar siendo producidos por el ovario y serfan responsables de
la regulacién/modulacién paracrina/autocrina de la proliferacién y diferencia-

cién de la célula granulosa.

Entre los factores que actdan potenciando la proliferacién y/o diferen-
ciacién de la célula granulosa se encuentran la insulina, los factores de cre-
cimiento semejantes a la insulina (IGFs), el TGF B (transforming growth factor

B) y el factor de crecimiento plaquetario (PDGF).

Por el contrario, otros péptidos como el GnRH, el factor de crecimiento
epidérmico (EGF) o el TGF«, son francamente inhibidores de la diferenciacion

celular en estas células.

Los efectos concretos que en la funcién de la célula granulosa poseen am-

bos grupos de hormonas o agonistas hormonales se describen a continuacién.
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LA INSULINA Y EL IGF-I

La insulina y el IGF-I potencian el efecto estimulatorio de las gonado-
tropinas en la diferenciacién de la célula granulosa, incluyendo la produccién

de progesterona y estrégenos, y la formacién de receptor LH.

Algunos de los mecanismos de accién de la insulina en la célula granulosa
se corresponden con sus efectos no especificos, con sus acciones clésicas en
el metabolismo celular: el transporte de glucosa, la captacién de aminoacidos,
o la sintesis de ADN (88). Estos cfectos suponen una mejora de la viabilidad
celular y consecuentemente un aumento de la esteroidogénesis. Sin embargo, la
insulina tiene efectos directos en la esteroidogénesis realizando una activa-

cién especifica de las enzimas esteroidogénicas (19).

En ausencia de otro agonista, favorece la multiplicacién celular (89) (no
detectable en células granulosa de rata puesto que ho proliferan en cultivo);
aumenta la formacién de uniones gap (3) y el desarrollo del reticulo endoplds-
mico liso y rugoso y el aparato de Golgi (3,6), pero no afecta la ultraestruc-
tura de las mitocondrias ni el contenido en receptor LH (ayuda a su manteni-
miento, pero no modifica su ntimero); aumenta ligeramente la produccién de pro-
gesterona [favorece la captacién de LDL (90), aumenta la sintesis de pregneno-
lona ~estimula a la P450 SCC- (91) y la actividad 38-HSD (89) y 20«a-HSD] y
disminuye la sintesis de fibronectina (89,92), indicadores ambos del grado de
diferenciacién celular, pero gin modificar la actividad aromatasa (89). La FSH
sola, favorece el desarrollo de mitocondrias y reticulo endoplédsmico liso y la
formacién de microvilli, con una gran elevacién en la sintesis de progesterona

y la formacién de receptor LH.
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El tratamiento combinado con insulina y FSH incrementa marcadamente la
formacién de uniones gap y microvilli (3) y aumenta el desarrollo del SER y
complejo de Golgi respecto del producido por cada hormona por separado. Ademds
el tratamiento combinado, produce mitocondrias mayores con cfes£as tubulares
(3). Congruentemente con las modificaciones morfolégicas, el tratamiento con-
junto aumenta de modo significativo la secrecién de progesterona (93) y estré-
genos (estimula la actividad aromatasa) (94) y la formacién de receptor

LH (95).

Puesto que la insulina puede unirse a los receptores a IGF-I (de estruc-
tura.similar‘ al de la insulina) no estd claro si la transformacién morfoldgica
inducida por la insulina estd mediada por sus propios receptores ¢ por los de
IGF-I. Aunque los IGFs pueden reaccionar en forma cruzada, entre s{ y con la
insulina en estudios de receptor de superficie, los IGFs basicos y neutros se
unen preferentemente a receptores tipo 1 y II respectivamente (12). Por otra
parte, los niveles de insulina en el liquido folicular tienden a ser menores
que los de IGF-I y, generalmente, son demasiado bajos para activar el receptor
de alta afinidad de insulina; ademds, los efectos de la insulina descritos,
tienen lugar a concentraciones pM, muy superiores a las fisiolégicas [DM] y su
efecto méximo no es aditivo con el del IGF-I, sugiriendo que insulina e IGF-I
utilizan una via comuin y saturable y la posibilidad de que los IGFs, més que
la insulina, puedan ser los fisiolégicamente relevantes en la regulacién de la

funcién ovérica (96).

La SmC/IGF-I produce, a concentraciones nanomolares, una respuesta mito-
génica y diferenciadora (89) potente en células granulosa de foliculos peque—

flos cultivadas en medio libre de suero, estimula ligeramente la sintesis de
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pregnenolona, progesterona (97) y 20 OH-Pro (aumenta la utilizacién de HDL y
ILDL) v no modifica la actividad aromatasa. Su papel mitogénico es particular-
mente atractivo, puesto que puede tener una gran importancia en el crecimiento
folicular autocrino (independiente de gonadotropinas) durante el periodo in-

fantil.

En presencia de FSH aumenta la produccién de progesterona (estimula P450
SCC y 3B~HSD)y 20 OH-Pro (96), y estrégenos (potencia la induccién de la acti-
vidad aromatasa) (98) producidos por la FSH (12) (mimetiza a la insulina, aun-
que su efecto es mayor), al aumentar las actividades de los enzimas biosinté-
_ticos de esteroides, de forma independiente a sus efectos promotores del cre-
cimiento (96). De manera similar, el IGF-I sinergiza con 178 estradiol elevan-

do la sintesis de progesterona y pregnenolona (99).

En la célula granulosa se produce también el efecto cldsico del IGF-I co-
mo factor de sulfatacién. El IGF-I aumenta la produccién y secrecién de pro-
teoglicanos sulfatados en células tratadas o no con FSH (100,101). También au-
menta la produccién de inhibina, tanto solo como en presencia de FSH (102).
Finalmente, IGF‘-'I sinergiza con FSH en la induccién de receptores LH en forma

tiempo y dosis dependiente (103).

El potencial sinergistico de IGF-I no se limita a la FSH; también aumenta
la acumulacién de progesterona y AMPc estimulada por hCG y Bz adrenérgicos,
pero no la producida por PRL (12). Esto sugiere que el papel del IGF I no estd
limitado a la maduracién folicular inicial, sino gque modula también a los
agentes lutgotrépicos y B adrenérgicos implicados en la iniciacién y manteni-

miento del cuerpo liteo (96).
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Se ha demostrado la produccién local de los IGFs en las células granulosa
(104), que aumenta tras estimulacién con gonadotropinas (105), EGF (106), es-
trégenos y hormona de crecimiento (GH) (107); y la existencia de lugares dc
unién especificos (a través de los cuales ejercen su accién) (96), cuyo ndmero
aumenta en respuesta a la FSH (100), LH, B-adrenérgicos (96), y agonistas para
la generacién de AMPc (12), pero no a PRL (96); este efecto de la FSH puede
ser amplificado por la GH (100), e inhibido por el GnRH (100). Se precisa de
la presencia de la FSH para el mantenimiento de los receptores inducidos; al-
ternativamente la LH puede hacerlo, perc con una eficacia menor, mientras que

la prolactina tiene escaso o nulo efecto (100).

EL PDGF Y EL TGFR

El factor de crecimiento plaquetario (PDGF) es almacenado en los grénulos
alfa de las plaquetas, se libera durante la formacién del codgulo y puede es-
tar implicado en procesos de reparacién celular (108)., Posee dos componentes
con actividades diferentes; el P60-PDGF principalmente mitogénico, y el TGFB,
sintetizado también por las células granulosas y tecales, que tiene actividad
mitogénica y diferenoiadora (incrementando la accién de la FSH). Actda en los
estadios tempranos del desarrollo y, probablemente, en la diferenciacién ter-
minal de las células granulosa durante la fase de corpus hemorrhagicum en el

que estd aumentada su concentracién (108).

El TGFB potencia la diferenciacién inducida por la FSH, y aumenta la ac-
tividad aromatasa FSH-estimulada (109). Favorece la unién de LH a la célula
granulosa, aumenta el nimero de receptores a LH (110), dependiendo de la con-

centracién de FSH presente (111),e inhibe la accién mitogénica del EGF (112).
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EL GnRH

Como es suficientemente conocido, el GnRH es un decapéptido producido en
el hipotédlamo y vertido, a través del sistema porta, a la hipéfisis anterior

en la que regula la sintesis y secrecién de gonadotropinas hipofisarias.

Los efectos del GnRH a nivel gonadal han sido extensamente demostrados
(113). F= sin embargo dudoso y poco probable, que estos efectos puedan atri-
buirse al péptido de origen hipotaldmico. Parece obvio que éste nunca alcanza,
debido a su escaso paso a la circulacién general y a su répida degradacién,
niveles en plasma que permitan explicar sus efectos periféricos., A pesar de
ello, no es menos obvio, que la eélula granulosa posee receptores al GnRH
(10), y que existen evidencias de la produccién local en el ovario, de un pép~

tido de estructura y funciones similares al hipotaldmico (114),

El GnRH ejerce sus acciones gonadales a través de sus receptores de mem-
brana con una especificidad y afinidad similar para el GnRH y sus analogos que
los receptores GnRH de la hipéfisis anterior. El ndmero y afinidad de los re-
ceptores no var;a de forma sustancial durante el dfa, la fase del ciclo o la
hipofisectomfa (41). Sin embargo, la FSH es necesaria para mantener el conte-
nido de receptor GnRH en las células granulosa y el GnRH regula su ndmero, au-
mentandolo o disminuyéndolo, segin la dosis y el tiempo de tratamiento (41).
Una exposicién constante al péptido hace descender el nimero de receptores,
debido a internalizacién y degradacién posterior del complejo hormona-recep—

tor, lo cual se traduce en una desensitizacién del tejido.

El GnRH y sus anilogos sintéticos, tienen en la célula granulosa y en ge-

neral en el foliculo ovdrico, un efecto bifdsico cuyo signo, estimulador o in-
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hibidor, depende del estado de maduracién celular, la presencia similtanea de
otros reguladores (ej. gonadotropinas), la cronologia de administracién "in
viva" o "in vitro" y la duracién de la exposicién. ARadido a cultivos de célu-
las granulosa, durante las fases iniciales de la diferenciacién inducida por
FSH, interfiere y previene casi todos los cambios morfofuncionales caracteris-

ticos de la diferenciacién que son generados por la gonadotropina (43).

Las células tratadas con el péptido no se agregan; su forma continta
siendo alargada y de apariencia fibroblastica, a pesar de la presencia de FSH,
v no desarrollan los microvilli ni las uniones gap que caracterizan a la célu-

la granulosa diferenciada (6,43).

La produccién de estradiol y progesterona no se inicia o se interrumpe
como consecuencia de la inhibicién que el GnRH realiza a nivel de las aromata-
sas (115), 38~HSD (50) y posiblemente de la P450 SCC (87,116). Ademas, activa
a la 20a~HSD (117). El GnRH previene también la induccién de receptores a LH
(43,115) y PRL (87) y la formacién de receptores a EGF (14). Disminuye ademis

el nimero y/o la afinidad de la FSH por su receptor (87).

Administrado "in vivo", disminuye la ganancia de peso FSH inducida (118),
y cuando se tratan ratas en periodo preovulatorio con un anticuerpo frente al
GnRH, aumenta el numeroc de foliculos que completan la ovulacién y el nimero de

cuerpos luteos presentes en el ovario (118).

Todas estas evidencias colocan al GnRH de origen gonadal en un puesto im-

portante como candidato al papel de responsable de la atresia folicular.



INTRODUCCION 25

Los efectos directos del GnRH a nivel gonadal no estén limitados como ya
se ha sugerido a la inhibicién (113). Administrado a células granulosa en au-
sencia de agentes diferenciadores (FSH o analogos del AMPc), induce la activi-
dad de las aromatasas y por tanto la sintesis de estrégenocs (i9). Es capaz de
estimular la P450 SCC y la sintesis de pregnenolona (119), y aumenta ligera-
mente la actividad de la 3B8-HSD (50) y de la 20a-HSD, lo que conduce a progre-
sivos aumentos en la cantidad de progesterona (50,119) y 20a OH Pro (117,120)
sintetizadas por las células (50,119). También estimula la sintesis proteica,
especialmente de fibronectina y tPA (121) y la de prostaglandinas (122) y lac-

tato (113).

Administrado "in vivo", mimetiza la accién Iuteinizante de ia LH y sus
efectos sobre la ovulacién (121), probablemente mAas por sus efectos sobre la
sintesis de prostaglandinas y activador del plasmindégeno, que por su efecto

directo sobre el proceso ovulatorio (121,122).

EL FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO Y EL TGFa

La célula granulosa posee receptores al EGF (13,56); los estudios inicia~
les de Gosparowicz y col. (123,124) demostraron la actividad mitogénica del
EGF "in vitro" en células granulosa de varias especies, con la excepcién de la
rata (que posee una limitada capacidad replicativa en cultivo) (125), y la

promocién del crecimiento del foliculo que produce.

Ademéas de su accidén mitogénica, afecta las funciones diferenciadas de la

célula, Incluyendo el desarrollo del receptor LH y la esteroidogénesis., El EGF
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suprime los receptores a LH, FSH inducidos (110,126); inhibe, en forma dosis
dependiente, la produccién de estrdégenos estimulada por la FSH: deprime la ac-
tividad aromatasa basal y FSH-estimulada (126}, ademés de disminuir el sustra-
to disponible al inhibir la produccién de andrégenos en la teca. El EGF dismi-
nuye también la sfntesis de inhibina y OMI, estimulando la maduracién del oo-

cito (127).

En contraste, parece ejercer efectos estimulatorios en la sintesis de
progesterona basal y FSH estimulada (13,126) al aumentar la produccién de
pregnenolona y la actividad 3B-HSD, aumenta también la actividad del enzima
20a-HSD y, por tanto, la produccién de 20e OH-Pro (13). Estimula, asimismo, la

sintesis de ADN y proteinas (11) [ej tPA (128)].

El EGF ejerce su accién por un mecanismo mediado por su receptor (13,
126). La FSH, pero no la LH ni la prolactina, aumenta el contenido en recepto-
res a EGF (14); a su vez el EGF incrementa la unién de FSH a su receptor
(129), de ahi que su accién esté coordinada con el resto de los eventos hormo-
nalmente dirigidos. El patrén general de las acciones dif erenci‘ador'as del EGF
recuerda las acciones del GnRH, que inhibe la induccién de receptores a EGF

por la FSH.

EGF y FSH pueden interactuar en la regulacién de la célula granulosa a
dos niveles:

1) por regulacién de las interacciones ligando-receptor (EGF aumenta la
unién de FSH a su receptor, FSH aumenta el ndmero de receptores a EGF)

2) por regulacién de la funcién de la célula mediada por el ligando: EGF
modula la diferenciacién mediada por FSH, FSH modula la proliferacién estimu~

lada por EGF,
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El TGFe (Transforming Growth Factor o), andlogo estructural del EGF y ca-
paz de unirse al receptor comin TGFa/EGF, atenta también la sintesis de estré-

genos FSH-inducida (130).
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III.~ TRANSMISION DE LA SENAL HORMONAL

Una de las funciones méis importantes de la membrana plasmatica es recibir
los mensajes extracelulares y transducirlos en sefiales intracelulares que ac-
tiven las respuestas adecuadas. Definir la naturaleza de esta funcién de
tfansduccién, particularmente la naturaleza y nimero de los mehsajer‘os intra~
celulares involucrados en la activacién celular es de gran importancia en el

desarrollo del entendimiento de la funcién de la célula.

La transferencia de las seflales hormonales desde el exterior al interior
de la célula es realizada por un "éegundo mensa jero" generado en respuesta a
la unién hormona-receptor en la membrana, que transmite y amplifica la infor-
macién. La mayor{a de los receptores de membrana se encuentran acoplados a uno

o mas de los siguientes sistemas de transduccién de sefiales:

1) El sistema adenilil ciclasa (AC), cuya activacién genera AMPc, el cual
a su vez activa una serina-treonina proteina quinasa, la Protefna quinasa A
(PKA).

2) La hidrélisis de fosfolipidos de membranas, especialmente los fosfoli-
dos de inositol, que generan al menos dos tipos de segundos mensajeros: el
inositol 1,4,5 trifosfato (IP3), que moviliza ca™t de los alrﬁacenes intracelu-
lares, y el diacilglicerol (DAG) que activa una pr-ofefna quinasa, la Protefna
quinasa C (PKC).

3) La entrada de CaH' a través de canales operados por mediadores qufmi-
cos que se generan tras la interaccién entre el ligando y el receptor, o cana-

les dependientes de los cambios de potencial de reposo de la membrana.
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4) Receptores en los que alguno de sus dominios presenta actividad de

protefna quinasa - tirosina quinasa.

En agudo contraste con la amplitud de conocimientos adquiridos en la ul-
tima década acerca de los numerosos agomnistas, y de la multitud de mecanismos
endo, para y autocrinos que colaboran en la regulacién de la diferenciacién
folicular, existen grandes lagunas en la comprensién de Jla transmisién de las

sefiales reguladoras en el interior de la célula.

Algunos de los hechos probados, y la mayoria de los interrogantes plan-
teados acerca de la mediacién intracelular de los efectos biolégicos de las
principales hormonas o agonistas que regulan la proliferacién y diferenciacién

de la célula granulosa, se describen seguidamente (Gréafica 3):

HORMONA FOLICULO ESTIMULANTE (FSH)

El receptor de FSH se encuentra acoplado a adenilil ciclasa (131,132).
Tras la unién de la-hormona con el receptor al ser aplicada a un cultivo de
células granulosa, resulta un incremento en la actividad del enzima, que em-
pieza a ser significativo tres horas después de la unién. Aproximadamente al
mismo tiempo, pueden detectarse aumentos en la cantidad de AMPc citoplasmatico
(131). La activacién de la adenilil ciclasa por FSH en célula granulosa tiene
lugar, presumiblemente, en una forma no diferente de la descrita cldsicamente
para otros receptores acoplados a adenilil ciclasa. Muy brevemente, el comple-
jo FSH-~Receptor interactia con la Gs catalizando, en un proceso dependiente de

magnesio, la sustitucién del GDP unido a la subunidad «, por GTP. Tras la hi-
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drélisis de éste ultimo, la protefna se disociaria en dos subunidades o y By.
La subunidad « activaria a la subunidad catalftica del complejo adenilil ci-
clasa, que transformarfa ATP en AMPc (133,134}, La existencia de ADP-ribosi-
lacién en respuesta a la toxina colérica, como prﬁeba adicional de que la ac-
tivacién de la Gs se estd produciendo, no ha sido probada en célula granulosa

ovérica. Sin embargo, la toxina del Vibrio cholerae (43,135) al igual que otro

activador de la Gs, el FNa (136), reproducen, parcial o totalmente, los efec—

tos bioldgicos de la FSH.

El aumento del contenido intracelular del AMPc tras el estimulo de la Gs
con Ctx o FNa, de la subunidad catalftica con Forskolin (137,138) o la aplica-
cién de andlogos semisintéticos no ﬁetabolizables como el (Bu)ZAMPc (139) o el
Br AMPc (43), es capaz de inducir la diferenciacién de la célula granulosa, y
de reproducir la mayorfa de los efectos biolégicos de la FSH:

* cambios morfolégicos (43,139,140)

* luteinizacién y produccién de pregnenolona y progesterona (115,139)

* Produccién de estrégenos (135), tPA (62) e inhibina (102)

* Induccién de receptores a LH (43,141), PRL (140) y GnRH y aumento de

receptores a FSH (140,142), EGF (14) e IGF-I.

El incremento en la cantidad de AMPc intracelular producido por la FSH no
depende s6lo de su acoplamiento con la Gs de la adenilil ciclasa, sino también
de la inhibicién Ca' ' dependiente que la hormona ejerce sobre la actividad
fosfodiesterasa de AMPc de membrana (143,144). La inhibicién qufmica del enzi-
ma con 3-metil-isobutil-xantina (MIX) (145,146), también es capaz de reprodu-

cir los efectos diferenciadores de la FSH.
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Tras la exposicién continuada a la FSH, la adenilil ciclasa se desensiti-
za, y disminuye la produccién de AMPc en respuesta a la hormona (147). Este es
un proceso reversible que. podrfa deberse a una alteracién en la interaccién

receptor proteina G, al igual que sucede en otros tejidos.

El papel de otros nucleétidos como el GMPc, en la sefializacién intracelu-
lar de los efectos de la FSH, estd poco documentado, y las evidencias existen-
tes son contradictorias (148,149). La FSH induce un aumento en la sintesis de
GMPc (150), pero los efectos estimulatorios de los andlogos sintéticos de
éste, sobre la incorporacién de timidina al ADN, y la esterocidogénesis, estén
ligados a la utilizacién de determinadas dosis del andlogo, obteniéndose efec-

tos paraddjicos con el aumento de dichas dosis (151).

La mayoria de los efectos de la FSH sobre la esteroidogénesis son ca t
calmodulina dependientes (152). Los antagonistas del ca’t (Verapamil, mangane-
go, cobalto y EGTA) y de la calmodulina (Trifluoperazina y R24571), inhiben la
estimulacién de la sintesis de esteroides inducida por FSH (153). Los efectos
del calcio tienen lugar modulando los enzimas que sintetizan y degradan AMPc
(AC y PDE) (154,155), 'y también en alguna etapa bioquimica, desconocida por el

momento, pero distal en la cdscada de produccién de AMPc (156,157).

No existe una hipétesis aceptable acerca del modo en que la FSH moviliza-
ria el calcio, para aumentar sus cifras libres intracitoplasmaticas (158,159).
La FSH no hidroliza fosfoinositésidos y, por lo tanto, no tendria acceso a los
almacenes intracelulares de Ca . Tampoco ha podido demostrarse hasta el pre-
gsente la existencia de canales de Ca++ en la membrana de la célula granulosa,

susceptibles de ser activados tras la unién de la FSH a su receptor. Sin em-
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bargo, el aumento de las cifras de potasio extracelular, y la utilizacién de
ionéforos como el A23187 o de agonistas de los canales como el BAY K, activan
la esteroidogénesis basal o potencian la inducida por FSH (153). As{ pues, la
e ++ . o
participacién del Ca en el sistema de seflales que transmiten los efectos de
la FSH en la célula granulosa ovarica estd probada (160). Sin embargo, la for-
. ++ p . . .
ma en la que la FSH utiliza el Ca ' estd alin sujeta a grandes interrogantes,
en oposicién al amplio conocimiento existente acerca de la mediacién por el

AMPc.

HORMONA LUTEINIZANTE (LH)

Al igual que el receptor de FSH, el receptor de LH se encuentra acoplado
a adenilil ciclasa, y de la interaccién Hormona-Receptor (H-R) resulta un au-
mento del AMPc citoplasmatico (131,132). En coherencia con este hecho, el FK y
el (Bu)2 AMPc reproducen los efectos de la LH sobre la produccién de progeste-
rona (138,161). Sin embargo, el AMPc no estimula la sintesis de pregnenolona
en mitocondrias aisladas de folfculos de cerdo, lo que sugiere que en la esti-
mulacién de la esteroidogénesis por la LH/hCG puede estar implicado el aumento

selectivo de AMPc en diferentes compartimientos celulares.

El AMPc actia sobre una Protefna quinasa dependiente de AMPc (PKA) para
producir activacién de protefnas especificas de la esteroidogéneis mediante su
fosforilacién. Ademés, la polimerizacién y actividad de los microfilamentos
puede ser modificada por la PKA (64) lo que favorece el transporte del coles-
terol hacia la mitocondria, de la pregnenolona fuera de la mitocondria y/o la

internalizacién y transporte de los receptores a LDL a los lisosomas. El AMPc
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podrfa estar directamente implicado en la respuesta crénica a la LH/hCG, en
mantener la morfologia de la célula luteal y los componentes intracelulares
necesarios para la sintesis y secrecién de esteroides debido a sus efectos so-
bre los microtibulos (162). En contraste con la FSH, la LH/hCG no afecta la

actividad de la Fosfodiesterasa del AMPc (144).

El AMPc no es el unico segundo mensajero de la LH identificado en la
célula granulosa ovérica. El ca™t parece jugar también un papel importante en
la esteroidogénesis inducida por LH (152,153). El Ca2+ aumenta significativa-
mente la biosintesis de Progesterona (153) actuando sobre: la acumulacién de
AMPc LH-estimulada (154,163), y en un lugar intracelular distal a la genera-
cibn de AMPc (156,157). Ademés modula positivamente la estimulacién por la LH
de la biosintesis de Pregnenolona desde el colesterol endégeno. Todas ellas
son acciones calmodulina dependientes (152,153).

La LH es capaz de estimular el eflujo de 4506.'+

t de la célula granulosa
cargada previamente, de una forma bifdsica: pocos segundos después de la unién
de la hormona con el receptor se produce una movilizacién del "pool" mitocon-

drial, y més tardfamente hay una nueva movilizacién a expensas de almacenes no

mitocondriales (164).

La LH aumenta el recambio de fosfoinositésidos (165) e hidroliza muy ré-

pidamente el TPI liberandc IP Como es ya conocido, el inositol 1,4,5, tri-

3
fosfato, es capaz de movilizar Ca** de almacenes intracelulares (166). Dada la
rapidez con la que la LH hidroliza al fosfatidilinositol 4,5 bifosfato en cé-

lula granulosa ovdrica, parece probable que la fase répida de la movilizacién

de Ca’" inducida por la LH sea debida a la presencia de IP3. En cuanto a la
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fase lenta, puede ser reproducida con forskolin y andlogos sintéticos del
AMPc; por tanto, debe ser dependiente del AMPc generado tras la unién de la LH

con aquellos de sus receptores que se encuentran acoplados a adenilil ciclasa.

PROLACTINA

El mecanismo de accién de la PRL a nivel ovérico, al igual que el que me-
dia sus efectos en otros érganos blanco, no ha sido atn elucidado excepto por

exclusién.

La prolactina no estimula la produccién de AMPc, y se sabe que su lugar
de accién en la inhibicién de la secrecién de estrégenos ocurre, al menos en
parte, distal a la adenilil ciclasa, puesto que inhibe también la accién esti-
mulatoria del (Bu)ZAMPc (167). Tampoco ha podido demostrarse que el receptor
de prolactina esté acoplado a la hidrélisis de fosfolipidos de inositol, ni

; . X ++ 0, . .
que induzca cambios en los niveles de Ca -libre citopldsmico.

INSULINA E IGF-I

El mecanismo de accién de la insulina en célula granulosa ovérica, al
igual que en los demas tejidos, es todavia y en gran medida una incégnita. La
mayorfa de los efectos metabélicos y estimulatorios del crecimiento de la in-
sulina, se consiguen por regulacién del estado de fosforilacién de residuos
gerina y treonina de proteinas estructurales y enzimas limitantes. En la célu-

la granulosa, como en otros tejidos, la insulina no es capaz de activar ningu-
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no de los sistemas de mensajeros (AMPc, fosfolfpidos de inositol, movilizacién
de calcio) acoplados con serina/treonina quinasas. Como es conocido, la unica
proteina quinasa acoplada a la insulina es la que forma parte de su receptor,
cuya actividad es de tirosina quinasa (168). Recientemente, se ha sugerido que
ciertos fosfatidilinositol glicanos presentes en las membranas podrfan ser los
precursores del largamente perseguido segundo mensajero de la insulina (169-
172). De estar presentes en la célula granulosa uno de estos PI-G, podria asi-
mismo ser el responsable intracelular de los efectos de la insulina en esta

célula.

La accién sinergistica del SmC/IGF-I con FSH se ejerce, al menos en par-
te, en lugar(es) proximal(es) en la generacién de AMPc (173). El IGF-I solo no
aumenta la acumulaciéon de AMPc, pero en presencia de FSH eleva la acumulacién
estimulada por ésta en forma tiempo y dosis dependiente (la insulina posee un
efecto similar), e induce varias funciones de la célula granulosa dependientes
del AMPc. Ademds, ejerce su efecto sinergistico con otros agonistas de la cé-
lula granulosa para los que el AMPc es su segundo mensajero (hCG, Bzadrenérgi—
cos). No tiene efecto a nivel del receptor de FSH (173); no tiene efecto en el
mantenimiento del receptor a FSH, sino a nivel del complejo de la adenilil ci-
clasa, aumentando su actividad (amplifica la accién del forskolin), no se sabe
si actuando a nivel de la subunidad reguladora (Gs o Gi) o de la catalitica.
También es posible que implique alteracién de la actividad fosfodiesterasa as{
como un lugar de accién post—- AMPc (173) (ejerce un potente efecto estimulato-
rio en la accién del AMPc reflejada en un aumento de la sintesis de progeste-
rona producida por Bu AMPc (173):

a nivel de la subunidad regulatoria de la proteina quinasa tipo II depen-

diente de AMPc
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a un nivel més distal en la cascada de trasduccién. Sus efectos estimula-
torios son inhibidos por la cicloheximida o la actinomicina D, indicando que
se requiere de la sintesis proteica y de ARN para la plena expresién de los
efectos diferenciadores de la SmC/IGF-1. Ademds aumenta los efectos de concen—

traciones maximas de efectores no dependientes de AMPc, como los estrége-

nos (174).

PDGF Y TGFR

La potenciacién que realiza el TGFR de la FSH en la célula granulosa,
tiene lugar, al menos parcialmente, a través de un aumento de la produccién
del AMPc inducida por la gonadotropina (140). Sin embargo deben estar implica-
dos otros mecanismos, puesto que el TGFB amplifica la induccién, de receptores
a LH y la produccién de progesterona por la FSH mds que la debida a la eleva-
cién producida en AMPc. Ademds tiene poco efecto soBr‘e la produccién de AMPc
debida a Ctx o FK, y no obstante, aumenta su produccién de receptores a

LH (111).

GnRH

En célula granulosa ovdrica, el GnRH previene la acumulacién de AMPc in-
ducida por FSH, pero no altera las cifras basales (150). El mecanismo por el
cual el GnRH es capaz de disminuir el AMPc y contrarrestrar, de esta forma,
los efectos diferenciadores del nucle6tido, y de la FSH en consecuencia, se

conoce sélo parcialmente.
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El GnRH inhibe la actividad de adenilil ciclasa estimulada por FSH (175);
sin embargo, tal inhibicién no estd mediada por un acoplamiento del péptido
con la Gi (176), ni por modificacién de la activacién de la subunidad catalf-
tica por Gs (176). La activacién méxima de la Gs o de la subuhidad catalitica
de la adenilil ciclasa con toxina colérica o con diterpeno forskolin, no son
capaces de vencer los efectos inhibitorios del péptido sobre la esteroidogé-
nesis o la induccién de receptores a LH (140), por lo que diffcilmente puede
ser la inhibicién de la adenilil ciclasa el mecanismo de accién del GnRH. La
disminucién de la actividad del enzima generador de AMPc, existe sin embargo,
y debe ser atribufda més a una disminucién en la induccién homéloga de recep-
tores .a FSH por el GnRH (176), por un mecanismo no dilucidado todavia, que a
un efecto directo del receptor de GnRH. M&as aun, la asincronia entre la pre-
vencién de los efectos del AMPc (que empieza a ser evidente a las 3 horas de
la adicién de GnRH), y la disminucién en la acumulacién del nucleétido y de la
actividad de la adenilil ciclasa, hablaria a favor de la existencia de un lu-
gar primario de accién localizado después de la produccién de AMPc, y otro se-
cundario a nivel del receptor de FSH (177). En cuanto a la identidad de la(s)
etapa(s) distal(es) a la generacién de AMPc sobre las que el GnRH actuarfa
primariamente, existen varias posibilidades. El GnRH previene los efectos in-
hibitorios de la FSH sobre la fosfodiesterasa que metaboliza AMPc, impidiendo
asi{ la acumulacién del nucleétido propiciada por la FSH (143,144). Sin embar-
go, éste no puede ser tampoco el mecanismo bésico de accién del GnRH, puesto
que los andlogos no metabolizables del AMPc y el inhibidor de la fosfodieste-
rasa, metil-isobutil xantina (MIX), no son capaces de prevenir la depresién
que el GnRH produce en los efectos diferenciadores de la FSH y su mensajero
(140). El! GnRH disminuye el nimero de lugares de unién de AMPc a la subunidad

regulatoria de la protefna quinasa AMPc-dependiente tipo II, y retrasa la ac-
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tivacién de tal proteina quinasa, producida muy tempranamente por FSH, durante
al menos 60 minutos (178). La FSH induce a largo plazo la sintesis de proteina
quinasa AMPc-dependiente tipo II, y este aumento de la sintesis puede ser pre-—
venido con GnRH (178). Esta constituirfa una segunda alternativa a la locali-
zacion del lugar post AMPc de inhibicién del GnRH, que en modo alguno agota,

sin embargo, las posibilidades.

Sea cual sea la identidad de la etapa del sistema de seflalizacién de la
FSH que el GnRH interfiere prioritariamente, persiste atn el interrogante
acerca de coémo se realiza tal interferencia o, expresado de otra forma, cual

es el mensajero intracelular del GnRH en célula granulosa ovérica.

El GnRH aumenta el marcaje de PI y &cido fosfat{dico en célula granulosa
ovarica (158) y el recambio de fosfolfpidos del inositol (179,180). Ambos
efectos sugieren la existencia de una hidrélisis de fosfoinositésidos acoplada
al receptor de GnRH, que efectivamente tiene lugar ~de forma répida tras la
ocupacién del receptor, con acumulacién de IP3 y DAG en el citoplasma de la
célula granulosa (158,181). La aplicacién a la célula granulosa de ésteres de
forbol, cuyo recveptor' intracelular es la protefna quinasa C, o de andlogos del
DAG, en presencia de FSH, reproduce todos los efectos biolégicos del GnRH
(182-184). As{ pues, parece probable que el DAG sea el segundo mensajero del
GnRH en célula granulosa ovérica, y los efectos de éste descritos hasta el
presente sobre el sistema de sefializaciéon de la FSH, y en consecuencia sobre
los efectos biolégicos de la hormona, dependan de la activaciérn/inactivacién

de protefnas por fosforilacién con protefna quinasa C.
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FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO (EGF) Y TGF«

Las acciones estimulatorias del EGF no estan relacionadas con lugares
préximos a la produccién de AMPc ya que el EGF disminuye la actividad adenilil
ciclasa y aumenta la fosfodiesterasa, y, por lo tanto, produce una disminucién
de la [AMPc] intracelular (13). Ademds, su efecto sobre la induccién de recep-
tores a LH y sobre la produccién de estrégenos estimulada por FSH ocurre dis-
tal a la formacién de AMPc; ya que suprime también la sintesis de estrdgenos
inducida por Ctx, (Buz)AMPc y PGE2 (126). De forma similar deprime la activi-

dad aromatasa en células granulosa no estimuladas por otros agonistas.

Por otra parte, es conocido que estimula la sintesis de tPA, por un meca-~
nismo independiente de la PKC en el que se precisa de la sintesis proteica (la
induccién del ARNm del tPA producida por el EGF es inhibida por la ciclohexi-

mida) (128).

Y por ultimo, recordar que su receptor estd relacionado estructuralmente
con el de la insulina, si bien no existe competencia entre ambas hormonas por
sus receptores especificos. La unién del EGF estimula la actividad tirosina
quinasa del receptor, esencial para obtener la respuesta celular, y que condu-

ce a un aumento de la fosforilacién de sus sustratos intracelulares (185).

El EGF produce la fosforilacién de la PLC inositol-especifica (186), pro-
moviendo el turnover de Pl y generando DAG que activa una PKC que a su vez
fosforila el receptor regulando su afinidad por el agonista, su actividad ti-

tosina quinasa y su localizacién intracelular.
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IV.- LOS FOSFATIDILINOSITOL GLICANOS EN LA TRANSMISION DE LA SENAL

HORMONAL

Recientemente se ha demostrado la existencia en las membranas de hepato-
cito (169,172,187-190), hepatoma (171,172), adipocito (191), células CHO
(192), miocito (170), linfocito (193), glomerulosa (194), de una familia de
glicofosfolfpidos, que se ha relacionado con las sefiales bioquimicas ‘involu-
cradas en el mecanismo de accién de la insulina y cuya estructura bésica guar-
da semejanzas estructurales con el Fosfatidilinositel glicano (PI-glicano o
PI-G) de anclaje a membrana de determinadas proteinas existentes en bacterias
y células eucariotas (195,196). Estas semejanzas incluyen que: i) son hidroli-
zados por la fosfolipasa C especifica para fosfatidilinositol (PLC-PI) de Sta-

philococcus aureus, Bacillus cereus o Bacillug thuringiensis (171,172,192,

193). ii) El glicofosfolipido purificado puede ser roto por deaminacién con
4cido nitroso dando lugar a PI, lo que sefiala la présencia de inositol fosfato
unidoe a glucosamina no acetilada (171,172). 1iii) La porcién diacilglicerol del
fosfolipido contiene 4cidos grasos saturados (palmitico y mirfstico) (170,-

171,193).

La cabeza polar del Pl-glicano estd fosforilada (172,193,197) y contiene
otros azdcares ademds del inositol (169,170) y la glucosamina (170,171,193)
cuya naturaleza, numero, localizacién y configuracién dentro de la molécula
varia dependiendo del tejido del cual ha sido aislada. De forma similar, tam-
poco es constante, para células distintas, la composicién en Acidos grasos

(170,171,190,193) del PI-G.
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El fosfatidilinositol glicano aislado de higado y hepatoma H35 por Mato y
cols., es sensible al tratamiento con B galactosidasa (191), lo cual indica la
presencia de residuos galactosa con enlaces B8 glicosidicos en la molécula. Se
han identificado alrededor de cuatro de estos residuos por cada molécula de
inositol (172), y uno de ellos constituye probablemente la porcién terminal y

estd fosforilado.

Larner y cols. han aislado, de higado de rata, un PI-glicano que posee
una composicién de carbohidratos similar a la de los Pl-glicanos de anclaje de
proteinas, con inositol, galactosamina y manosa, y cuya cabeza polar podria
también mediar algunas de las acciones de la insulina (190). La sensibilidad
del PI-G a la PLC-PI sugiere la presencia de Pl en la molécula (171,172); sin
embargo, las variaciones estructurales existentes entre los Pl-glicanos de di-
ferentes tejidos afectan a la sensibilidad de la  molécula a la PLC-PI (171,
192,193). El Pl-glicano aislado de Rat-1 es resistente a la hidrélisis con PLC
especifica para PI, y al tratamiento con dcido nitroso (Alemany, Clemente y

Mato, no publicado).

En la gran mayorfa de los glicofosfolfpidos, la mitad polar de la molécu-
la se encuentra localizada hacia el compartimiento citoplasmatico. En el caso
del PI-G que nos ocupa, marcajes especificos realizados con moléculas que no
pueden atravesar la membrana plasmatica (187), demuestran que, al igual que en
los PI-G que forman anclaje de algunas protefnas a las membranas (196), la ca-
dena de oligosacéridos que forman la mitad polar, se encuentra localizada pre-

ferentemente en la superficie externa de la membrana (187,191,198).
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La insulina activarfa una fosfolipasa C especifica (170,199,200) que hi-
droliza al fosfatidilinositol glicano produciendo diacilglicerol (DAG) y la

cabeza polar, el fosfooligosacarido (POS).

Puesto que el DAG generado por la hidrélisis del PI-G no es capaz de ac—
tivar proteina quinasa C (199,201), y sélo parece responsable de un cierto au-
mento en el transporte de glucosa cuando es aplicado a adipocitos (201), se ha
concluido que la cadena de oligosacéridos debe ser la activa en términos de
transmitir la sefial, en el caso de que los PI-G sean hidrolizados en respuesta
a la interaccién entre un agonista hormonal y su receptor de membrana. La hi-
drélisis se produce muy rdpidamente (entre 15" y 2') y ha sido descrita en
respuesta a la insulina, en hepatocitos (172,187), hepatoma H35 (171,172},
adipocitos (191), linfocito T (193) y miocitos BCSHI (170); a IGF-I en células
CHO (192) y miocitos BC3Hl (203) y a EGF en miocitos BC3H1 (203). Asimismo la
ACTH y el NGF son capaces de hidrolizar un PI-G en células glomerulosa (194) y

PC-12 (204) respectivamente.

Es especialmente importante, la observacién realizada en hepatocito,
linfocitog T (193) y células CHO (192) de la existencia de una relacién entre
el numero de receptores de insulina, y su actividad tirosina quinasa, y los

niveles de PI-G.

Una parecida dependencia puede observarse para el receptor de IGF-I y la
proporcién de PI-G existente en la membrana de las células CHO transfectadas

;on el receptor para el factor de crecimiento (192).
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La cabeza polar del fosfoinositol glicano modula la actividad de ciertos
enzimas cuando es afladida a extractos celulares o a los enzimas purificados:
la fosfodiesterasa de AMPc (170,205), la adenilil ciclasa (205), la protefna

quinasa A (193,206), la piruvato deshidrogenasa (190,205,208), la fosfolipido

metiltransferasa (207) y la caseina quinasa II.

Al contrario que otros mensajeros intracelulares que son generados en la
superficie interna de la membrana, la localizacién de los Pl-glicanos en la
cara externa, conduce a una liberacién de la cabeza polar (POS) en el espacio
extracelular (187,198) tras su produccién durante la hidrélisis acoplada a los
receptores para las hormonas que se han enumerado. Ademds, cuando el POS es
afladido a adipocitos o hepatocitos intactos, mimetiza algunas de las acciones

de la insulina.

Recientemente se han obtenido algunas evidencias de la existencia en la
membrana del hepatocito, de un sistema de transporte del POS, que alcanza una
velocidad méxima de transporte a 37° C, y es regulado por la propia insulina,

en un proceso dosis y tiempo dependiente (209).

El POS asl transportado mimetiza en el hepatocito, los efectos regulado-
res de la insulina sobre la glicégeno fosforilasa (210), la piruvato quinasa

(210), fosfolipido metiltransferasa (188), adenilil ciclasa (205,210).

El transporte de POS no ha sido demostrado en adipocito. A pesar de ello,
y puesto que la membrana de esta célula permite su paso, ha sido posible medir
los efectos del POS sobre la lipélisis (189), lipogénesis (202), metabolismo

de la glucosa (202) y actividad de los enzimas fosfolipido metiltransferasa
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(188,207) y piruvato deshidrogenasa (208). Los resultados han mostrado que el
POS reproduce en este tejido casi todos los efectos atribuibles a la insulina,

aunque no el transporte de glucosa (189,202).

La cabeza polar del Pl-glicano estimula las mismas vias de sefializacién
que la insulina, el POS tiene efectos insulin-like en la fosforilacién/ defos-
forilacién de los enzimas fosfolfpido metiltransferasa (207), ATP citrato lia-
sa, lipasa hormono sensible, glicégeno fosforilasa, una fosfoproteina 65 kD y
una 50 kD , y la protefna ribosomal S6 (21l). Puesto que mimetiza efectos tan-
to dependientes, como independientes del AMPc, se sugiere que la pr‘odﬁccién
hidrolitica del POS es un paso inicial en el mecanismo de sefializacién de la

insulina.

En conjunto, ésto viene a suponer un nuevo modelo de transmisién de la
seffal hormonal en el que la insulina, y tal vez otras hormonas, promueve la
hidrélisis de un PI-G en la superficie externa de la célula con liberacién de
su cabeza polar y diacilglicerol. El POS, que forma la cabeza polar, entra en

la célula y modula el estado de fosforilacién de proteinas clave.
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Los OBJETIVOS del presente trabajo han sido:

1) Demostrar si existe, en la célula granulosa, un fosfatidilinosi-
tol glicano como los descritos en otras células.

2) Establecer, en lo posible, su estructura y semejanzas con los ya
descritos.

3) Investigar la posibilidad de que dicho fosfatidilinositol glicano
sea utilizado por alguno de los agonistas de la célula granulosa

como mensajero intracelular.

Para ello hemos utilizado cultivos primarios de células granulosa obteni-
das por puncién de los fol{culos preantrales de ratas inmaduras tratadas con
estrégenos; estas células fueron mantenidas en medios libres de suero adicio-
nandoseles varias hormonas. Este modelo proporciona varias ventajas:

1) Las células granulosa de ratas inmaduras han estado minimamente ex-
puestas a gonadotropinas endégenas y, por tanto, permanecen en un es-—
tado relativamente indiferenciado.

2) El tratamiento "in vivo" con estrégenos inhibe la secrecién hipofisa-
ria, produce la formacién de multiples foliculos preantrales y propor-
ciona un nimero elevado de células relativamente homoégeneas, en idén-
tico estado de desarrollo.

3) No se necesita colagenasa u otras enzimas proteolfticas para el aisla-
miento celular, evitdndose asi, cambios en la capacidad de respuesta

a las hormonas.
4) Al usar medios libres de suero se puede estudiar el efecto de las hor-

monas circulantes y de varios factores séricos independientemente, sin

interferencias de los restantes.
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5) Los cultivos primarios de células granulosa, a diferencia de las li-
neas celulares ovéricas, conservan la respuesta a las hormonas y las

funciones fisiolégicas semejantes a las existentes "in vivo".
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1. MATERIALES UTILIZADOS

l1A.- Hormonas y reactivos especificos

La Folitropina ovina (hormona foliculo estimulante), oFSH [NIADDK-oFSH-
16, potencia 20 U/mg; actividad LH 0.04x NIH-LH- SI por mg; actividad de PRL
<0.1% en pesol], la Prolactina [NIADDK~rPRL-B-5, potencia 25 U/mg] y la hCG
(hormona gonadotropina coriénica humana-121, 13450 U/mg) fueron donadas por el
National Hormone and Pituitary Program (NIH) y diluidas con medio McCoy's 5a
modificado inmediatamente antes de usar. El [Gly-OHleLHRH (hormona liberadora
de gonadotropinas) o GnRH, se obtuvo de Sigma al igual que la insulina (24.5
I.U/mg) y el factor de crecimiento epidérmico (EGF); el factor de crecimiento
similar a la insulina-I, somatomedina C/IGF-I (14000 U/mg) y la Fosfolipasa A2

procedian de Boehringer Mannheim. La Fosfolipasa C especifica para el fosfati-

dilinositol, obtenida a partir de Staphylococcus aureus, al igual que la cabe-

za polar del fosfatidilinositol glicano (POS) fue una generosa donacion del
Dr. D. J.M. Mato, (Consejo Superior de Investigaciones Cientificas, Fundacion

Jiménez Dfaz).

El DibutirilAMPc (db AMPc o N’-2’-0-dibutiriladenosin-3’-5’-monofosfato

cfclico) y la toxina del Vibrio cholerae (coleratoxina o Ctx) se adquirieron a

Sigma.

1B.—- Isétopos

Todos los is6topos utilizados se adquirieron a New England Nuclear:

[6-3H]Hidroclorur‘o de glucosamina (30.0 Ci/mmol), D[6—3H]Galactosa (40.0
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Ci/mol), D[2- 3H]Manosa (30.0 Ci/mmol), [2- 3H]Mioinositol (14.6 Ci/mmol);
Fosfatidilinositol-4-fosfato [2—-3H]inositol ( :}-I—DPI) (4.5 Ci/mmol); Fosfatidi-
linositol-4-5-bifosfato, [2~3H]inositol (31-1—TPI) (4.4 Ci/mmol); [9,10- :}-I]Acido

palmitico (10-30 Ci/mmol) y [9,10—3H] Acido mir{stico (39.3 Ci/mmol).

Los esteroides radioactivos: [7—3E—I]Pregnenolona (22.6 Ci/ mmol, [4-—14C]—~
Progesterona (52.2 mCi/mmol), se purificaron antes de usar por cromatografia
en capa fina (CCF) desarrollada dos veces en el sistema cloroformo/éter (5:1)

tal y como se especificarda mas adelante.

1C.- Esteroides

Las hormonas esteroideas: Pregnenolona (A5 ~Pregnen-3B-0l-20-ona), Pro-
gesterona (A4—Pr'egnan—3, 20-diona) y 20a-OH Pro (ZOa—hidroxi—A4—pregnen—3-ona)
se obtuvieron de Sigma, y se purificaron antes de usar por recristalizacién a
partir de una solucién en etanol absoluto, caliente y' saturada. También Sigma

proporciond el estrégeno de sintesig dietilestilbestrol (DES).

1D.~ Material de cultivo

Todos los medios de cultivo y productos con los que éstos fueron suple-
mentados se obtuvieron de Gibco, a excepcién de los antibibéticos, que fueron

adquiridos a Sigma.

Los cultivos se realizaron en placas (35x10 mm) o en tubos (12x75 mm)

Falcon estériles (Becton Dickinson Labware). Los filtros Millex GV (0.22 um)

ge obtuvieron de Millipore.
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lE.- Material cromatogréfico

Los lipidos estandar (&cido fosfatidico, PA; fosfatidilcolina, PC; fosfa-
tidilinositol, PI;  fosfatidilinositol, 4-fosfato, DPI; fosfatidilinositol-4,5~

bifosfato, TPI) se obtuvieron de Sigma.

Las placas para cromatografia en capa fina de silicagel 60, unas con so-
porte de plastico (20x20 cm y 0.2 mm de espesor) y las otras con soporte de

cristal (20x20 cm espesor de capa 0.25 mm), fueron de Merck.
Los solventes utilizados: cloroformo, metanol, &cido acético glacial,
acetona, éter etflico, hexano, hidréxido aménico, piridina y acetato de etilo

fueron BDH, calidad Analar.

1IF.- Reactivos generales

El resto de los productos utilizados en la presente tesis doctoral fueron

de la mejor calidad analftica posible.

1G.- Animales

Se utilizaron ratas hembra inmaduras de la cepa Sprague Dawley, criadas
en el bioterio del Colegio Universitario de Las Palmas, y mantenidas en jaulas
transparentes en condiciones de estabulacién 6ptimas. Los animales estuvieron
sometidos a temperatura (23 + 2°C) e iluminacién (ciclo de 12 horas de luz, 12
de oscuridad, comenzando la luz a las 06.00) controladas y constantes. Tenian
libre acceso al agua y su dieta fue la estdndar de laboratorio (Biona, Las

Palmas) "ad libitum".
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2. OBTENCION Y CULTIVO DE CELULAS GRANULOSA

Un esquema simplificado del proceso de obtencién y cultivo de células

granulosa, se muestra en la Fig. 1 (42, 212).

2A.- Tratamiento de animales y extraccién de drganos

a.~Cuando aun eran inmaduras sexualmente (entre los 23 y 25 dfas de edad) se

iniciaba el tratamiento con DES en solucién oleosa a razén de 1 mg/60 pl de

solucién/rata/dfa, por via subcutdnea, tratamiento que se mantuvo durante 5

dfas y mediante el cual se estimulaba la aparicién de foliculos preantrales

en igual estadio de desarrollo y la proliferacién de una poblacién homogé-

nea de células granulosa,

b.-Tras el tratamiento con DES, los animales (10 a 30 por experimento) se sa-

crificaron por dislocacién cervical y se realizé la extraccién de los ova-

rios en condiciones de méaxima esterilidad. Brevemente, el proceso consistia

en:

a) Sacrificio de las ratas en el cuarto de cirugfa.

b) Irrigacién de la regién dorsal de la rata con etanol al 70%, para

c)

esterilizar el campo quirdrgico.

Extraccién de los ovarios por via retroperitoneal. Conservacién de
los érganos en tubos Falcon estériles de 50 ml que contenian medio
McCoy’s 5a modificado a 4°c.

Durante todo el proceso de sacrificio y ovariectomia no se emplearon

mas de 2-3 min/rata.
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2B. Obtencién y cultivo de células granulosa

a.-Los ovarios extraidos en el cuarto de cirugia eran trasladados al cuarto de
cultivos donde, en una campana de flujo de aire laminar, eran lavados me-
diante pases sucesivos por 4-5 placas de cultivo estériles que contenian el
mismo medio McCoy’s 5a.

b.-Utilizando una lupa binocular se separé el parénquima ovarico de la cubier-
ta grasa periovédrica y de los restos de trompa unidos al hilio. Tras some-
terlos a un nuevo proceso de lavado quedaron en disposicién de ser utiliza-
dos para la obtencién de las células granulosa.

c.-Se colocaron a razén de 2-3 ovarios, en placa de cultivo estéril y con me-
dio McCoy’s 5a modificado frio, bajo la lupa binocular y de ellos, se ex-
trajeron las células granulosa mediante puncién cuidadosa de los folicu-
los preantrales usando agujas estériles de 27x1/2". Las células granulosa
flufan con el liquido folicular al medio de cultivo.

d.-Los medios correspondientes a la puncién de los ovarios se recolectaron en
tubos estériles de 50 ml, mantenidos en frio. El resto del tejido ovarico
se desechd.

2.-Se realizé el lavado de las células mediante centrifugacién en centrifuga
refrigerada Beckman GPR de baja velocidad (4 0C, 1500 g x5 min), desechdn-
dose los sobrenadantes y afiadiéndose 20 ml de medio fresco; el pellet celu-
lar se disociaba por aspiracién repetida del medic con pipetas plasticas
estériles de calibres decrecientes y agitacién en agitador Reax 2000 de
Heildolph. Tras la tercera centrifugacién el pellet se i‘esuspendié en 2.5-5
ml de medio para realizar la evaluacién del nimero de células existente y

su viabilidad.
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f.—-El nimero de células existentes y su viabilidad se determiné tomando 25 1l
de la suspensién celular a los que se afladieron 25 pl de azul de tripan.
Tras agitacién se contaron las células existentes en 25 ul de esta mezcla
colocados en una cdmara de Neubauer. En todos los experimentos la viabili-
dad celular obtenida, medida en términos de la capacidad para excluir el
azul de tripan, fue mayor o igual al 60% (Fig 4 B).

g.-Las células granulosa fueron cultivadas en placas de cultivo Falcon de
35x10 mm, 106 células viables/placa en 1 ml de McCoy's o Ham F-10 sin suero
y adicionando, momentos antes de iniciarse el cultivo, 100 U/ml de penici-
lina, 100 pg/ml de estreptomicina y L-glutamina 2mM. El tiempo y las condi-
ciones de cultivo fueron variables dependiendo de los pardmetros a estu-
diar. A lo largo de todos los experimentos realizados, las células se man-
tuvieron en un incubador Heraeus a 37° C, en una atmésfera saturada de agua

y con una presién constante de CO, del 57%.

2

3. MARCAJE, EXTRACCION, SEPARACION Y CARACTERIZACION DEL FOSFATIDIL~

INOSITOL GLICANO (171,172)

3A.- Marcaje de células granulosa

Las células granulosa fueron cultivadas en medio McCoy’s 5a modificado o

Ham F-10 a 37 °C en una atmésfera con 5% de CO,, en placas de cultivo Falcon.

2
Las células (106/placa) fueron marcadas durante tiempos variables (8, 12, 24,

48, 72 horas) en presencia de 5 uCi de [3H]palm1’tico, [al-l]inositol o [Himi-

ristico, o 25 uCi de [3H]glucosamina, [3H]galactosa 0 [%—I]manosa.
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3B.

se

-~ Extraccion del fosfatidilinositol glicano

Al finalizar el periodo de incubacién, se aspiré y desechd el medio, y

afladieron 2 ml de &cido tricloroacético (TCA) frio al 5% a cada placa. Du~

, . 0 . )
rante 15 minutos se mantuvieron las placas a 4 "C; posteriormente las células

de

cada placa por separado fueron raspadas y transferidas a un tubo de cristal

limpio (18x120 mm). Las placas se lavaron una vez con 1 ml de TCA al 5% y se

afladieron estos lavados al tubo correspondiente tras lo cual:

a.-

b.~

los tubos se centrifugaron a 2000 rpm durante 10 minutos a 4° C en una
centrifuga Beckman GPR de baja velocidad

el sobrenadante se descartd vy el pellet fue extraldo con cloroformo/ meta-
nol (1:2) conteniendo HCl 0.05 N

después de permanecer 30 min a temperatura ambiente, la muestra se centri-
fugdé (2000 rpm, 10 min, 4 OC) y el sobrenadante se transfirié a un tubo
limpio

el pellet se extrajo de nuevo con 1.5 ml de la misma mecla de cloroformo/
metanol/HCl; se c,;entrif‘ugé y el sobrenadante se unié al anterior mientras
el pellet se descartd

a los sobrenadantes almacenados se les afiadi6 1.5 ml de cloroformo y L5
ml de KCl 0.1 M; se agité la mezcla y posteriormente se separaron las fa-
ses orgdnica y acuosa mediante centrifugacién a 4 °c

la fase acuosa se descartd, y la orgdnica fue tratada con 1.5 ml de KCl
0.1 M en metanol al 50%; tras agitacién, se almacenaron las muestras a
-20 °C durante 30 min con lo que se producfa la separacién de las fases
orgénica y acuosa.

la fase acuosa era desechada y la orgénica evaporada a sequedad en un bafio

a 40-50 °C bajo una fuente de nitrégeno.
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3C.- Separacién del Fosfatidilinositol glicano

Las muestras secas se disolvieron en 50 pl de cloroformo/ metanol (2:1) y

aplicaron a un placa de cromotografia en capa fina (CCF) de silicagel con so-

porte de cristal.

Las placas de CCF se desarrollaron por dos veces en cloroformo/acetona/
metanol/acido acético glacial/agua (50:20:10:10:5) tras lo cual se rasparon
regiones de un cm de alto y se conté la radioactividad que tenian asociada,
usandp 3 ml de liquido de centelleo (Optiscint "HiSafe" de LKB Wallac), en un

contador de centelleo liquido LKB/121l Rackbeta.

3D.- Purificacién del Fosfatidilinositol glicano

Para purificar el fosfatidilinositol glicano, los Ifpidos marcados se
cromatografiaron tal como se describe en el apartado anterior. La sflice obte-
nida del rascado de los dos o tres primeros centimetros se eluyé por dos veces
con 2 ml de metanol a 37°C. El metanol de los lavados fue almacenado, llevado
a sequedad bajo una fuente de nitrégeno a 40-50°C y luego aplicado a una CCF
que se desarrolld en cloroformo/metanol/NH4OH/agua (45:45:3.5:1.5). Se rasca-
ron regiones de un cm y se determiné la radioactividad que tenian asociada en

las mismas condiciones que las ya descritas.

Los Rf del Pl-glicano y los distintos fosfolipidos tras la separacién ¥y

purificacién se representan en la Figura 2.
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3E.- Tratamiento con acido nitroso

Una muestra del fosfatidilinositol glicano purificado marcado con | 3H]—
glucosamina fue secado bajo una fuente de nitrégeno y resuspendido en 100 ul
de acetato s6dico S0 mM, pH 3.5. Después de afiadirle 100 pl de nitrito sédico
(NaNOz) 0.33 M recién preparado se incubé durante 12 horas a temperatura am-
biente. Tras la incubacién se neutralizé con una gota de bicarbonato aménico
(NH4CO3) 1 M y se liofilizé6. El extracto seco se resuspendié en 50 ul de clo-
roformo/metanol (2:1) y se aplicé a una placa de CCF que se desarrolld en clo~
roformo/metanol/NH4OH/agua (45:45:3.5:1.5). Después se rasparon regiones de 1
cm de alto y la radicactividad asociada con cada una de ellas se determiné por

contaje con liquido de centelleo.

3F.~- Tratamiento con Fosfolipasa C

Una muestra del fosfatidilinositol glicano purificado marcado con | 3H]—
glucosamina o con [3H]palm1’tico fue secado bajo una f‘uente de nitrégeno y re-
suspendido en 200 ul de tampén borato 20 mM, pH 7.5; se sonicé durante 5 minu-
tos- 3 veces y se le afiadié 1 U de fosfolipasa C especifica para el fosfatidil-
inositol (PLC-PI) de S. aureus incubdndose durante toda la noche a 37° C. La
reaccién se pardé con 750 ul de cloroformo/metancl/HCl (2:1:0.03 N). Se micro-
fugd a 8000 g durante 1 min, se agité y repitié el proceso 2 veces mis. Se to-
mé la fase superior y se lav6é la inferior con 0.5 ml de NaCl 0.005 M en 50%
metanol. Se reunieron las fases acuosas y se liofilizaron, mientras que la fa-

se organica se secd.

Cada fase fue redisuelta en 250 ul contédndose una alicuota de cada una.

El resto se aplicé a una placa de CCF que se desarrollé en cloroformo/metanol/
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NH 4OH/agua (45:45:3.5:1.5), midiéndose a continuacién la radioactividad pre-

sente en la placa que se raspd en zonas de 1 cm de alto.

3G.~ Hidrdlisis acida

Una muestra del fosfatidilinositol glicano purificado y marcado se evapo-
ré a sequedad y resuspendié en 200-400 ul de HCl 4 N tras lo cual se incubd
durante 24 horas a 110 °C. Al final de este perfodo se le afiadié 1 ml de agua
y se liofilizé. El extracto liofilizado se redisolvi5 en un pequefio volumen de
agua que se aplicé a una placa de CCF y se desarrollé en piridina‘acetato de
etilo/acido acético glacial/agua (5:5:1:3). Después se rasparon regiones de 1

cm de alto y se determiné la radioactividad asociada a cada fraccién.

3H.- Tratamiento con Fosfolipasa A 5

Una muestra de Pl-glicano marcado con [ 3H]palxhitato o | 3H]mirista‘co se
resuspendié en 0.2 ml de polietilenglicol 0.1% en 125 mM Tris HCl, pH 8.5, y
se incubd en presencia de 2400 U/ml de fosfolipasa A2 durante 30 minutos a 37
OC, tras lo cual. se sec6 en Speed-Vac. La muestra seca se redisolvié con 50 ul
de metanol, se aplicd a una placa de CCF que se desarrollé en cloroformo/meta-
'nol/NH4OH/agua (45:45:3.5:1.5) y se rascaron regiones de 1 cm de alto. La ra-
dioactividad que tenfa asociada cada fraccién, se determiné por contaje con

liquido de centelleo.
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4. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINAS

Las protefnas se midieron por espectrofotometria por el método del azul
brillante de Coomasie (213) tal y como lo suministra Bio-Rad utilizando un es-
pectrofotometro Gilford STASAR III a longitud de onda de 595 nm. El estindar
empleado fue albimina bovina de Sigma, dilufda seriadamente partiendo de una

solucién estandar patrén de 250 ug/800 pl.

Los datos de absorbancia se ajustaron por el método de los minimos cua—

drados mediante una calculadora de mesa Casio FxSOF.

5. ENSAYO DE LA ACTIVIDAD DEL ENZIMA 3B-HIDROXIESTEROIDE-DESHIDRO-

GENASA A*-A° ISOMERASA (38-HSD) (E.C. 1.1.1.51)

La actividad del enzima 38-HSD se midié por un método radioenzimatico ba-
sado en la transformacién de pregnenolona en progesterona. Se utilizé6 pregne-
nolona tritiada que se convierte en progesterona tritiada por homogeneizados

de células en presencia de NAD® (214,215).

SA.- Obtencién de los extractos celulares

Al finalizar el tiempo de cultivo las placas se colocaron en frio, el me-
dio se aspirdé y desechd; las células se lavaron con tampédn fosfato frio (fos-
fato 0.05 M, EDTA 1| mM, pH 7.4) y se rascaron con una espatula de American
Scientific products transfiriéndose a un tubo de cristal. Se sonicaron las cé-

lulas en frio con un sonicador Labsonic 2000 (70 watios, 10 seg).
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S5B.~ Reaccién enzimitica

La actividad enzimdtica se determiné tomando 10-100 ug de protefnas celu-
lares en 80 ul de homogeneizado que se afiadieron a 20 ¢l de tampén fosfato
0.05 M, EDTA 1 mM, 100 uM de NAD+, 50 uM pregnenolona (= 2x105cpm), 3% de di-
metilsulféxido, pH 7.4. La reaccién transcurre con los tubos mantenidos en ba-
fio de agitacién Dubnoff a 37° C y agitacién de 100 ciclos/min durante 30 min,
al finalizar los cuales se pard la reaccién con 10 voltmenes de éter dietilico
frio. A continuacién, se afiadfa a cada tubo [14C]Pr'ogesterona (2600 cpm), para
determinar la eficacia de la extraccién, 5 pg de Progesterona, 5 ug de 20«~0H

Pro y 25 ug de Pregnenolona para visualizar los esteroides después de su sepa-

racion.

SC.- Extraccién y separacién de los productos de la reaccién

La fase etérea se obtuvo por solvatacién de la fase acuosa con 110 mg de
NaZSO 4 anhidro o congelando la fase acuosa en un bafio de acetona/hielo seco.
La fase organica se transfirié a tubos de vidrio (12x75 mm) y se secé bajo una
corriente de nitrégeno. El extracto orgénico seco se redisolvi6 en 50 pl de
cloroformo y los tipos de esteroides existentes se separaron mediante CCF de-
sarrollada dos veces en el sistema cloroformoséter (5:1). La Pregnenolona se
visualizé con vapor de iodo y los progestdgenos (Progesterona y 20a-OH Pro)

con luz ultravioleta (u.v.).

Los Rf para pregnenolona y progesterona fueron 0.59 y 0.80 respectiva-
mente (Figura 3). Las manchas correspondientes a progesterona se recortaron y
se contd la radioactividad que tenfan asociada con 3 ml de liquido de cente-

lleo.
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SD.- Cilculo de la actividad del enzima

La actividad se calculé seglin la ecuacidn:

actividad total= nmoles Progesterona formados/ 80 ul/ 30 min

_nmoles (tubo) x 14C

3H X R.C.

Donde: = cpm totales de pregnenolona tritiada afiadidas a los

tubos de ensayo (= 150,000 cpm)

4

1 C= cpm totales de 14(‘,—progester'ona afiadida a cada tubo
de ensayo (~600 cpm)

R.C.= relacién entre los canales de 14C y %«1

6. TRATAMIENTO ESTADISTICO

Cada experimento fue realizado por triplicado y repetido al menos tres
veces, escogiéndose el mds representativo.

En cada punto "a" consideramos la variable aleatoria "xa que representa
la caracteristica  en estudio, medida en cada caso. Estimamos el valor medio de
X, mediante la media de la muestra (n objetos de la poblacién, normalmente n=
3 0 4) y el error cometido mediante el error estdndar, definido como:

e= —=—  siendo s% "'L"Z (xi-i)z

\{T n i=1
Se aplico el analisis de la varianza de un solo factor, a un nivel de
significacién del 0.05. En caso de no aceptarse la hipétesis nula, se aplica

el test LSD.
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l.- OBSERVACIONES MORFOLOGICAS CON EL MICROSCOPIO DE CONTRAS—

TE DE FASES

Las células recién obtenidas de los ovarios de ratas inmaduras tratadas
con DES fueron principalmente células redondeadas dispersas ¥y, ocasionalmente,
" en pequefios actmulos celulares (Fig 4 A). El nimero de células en tales agre-
gados no solia exceder de media docena. Cuando las células permanecfan 48 h en
cultivo con FSH, se formaban agregados mucho mayores (Fig 4 D y E), cada uno
formado por varias docenas de células. Las células de los agregados adquirfan
una forma similar a células epiteliales y estaban estrechamente empaquetadas
(Fig 4 D). A menudo agregados vecinos estaban interconectados (Fig 4 E) for-
mando una estructura similar a una cadena. Después del cultivo sin afiadir hor-

monas (C), las células estaban mds aplanadas que las tratadas (E).

2.~ IDENTIFICACION DE LOS COMPONENTES DE LA CABEZA POLAR DEL

FOSFATIDILINOSITOL GLICANO

Para determinar los azlcares que forman parte de la mitad polar del gli-

cofosfolipido, se estudi6 la incorporacién al PI-G de diversos azicares tri-

tiados.

a) Incorporacién de [3H]g1ucosamina a la molécula de Pl-glicano

En la Fig 5, se muestra la incorporacién de [3H]glucosamina a las células

granulosa mantenidas en cultivo primario, a las que, como se describe en Mate-
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rial y Métodos, se fueron incorporande 25 pCi/ml de [BH]glucosamina a distin-

tos tiempos antes de la terminacién del experimento con TCA 5%.

Extrafdo y purificado el PI-glicano por separacién en CCF utilizando las
condiciones de solventes, tal y como se han descrito, pudo observarse una in-

corporacién significativa de [SH]glucosamina al Pl-glicano a las 24 horas desu

adicién al cultivo.

Ante la imposibilidad de lograr un marcaje a actividad especifica cons-
tante durante las 72 horas que se mantiene un cultivo habitualmente, se lava-
ron los cultivos y se adicioné medio fresco conteniendo la misma cantidad de
[3H]glucosarnina que durante los 3 primeros dfas. En estas condiciones experi-
mentales, se obtuvo una incorporacién méxima constante a partir del 5° dfa de

cultivo.

b) Incorporacién de [3]galactosa a la molécula de PI-glicano

Las c.p.m. de [3H]galactosa incorporadas al Pl-glicano de las membranas

de célula, se r‘epresenian en la Fig 6.

Las células granulosa (106/p1aca) se cultivaron en presencia de 25 pCi/ml
de [SH]galactosa durante 48, 24, 8 6 4 horas. El Pl-glicano se extrajo tal y
como se describe en Material y Métodos y se separd y purificé en una placa de
gilicagel desarrollada secuencialmente en cloroformo/acetona/metanol/acido

acético glacial/agua y cloroformo/metanol/NH 4OH/agua.

Tras 24 horas de incubacidén con el isétopo, se obtuvo la mdxima incorpo-

racidn, que se mantuvo constante hasta las 48 horas.
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; 3 . . R
c) Incorporacién de [“Hlmioinositol a la molécula de PI-glicano

En la Fig 7, se representan los resultados obtenidos tras _incubar lO6 cé-~
lulas granulosa/placa con [3H]mioinositol (5 wCi/ml) durante 8, 12, 24, 48 y
72 horas. La utilizacién de un medio de cultivo pobre en inositol (el Ham F-
10), permitié disminuir a 5 uCi/ml la cantidad de isétopo y obtener, no obs-

tante, una buena incorporacién del azdcar a la molécula del Pl-glicano.

Tal incorporacién fue méaxima a las 24 horas y se mantuvo constante hasta

3 dias después de iniciado el cultivo.

d) Incorporacién de [BH]manosa a la molécula de Pl-glicano

La [3H]manosa (25uCi/ml) se mantuvo en el cultivo de células granulosa

(106 células/placa) durante 5, 24, 48 6 72 horas.

Extraido el glicofosfolipido y purificado por cromatograffa en capa fina,
no pudo observarse, tal y como aparece representado en la Fig 8, una incorpo-
racién apreciable del azicar a su molécula en ninguno de los tiempos estudia-

dos.
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3.~ IDENTIFICACION PARCIAL DE LA ESTRUCTURA DE LA CABEZA POLAR

DEL FOSFATIDILINOSITOL GLICANO

a) Hidrélisis acida del PI-glicano

Para demostrar que la radioactividad asociada al Pl-glicano, tras la in-
cubacién con los distintos azicares radioactivos, no procede de la metaboliza-
cién de dichos azicares y su posterior incorporacién a la molécula, se sometid
al Pl-glicano extrafdo de las células y purificado en CCF, al tratamiento con
. HCl en la forma en la que se describe en Material y Métodos. Este tratamiento

rompe a la molécula en su componentes.

En las Fig 9 y 10 se muestra que tras la cromatograffa en capa fina del
producto de la hidrélisis, la radioactividad aparece asociada casi exclusiva-
mente con la glucosamina o con la galactosa, dependiendo del tipo de marcaje
inicial. No obstante, en el caso del lipido previamenté marcado con glucosami-
na, un porcentaje no desdefiable de la radicactividad total (~ 25%) aparece li-

gado a la forma acetilada de la glucosamina.

Idénticos resultados se obtienen cuando las células se marcan con [3H]i—

nositol.

b) Tratamiento con acido nitroso

El tratamiento con &cido nitroso separa el grupo amino de la molécula de

los aminoazicares, y rompe cualquier enlace glucosfdico existente en el carbo-

no adyacente a aquél en el cual se encuentra el grupo amino (216).
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En las Fig 11 y 12 se representan los resultados obtenidos al tratar fog—
fatidilinositol glicano, previamente marcado con [SH]glucosamina (Fig 11) o
[31-1]galactosa (Fig 12) y purificado con 4cido nitroso, en la forma y tiempo

descritos en Material y Métodos.

Como puede observarse en las Figs 11 y 12, entre un 30 y un 35 % de la
radioactividad asociada a la molécula de Pl-glicano desaparece tras el trata-

miento con el &cido nitroso.

4.- IDENTIFICACION PARCIAL DE LOS COMPONENTES Y ESTRUCTURA DEL

ESQUELETO DEL FOSFATIDILINOSITOL GLICANO

a) Incorporacién de [3H]palmitato al Pl-glicano

En la Fig 13 se representan los resultados obtenidos al incubar células
granulosa con 5 uCi/ml de [3H]pa1mitato, durante 4, 8, 24, 48 ¢ 72 horas, tras

lo cual el lipido fue extraido, cromatografiado y contado.
A las ocho horas de incubacién con [3H]pa1mitato, se obtuvo la maxima in-
corporacién (aproximadamente 60,000 c.p.m.), que se mantuvo casi constante du-

rante tiempos de incubacién de hasta 72 horas.

b) Incorporacién de [3H]miristato al PI-glicano

En la Fig 14 se muestra la radioactividad asociada al PI-glicano, tras

incubar 106 células granulosa/ml con 5 uCi de [3H]miristato, durante 5, 24, 48
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y 72 horas. Al finalizar los perfodos de incubacién el lipido fue extraido,

cromatografiado y contado.

La mayor incorporacién de [SH]mir*istato a la molécula del Pl-glicano tuvo
lugar, en todos los ensayos realizados (una media de tres por experimento), a
las 48 h de incubacién con el precursor. En tiempos mds largos de incubacién
se produjo una reduccién de la radioactividad asociada al lipido, hasta los

niveles de la obtenida con sélo 8 horas de incubacién con el precursor.

c) Tratamiento del PI-glicano purificado con PLA,

Para determinar si los &cidos grasos incorporados a la molécula del gli-
cofosfolipido se encuentran esterificados con el alcohol del carbono 2 o, por
el contrario, han sido metabolizados y se han incorporado inespecificamente a
la molécula del Pl-glicano, se sometieron muestras del lipido purificado y
marcado con [3H]mh~istato o [BH]palmitato a incubacién con PLA2 en la forma y
tiempo que se describe en Material y Métodos. La PI..A2 rompe especificamente el

enlace éster del carbono 2 y transforma el lipido en un lisofosfolfpido.

Tras el tratamiento con el enzima (Figs 15 y 16), la mayor parte de la
radioactividad asociada al glicofosfolipido marcado con [31-{]palmitato desapa-~
rece en la cromatografia realizada a la fase orgdnica (Fig 15). En cambijo, un
gran pico de radioactividad aparece con el mismo Rf que el [3H]palmitato que
se utilizé como patrén en la CCF. Cuando se analizd el efec;co de la PLA2 sobre
el PI-G marcado con [3H]rniristato se encontrdé que la radioactividad (Fig 16)
aparecia en dos picos, uno migrando con los lipidos neutros y el [SH]mirlstato

usado como patrén, y el otro, menor, en posicién similar a la del PI-G.
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d) Tratamiento con PLC de los estractos purificados del lipido

La Fosfolipasa C especifica de fosfatidilinositol, hidroliza el enlace
fosfodiéster del inositol con el diacilglicerol de la molécula del fosfolipido
que lo contiene, liberando, en consecuencia, la cabeza polar del lipide y el
diacilglicerol. La potencia de hidrélisis de la PLC utilizada fue medida en
términos de su capacidad para romper fosfatidilinositol. So6lo el 507 del PI
sometido al tratamiento con PLC fue hidrolizado. En la Fig 17 se muestra que
un 25% del total de PI-G se hidroliz6 tras ser sometido a una incubacién con

la PLC en el tiempo y forma que se describe en Material y Métodos.

Sin embargo, considerando que la preparacién de PLC usada sélo posee una

capacidad de hidrélisis del 50%, podrfa considerarse que alrededor de la mitad

del PI-G fue sensible a la hidrélisis con PLC.

5.- EFECTO DE LAS DIFERENTES HORMONAS REGULADORAS DE LA DIFE-

RENCIACION DE LA CELULA GRANULOSA, EN EL CONTENIDO Y

RECAMBIO DEL PI-GLICANO

a) Efecto de la FSH sobre el contenido y recambio del Pl-glicano

En la Fig 18, se representan los resultados obtenidos tras administrar a
un cultivo de células granulosa (106/p1aca) FSH (30 ng/ml), 1,200, 300, 60, 30

y 15 segundos antes de terminar el experimento con TCA S7%.

Extratdo el glicofosfolipido ¥y purificado por cromatograffa en capa fina,

tal y como se describe en Material y Métodos, no pudo observarse ningin cambio
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significativo en la cantidad de PI-G tras la adicién de FSH, en ninguno de los

tiempos estudiados.

En la Fig 19, se representan los efectos sobre la cantidad de glicofosfo-
lfpido existente en células granulosa, tratadas con FSH (30 ng/ml) o con el

andlogo sintético del AMPc, el dibutiril AMPc [(Bu)ZAMPc] (0.5 mg/ml).

La incorporacién de cualquiera de los dos agonistas al cultivo, a los
tiempos indicados, induce un aumento en el contenido del lipido, que alcanza
un méaximo de 10 y 15 veces el control respectivamente, a las 48 horas de tra-

tamiento.

La incubacién de células granulosa (106/p1aca) con el activador de la Gs,
la coleratoxina (Ctx) (0.5 upg/ml), y el (Bu)ZAMPc (0.5 mg/ml) durante los
tiempos indicados en la Fig 20, en presencia de [3H]g1ucosamina (25 uCi/ml),
produjo asimismo un aumento en el contenido del lipido que alcanza un méaximo a

las 72 h, del 440 y 285 % respectivamente, al ser comparado con los controles.

b) Efecto de la insulina sobre el contenido en Pl-glicano en células

granulosa

Las células granulosa (106/p1aca), mantenidas en cultivo primario en Mc-
Coy’s 5a y marcadas con [3H]galactosa (25 uCi/ml) fueron tratadas con insulina
(1 mU) durante 1,200, 300, 60, 30 6 15 segundos antes de afiadir TCA al cultivo

y extraer y purificar el PI-G, como se describe en Material y Métodos.

A los 5 minutos (Fig 21) de iniciado el estfmulo pudo observarse una li-

gera hidrélisis (357%) del lipido, que recupera los niveles basales pasados los

20 minutos de tratamiento con insulina.
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c)Efecto del IGF-I sobre el contenido de Pl-glicano en células granulosa

Se midieron los efectos del IGF-1 sobre el contenido del glicofosfolipido

. 6
en células granulosa (10 /placa) marcadas con [%—I]galactosa (25 pCi/ml).

El IGF-I (100 ng/ml) se afladié 1,200, 300, 120, 60, 30 & 15 segundos an-

tes de terminar el experimento con TCA 107%.

Se extrajo y purificé el lipido por cromatografia secuencial silicagel,

tal y como se describe en Material y Métodos.

Los resultados, representativos de una serie de al menos tres experimen-
tos, se muestran en la Fig 22. A los cinco minutos de iniciado el estimulo, el
IGF-1 indujo una desaparicién de aproximadamente el 307 del glicofosfolipido
que, no recupera sus niveles basales pasados 20 minutos del inicio del experi-

mento.

d) Hidrolisis del Pl-glicano de células granulosa por hCG

La hCG (100 ng/ml) fue afiadida en tiempos decrecientes a células granulo-
sa, indiferenciadas o tratadas con FSH (30 ng/ml) durante 48 h para obtener su
diferenciacién y la expresién de los receptores a LH/hCG (Fig 23). Al igual
que en experimentos precedentes, la FSH produjo un aumento de aproximadamente
6 veces en la cantidad del lipido marcado con [BH]galactosa presente en las

células diferenciadas con respecto a las indiferenciadas.

La hCG indujo una répida (60 segundos) y pronunciada (50%) desaparicion

del lipido, que recuperé sus niveles basales transcurridos cinco minutos de la
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iniciacién del estimulo. Tal efecto fue observado unicamente en las células

diferenciadas.

e) Efecto del EGF en el contenido de Pl-glicano de la célula granulosa

ovarica

Las células granulosa (106/p1aca), fueron marcadas con [3H]galactosa (25
uCi/ml). El EGF (10 ng/ml) se afiadié 1,200, 300, 60, 30 é 15 segundos antes de
terminar el experimento con TCA y extraer y cromatografiar los lfpidos como se

describe en Material y Métodos.
En la Fig 24 se representan los resultados obtenidos, que no muestran va-
riacién significativa en el contenido del Pl-glicano en respuesta al estimulo

con EGF.

f) Efecto del GnRH en el contenido de Pl-glicano de célula granulosa

ovarica

-7

El GnRH (10 ' M) se afiadié a tiempos decrecientes, desde 1,200 a 15 se-

gundos, a células granulosa (106/placa) marcadas con [%-llgalactosa (25

uCi/ml).

Tras ser extraido y purificado, el Pl-glicano se conté y los resultados

se representan en la Fig 25.

En ninguno de los tiempos estudiados, el estimulo de la célula con GnRH

produjo cambios significativos de su contenido en PI-G.
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g) Efecto de la Prolactina sobre el contenido de Pl-glicano de células

granulosa

. 6
Las células granulosa (10 /placa) fueron previamente diferenciadas, me-

diante el tratamiento con 0.5 mg/ml de (Bu)ZAMPc durante 48 h, y marcadas si-

multdneamente con [3H]ga1actosa (25 uCi/ml).

La prolactina (2 ug/ml) se afiadid, tanto a cultivos de células diferen-
ciadas como indiferenciadas, en tiempos de 300, 60, 30 y 15 segundos, antes de

detener el experimento con TCA, extraer y purificar el glicofosfolipido.

Tras una pequefia (22%) y rapida (30") disminucién en la cantidad del PI-G
después del estimulo con prolactina (Fig 26), se produjo un aumento del 60% en

el lipido que volvié a los niveles basales pasados 5 minutos.

El efecto de la prolactina pudo observarse igualmente en las células in-
diferenciadas, si bien fue mdés répido (I15"), menos dramé&tico (30% de aumento),

y sin el descenso inicial en el contenido del PI-glicano.

6.- EFECTO DEL FOSFOOLIGOSACARIDO SOBRE LA ACTIVIDAD DEL ENZI-

MA 3B8-HIDROXIESTEROIDE-DESHIDROGENASA A4-A5 ISOMERASA

En la Figura 27 se muestra el efecto del fosfooligosacérido (POS) obteni-
do de PI-G de higado de rata, a diferentes concentraciones, sobre la actividad
de 3B-HSD de células granulosa mantenidas en cultivo (106/p1aca) en medio Mc-
Coy’s S5a modificado, en ausencia (controles) y presencia de POS (I, 5 y 10

nM), durante 48 horas. Al final del periodo de cultivo se realizd el ensayo de
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la actividad del enzima tal y como se detalla en Material y Métodos. El POS
produjo una inhibicién dosis~dependiente de la actividad del enzima que es ma-

xima (= 69%) a la concentracién de 10 nM.

Para comparar los efectos del POS (5 nM) con los de la prolactina (2
pug/ml) sobre la actividad del enzima 3B8-HSD basal, e inducida por FSH/AMPc, se
cultivaron 106 células granulosasplaca, en McCoy’s Sa, durante el tiempo nece-
sario (48 h) para obtener una induccién del enzima con (Bu)ZAMPc (0.5 mg/ml).
En la Figura 28, se representan los resultados obtenidos, en porcentaje con
respecto a la actividad de las células no sometidas a ningin tratamiento. En
las células indiferenciadas el POS, inhibe la actividad del enzima (=50 i), la
escasez de receptores a la hormona,  condiciona la existencia de un efecto me-
nor (¢ 25 % de inhibicién) de la PRL. La diferenciacién de las células granu-
losa con (Bu)ZAMPc, induce en un 125 % la actividad del enzima. La adicién si-
multénea de POS o PRL previene totalmente el aumento de la actividad de 38-HSD
generado por (Bu)ZAMPc y disminuye incluso la actividad del enzima a niveles

ligeramente inferiores a las células no diferenciadas.
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Figura 5.~ Incorporacién de [3H]glucosa.mina (25 uCi/ml) al Pl-glicano conteni-

do en 106 células granulosa mantenidas en cultivo primario, en McCoy's 5a mo-

dificado, durante los tiempos indicados.
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Figura 6.- Incorporaciétn de [3H]galactosa (25 uCi/ml) al Pl-glicano de las

membranas de 106 células granulosa/placa mantenidas en cultivo primario en Mc

Coy’s 5a modificado, durante los tiempos indicados.
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Figura 7.- Incorporacién de [3H]mioinositol (5 uCi/ml) a células granulosa

(106/placa) mantenidas en cultivo primario en Ham F-10, durante los tiempos

indicados.
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Figura 8.~ Incorporacién de [3H]manosa (25 umCi/ml) al PI-glicano contenido en

las membranas de 106 células granulosa mantenidas en cultivo primario, en Mc-

Coy's 5a modificado, durante los tiempos indicados.
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FIGURA 9.- Hidrélisis &cida de la molécula de Pl-glicano marcado previamente
con [3H]glucosamina. Mediante el uso de marcadores se establecfa los lugares
de migracién de las sustancias conocidas. Ino, inositol; GIcN, glucosamina;

GlcNAc, N- acetilglucosamina.
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FIGURA 10.- Hidrolisis &cida de la molécula de Pl-glicano marcado previamen-
te con [3H]galactosa. En trazo débil (—) se muestra la cromatograffa del PI-
glicano control (no tratado con CIH) y en trazo grueso (==) la del Pl-glicano

hidrolizado. Ins, inositol; Ga, galactosa; D, diolefna.
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Figura 11.- Tratamiento con &cido nitroso del Pl-glicano. Radioactividad aso-
ciada a Pl-glicano purificado marcado con [3H]glucosamina y sometido (==) o no

(—) a tratamiento con &cido nitroso, extrafdo y cromatograf iado en e! solven-

te acido.
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Figura 12.- Radioactividad asociada al PI-glicano marcado con [3ngalactosa.
extrafdo y purificado. En trazo débil el control (—), en trazo grueso (=) el

lipido sometido a tratamiento con &cido nitroso, en ambos casos cromatografia-

dos en TLC con solvente bdsico.
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Figura 13.- Incorporacién de [3H]palmitato (5 pCi/ml) al Pl-glicano contenido

en 106 células granulosa, mantenidas en cultivo primario en McCoy’'Sa medifica-

do, durante los tiempos indicados.
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Figura 14.- Incorporacién de [3H]miris‘cato (5 pCi/ml) al Pl-glicano de células

granulosa (106/placa) mantenidas en cultivo primario en McCoy's 5a modificado,

durante los tiempos indicados.
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Figura 15.- Hidrélisis con PLA2
los controles, en trazo grueso (=) ej

do y purificado. En trazo débil (—)
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Figura 16.- Hidrélisis con PLA2 del fosfolfpido marcado con [3H]miristato, ex-

trafdo y purificado. PI-G, fosfatidilinositol glicano; Mi, miristato
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Figura 17.- Hidrélisis con PLC especifica de fosfatidilinositol del Pl-glicano

purificado marcado con [3Hlpalmitato.
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FIGURA 18.- Efecto de la FSH (30 ng/ml), afiadida a los cultivos a tiempos de~
crecientes de 1,200 a 15 segundos, sobre el contenido de Pl-glicano aislado de
células granulosa (106/placa) marcadas con [:&i}glucosamlna (25 pCi/ml). El

cxperimento es representativo de una serie de al menos tres.
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Figura 19.- Efecto de la FSH (30 ng/ml) y del dibutiril AMPc (0.5 mg/mi) sobre
el contenido de Pl-glicano, aislado de células granulosa (106/placa) marcadas

con lelgalactosa (25 pCi/ml). La FSH y el db AMPc fueron afiadidos al medio

durante los tiempos indicados.
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FIGURA 20.- Efecto de la adicion, durante los tiempos indicados, de toxina
del cdélera (0.5 pg/ml) y (BU)ZAMPC (0.5 mg/ml) al medio de cultivo de células

granulosa (106/placa) marcadas con [%{]glucosamina (25 uCi/ml).
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Figura 2l.- Hidrolisis del Pl-glicano, aislado de células granulosa (106/pla—

ca) y marcado con [3H]galactosa (25 uCi/ml, 48 h), por la insulina (I mU/ml)
afladida a los cultivos a tiempos decrecientes de 1,200 a 15 segundos. El expe-

rimento que se muestra es uno representativo de una serie de al menos tres.
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Figura 22.- Hidrélisis del Pl-glicano, aislado de células granulosa (106/pla—
ca) y marcado con [3H]galactosa (25 uCi/ml, 48 h), por el IGF-I (100 ng/ml)
afiadido a los cultivos a tiempos decrecientes de 1,200 a 1§ segundos. Se mues-

tra un experimento representativo de una serie de al menos tres.
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FIGURA 23.- Hidroélisis del PI-G con hCG (100 ng/ml) administrada en tiempos

decrecientes (300 a 15 segundos) a cultivos de células granulosa (106/placa)

marcadas con [3H)galactosa (25 uCi/ml) y pretratadas (e-¢) o no (+-+) con FSH
(30 ng/ml} para obtener la diferenciacién e induccién de receptores a hCG.

Se muestra un experimento representativo de una serie de al menos tres.
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Figura 24.- Efecto del EGF (10 ng/ml) en e] Pl-glicano marcado con [Engalac—
tosa (25 uCi/mi) y aislado de cultivos de células granulosa (106/placa); tra-
tadas a tiempos decrecientes (20 minutos a IS5 segundos) con el EGF. Se muestra

un experimento representativo de una serie de al menos tres.
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Figura 25.- Efecto de GnRH (10 —7M), afiadido a los cultivos a tiempos decre-

cientes de 1,200 a 15 segundos, sobre el contenido de Pl-glicano aislado de
células granulosa (106/placa) marcadas con [%{]galactosa {25 pCi/ml).

Se muestra un experimento representativo de una serie de al menos tres.
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Figura 26.- Efecto de la prolactina (2 ug/ml) sobre el recambio de PI-G en
células granulosa (106/placa) en cultivo. La PRL fue afiadida a tiempos decre-
cientes (300 a 15 segundos) a células granulosa pretratadas (e-e) o no (+-¢)
con (BU)ZAMPC (0.5 mg/ml) para obtener la induccién de receptores.

Se muestra un experimento representativo de una serie realizada.
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Figura 27.- Efecto de la cabeza polar del PI-G (I, 5§ y 10 nM), afiadida a cul-
tivos de células granulosa (106/placa) durante 48 horas, sobre la actividad

del enzima 3B8-HSD. limitante en la sintesis de progesterona.
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Figura 28.- Efecto del fasfooligosacérido (5 nM) obtenido de hfgado de rata, y
la prolactina (2 ug/ml) sobre la actividad del enzima 3B-HSD, basal e inducida

con (Bu)ZAMPc (0.5 mg/ml).
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En el presente trabajo, hemos aislado y caracterizado parcialmente, un
fosfatidilinositol glicano (PI-G) de células granulosa indiferenciadas obteni-

das por puncién folicular de ovario de ratas hembra inmaduras.

En las membranas de las células eucariotas existe una gran variedad de
fosfolipidos, de los cuales sélo unos pocos son necesarios para constituir la

arquitectura de la bicapa lipidica de la membrana.

La permanencia en las membranas a lo largo de la evolucién de otras for-
mas minoritarias de fosfolipidos ha podido empezar a explicarse recientemente
con la asignacién a algunos de ellos de un papel, como precursores para la ge-
neracién de mensajeros intracelulares (IP, DPI o TPI), como responsables de
cambios en la fluidez de la membrana, que permitirfan o facilitar{an fendmenos
tan diversos como la movilidad de receptores, los procesos secretores, la en~
trada de iones al citoplasma o como sistemas de anclaje de protefnas localiza-
das en la cara externa de las membranas (166,217). Como discutiremos mds ade-
lante, el PI-G identificado por nosotros en células granulosa, podria encon-
trarse entre los fosfollpidos de membrana no estructurales y que tendria, en

cambio, una funcién en los procesos de sefializacion intracelular.

Los datos obtenidos en nuestro laboratorio, utilizando incorporacién me-
tabélica de azicares y &cidos grasos saturados a la molécula del Pl-glicano,
sugieren que el lipido presente en las membranas de células granulosa, tiene
una composicién semejante al que puede aislarse de hepatocito (169,172,187,
188), linfocito (193), adipocito (191}, células glomerulosa adrenocorticales

{194) miocitos BC3Hl (170). La mitad polar de la molécula contiene, tal y como
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se muestra en las Figs 5 a 7, mioinositol, glucosamina y galactosa. Los tres
azucares se encuentran incorporados a la molécula en una forma especifica y no
metabolizada, como lo muestra su recuperacién, tras la hidrélisis con &cido
clorhidrico del Pl-glicano previamente marcado con los correspondientes iséto-
pos. La excepcién la constituye la glucosamina, un porcentaje importante de la

cual es acetilada antes o después de su incorporacién a la molécula del lipi-

do.

Usando como control el contenido en glucosamina tras la incorporacién con
la molécula marcada, los porcentajes de incorporacién de los azicares a la mo-
lécula del PI-G, a las 24 horas, permiten aventurar la hipétesis de que la ga-
lactosa podria estar en la molécula en una proporcién de 4:1 con respecto a la
glucosamina y al inositol. Esta es una afirmacién obviamente relativa, y no
puede deducirse, en lo que respecta al miocinositol, de los datos presentados
en este trabajo (Figs 5 y 7). Sin embargo, debe tenerse en cuenta que para ob-
tener una incorporacién apreciable de [3H]mioinositol se hizo necesario utili-
zar un medio (el Ham F-10), en el que el azdcar se encuentra en muy pequefia
proporcién. Cuando las células se cultivan en McCoy's Sa, la incorporacién de

[3H]mioinositol es semejante a la obtenida con [3H]glucosamina.

El glicofosfolfpido aislado por nosotros no contiene manosa, lo que per-
mite diferenciarlo de otro gran grupo de fosfolipidos de membrana, los lipidos
de anclaje de protefnas, presentes en las membranas de procariontes como el

protozoo Trypanosoma brucei (216), en los cuales una proteina se encuentra

asociada a la parte externa de la membrana, unida covalentemente la porciéon C-
terminal del aminoacido con la etanolamina de una cadena glicosidica que con-

tiene, ademds, manosa, galactosa, glucosamina e inositol (196).
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Otras proteinas de superficie presentes en células eucariotas comparten
la misma estructura de anclaje con la VSG del T. brucei, Entre ellas se en-

cuentran enzimas hidroliticos, protefnas pertenecientes al sistema activador

del complemento, antigenos de superficie y otras de funcidén desconocida (217).

El glicofosfolipido presente en la membrana de las células granulosa,

tiene en comin con el PI-G de anclaje de todas ellas, la composicién de su

cabeza polar, excepto en lo que respecta a la presencia de la manosa y proba-

blemente de etanolamina.

En cuanto a la estructura de la cadena de azlcares que compone la cabeza
polar de ambos tipos de glicofosfolipidos, tanto los de anclaje como aquellos
presentes Unicamente en células eucariontes y cuya hipotética funcién es la de
precursores de mensajeros intracelulares, poseen una molécula de inositol uni-
da al glicerol con fésforo por un enlace diéster (170,171,192,193). La gluco-
samina se encuentra unida con un enlace glicosfdico al inositol (174,172) vy
tres o mas moléculas de galactosa (171,197), probablemente unidas entre s{ por
enlaces B-glicos{dicos (191), forman la porcién terminal de la cadena de los
fosfolfpidos descritos hasta el presente como asociados con el proceso de se-

fializacién intracelular,

Los fosfolipidos de anclaje tienen, como ya se ha referido, residuos ma-

nosa y una etanolamina terminal (196).

El glicofosfolfpido aislado de células granulosa parece contener el mio-
inositol esterificado en el alcohol del carbono 3. La informaciéon acerca del

lugar que ocupa el mioinositol en la cadena de oligosacérido, se obtuvo funda-
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mentalmente de los resultados de someter el PI-G a hidrélisis con PLC. Dichos
resultados dependen en gran medida de la especificidad y potencia de la prepa-
racién de PLC usada. La preparacién comercial utilizada por nosotros sélo li-
bera el 50% del inositol de un fosfatidilinositol teéricamente puro, por lo
que la hidrdlisis corregida de aproximadamente el 50% del Pl-glicano aislado
de célula granulosa, sitia a éste en lo que a sensibilidad a PLC se refiere,

aproximadamente en la mitad del espectro formado por los glicofosfolipidos

aislados de los diferentes tipos celulares.

Tal sensibilidad presenta grandes variaciones que incluyen desde el- 100%
de hidrélisis observada en el PI-G de anclaje de acetilcolinesterasa de eri-
trocitos bovinos y porcinos (217), el‘ 50% en el PI-G de hepatocitos, hepatoma
H35 o miocitos BC3H1 (171) o el 14% de sensibilidad a PLC, de un PI-G aislado

de linfocitos (193).

En algunos casos, como el del PI-G de anclaje de la acetilcolinesterasa a
la membrana de eritrocito humano, se ha especulado incluso, con la posibilidad
de la existencia de una modificacién en el anillo del inositol, consistente en
la sustitucién del alcohol en la posicién 2, por un residuo esterificado de
palmitico, lo cual dificultaria el reconocimiento por el centro activo de la

PLC especifica de PI (218).

As{ pues, las variaciones en la resistencia del los distintos fosfatidil-
inositol glicanos a la hidrélisis con PLC, pueden ser explicadas, no sélo por
diferencias en la potencia del enzima utilizado, sino por la existencia de pe-
quefios cambios en la estructura de la molécula del lfpido que lo hacen insen-

sible a la PI-PLC, sin que ésto implique renunciar a la hipdtesis de que la
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forma de unién entre la cadena de oligosacdridos que conforman la cabeza polar
y la mitad glicerol diacilo sea un enlace diéster entre el fésforo del mioino-
sitol y el alcohol del carbono 3. Por tanto, el porcentaje de hidrélisis obte-

nido con el lfpido aislado de célula granulosa, sugiere que es un fosfatidili-

nositol.

En el fosfatidilinositol glicano que constituye el anclaje a la membrana
de la glicoprotefna variante de superficie (VSG) del T. brucei (216) y en los
Pl-glicanos sensibles a insulina del hepatocito, adipocito, miocito BCal-ll y
hepatoma H35 (170-172,191), la glucosamina se sitia entre el mioinositol y la
galactosa y demds componentes de la cabeza polar del lipido. La posicién de la
glucosamina y la existencia de un enlace glicosidico entre ésta y el mioinosi-
tol, puede demostrarse parcialmente, tras someter al lipido a la accién del
adcido nitroso, que libera el terminal amino libre de la glucosamina, y rompe

simultdneamente cualquier enlace glicos{dico adyacente (216).

El Pl-glicano aislado por nosostros de célula granulosa, sometido a tra-
tamiento con A4cido nitroso, se deamina en un porcentaje del 30 7% del total.
Existen diferencias emr el grado de sensibilidad a la deaminaciéon de los dis-
tintos PI-G aislados hasta el presente. Al igual que en el caso de la sensibi-
lidad a PLC tales diferencias se mueven en un arco muy amplio que va desde la
inactivacién absoluta de la estructura que compone la .cabeza polar tras la

deaminacién hasta pequefias rupturas de tan sélo el 157

En la mayor parte de los casos, se atribuye la imposibilidad relativa del
dcido nitroso para transformar en PI la molécula de Pl-glicanc, a la acetila-~

cién de la molécula de glucosamina de una proporcién importante del lipido, lo
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cual impedirfa la deaminacién. A este respecto, y aunque parece dudoso que la
molécula de glucosamina acetilada soporta sin romperse el tratamiento con HCI,
quizds merece la pena resaltar que tras la hidrélisis 4cida del PI-G marcado
con [3H]glucosamina (Fig 9), una importante cantidad de la radioactividad (en-
tre el 30 y el 40 % del total), emigra en TLC junto con el estdndar de gluco-
samina acetilada. El rechazo, por insuficientemente concluyente, de esta ulti-
ma evidencia no implica, sin embargo, un rechazo paralelo de la posibilidad de
que una parte de las moléculas del Pl-glicano contengan glucosamina acetila-

da, y sea ésta la razdn por la que no se obtiene un porcentaje de deaminacién

mas alto.

Asi pues, comparado el fosfatidilinositol glicano aislado de células gra-
nuloga, con los lipides nativos de otros tejidos, y en lo que a la estructura
de la cabeza polar se refiere, no parece haber grandes diferencias. Probable-
mente es un fosfatidilinositol, con un oligosacdrido formado por glucosamina y
dos o méas moléculas de galactosa, unido al mioinositol a través de la glucosa-

mina.

La porcién glicerol diacilo de la molécula tampoco es diferente, a tenor
de los datos obtenidos al tratar la molécula con fosfolipasa Az, de la descri-

ta para otros Pl-glicanos (170,172,193).

La presencia del fosfatidilinositol glicano en la membrana de la célula
granulosa ovédrica no tendria ninguna trascendencia, al menos en lo que a los
mecanismos de sefializacién se refiere, si el contenido del lfpido pérmanece
inalterado en respuesta a los diferentes estimulos hormonales. En consecuencia

hemos aplicado algunos de estos estfmulos a células granulosa, ¥ medido los

cambios en el contenido de PI-G.
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La hormona protagonista de la proliferacién y diferenciacién de la célula
granulosa, la FSH, no produce ninguna variacién rédpida en el recambioc del PI-
G, en los diversos tiempos estudiados. Sin embargo, el tratamiento de los cul-
tivos de granulosa con FSH o alguno de los agonistas del sistema AMPe, da lu-
gar a un aumento en el contenido del PI-glicano marcado en la célula granulo-
sa. Puesto que no se han realizado mediciones de masa total del Ifpido es
diffcil o casi imposible diferenciar si el aumento en el marcaje refleja un
aumento en la masa total del lipido, y por tanto un estimulo de su sintesis
por parte de la FSH, o si por el contrario se trata de un aumento de la incor-
‘poracién del isétopo precursor. En el caso de la ultima hipbtesis se hace asi-
mismo dif{cil diferenciar entre la posibilidad de que la FSH esté simplemente
aumentando la disponibilidad del/los azlcar/res precursor/es, aumentando su
transporte o produciendo un aumento crénico en el recambio del lipido, que no
sucede sin embargo de una forma aguda tal y como se ha descrito més arriba.
Por otra parte, algunas evidencias indirectas, soportarian con mas fuerza la

hipétesis de que la FSH aumenta la sintesis del lfpido y no su recambio.

En primer lugar, al menos en uno de los casos, se ha trabajado con célu-
las marcadas con [3H]galactosa en las cuales el lfpido llega al equilibrio
tras 24-48 horas de marcaje. En estas condiciones, cualquier aumento en la ra-
dioactividad asociada a la molééula refleja supuestamente un aumento en la

cantidad total de ésta, es decir, un aumento de su sintesis.

En segundo lugar, los méximos incrementos en el marcaje del lipido, en

respuesta a FSH o AMPc, se producen en el caso de los lipidos marcados con

[3H]galactosa a las 48 horas, y no suceden cuando el isétopo utilizado es

[3H]glucosamina hasta las 72 horas. Puesto que el ritmo de incorporacién de la
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glucosamina a la molécula de Pl-glicano es mucho més lento, como lo es también
la consecucién del equilibrio cuando se utiliza este isétopo que cuando la ga-
lactosa es el precursor usado (Fig 5 y 6), si el efecto de la FSH consistiera
en un aumento de la captacién del azicar y por tanto de su disponibilidad in-
tracelular, seria previsible que las diferencias cronolégicas observadas no
existieran. Dado que dichas diferencias existen, lo que parecen sugerir es que
la FSH aumenta la sintesis del lipido y que dicho incremento tarda méds en re-
flejarse en el marcaje cuando el isétopo utilizado como precursor se incorpora
més lentamente a la célula y se encuentra, por tanto, menos disponible y, por
el contrario, se detecta antes cuando las células se encuentran marcadaé con

un isétopo que se incorpora y alcanza el equilibrio rdpidamente.

Finalmente, el largo tiempo (48 h) necesario para que la FSH o sus andlo-
gos intracelulares, afecten el marcaje lipido es mds sugerente de la existen-
cia de un efecto sobre la sintesis que sobre el recambio. En todo caso,si este
Gltimo efecto fuera el que reflejan las variaciones en el marcaje, v dada la
inexistencia de una hidrélisis répida del PI-G en respuesta a FSH, las dife-
rencias en el recambio del lipido noi gerfan probablemente debidas a la actua-
ciébn de una PLC especifica acoplada al receptor de FSH, sino a un efecto del
AMPc generado en respuesta a la interaccién FSH-receptor. Este tultimo extremo
no ha podido ser probado en células granulosa, ni existen tampoco antecedentes
concluyentes en la literatura que lo prueben en otros tejidos, ni para un PI-

glicano, ni para los fosfoinositésidos (166),

Si hay, por el contrario, evidencias de que otra hormona tréfica, la

ACTH, en otro tejido esteroidogénico, la corteza adrenal, genera aumentos en

la sintesis de PL/DPI/TPI (166), sin producir su hidrélisis. Como el hipotéti-
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co aumento en la sintesis del Pl-glicano sucede alrededor de 48 h después del
tratamiento con FSH, o agonistas del sistema AMPc, y coincide cronoldégicamente
con la aparicién de los cambios funcionales que determinan la diferenciacién
de la granulosa (aparicién de la capacidad esteroidogénica, y expresién de re-
ceptores de membrana a otras gonadotropinas) (42), no es dificil imaginar una
hipétesis stimamente atractiva. El aumento en la sintesis del PI-G pudiera ser
uno més de los cambios funcionales que incluye la diferenciacién, y su objeti-
vo seria proveer a la membrana de una suficiente cantidad de sustrato que
serfa utilizado por otros agonistas hormonales (hCG, GnRH o PRL), cuyos recep-

tores estan siendo inducidos simultdneamente por la FSH (35,55).

Cambios similares en el mar‘cajé de PI-glicano ocurren durante el proceso
de activacién de linfocitos con fitohemaglutinina, que supone el paso del es-
tado de reposo o indiferenciado al activado o diferenciado (193). Si la hip6-
tesis esbozada mds arriba fuera cierta, alguna de las hormonas cuyos recepto~
res son inducidos por FSH deberfa producir algin tipo de variacién répida en

los niveles del lipido marcado previamente a equilibrio.

El fosfooligosacarido originado a partir de un Pl-glicano extraido de hi-
gado, tiene capacidad de inhibir "in situ" la actividad de la subunidad
catalitica de la protefna quinasa A (193,206). El GnRH es un péptido cuyos re-
ceptores no son inducidos, pero si mantenidos, por la FSH (57), y previene los
efectos diferenciadores de la hormona actuando en algin punto (posiblemente

PKA o alguno de sus sustratos) distal a la produccién de AMPc. Los receptores

para este péptido, que por otra parte se encuentran acoplados a una PLC que

hidroliza fosfoinositésidos (179,180) eran los candidatos obvios para estar

acoplados a una PLC que generarfa en respuesta a la interaccién del péptido
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con su recptor, la cadena de fosfooligosacaridos del PI-G y por tanto varia-
ciones en el recambio del lipido. Sorprendentemente, el GnRH (Fig 25) no fue
capaz de inducir, a ninguno de los tiempos estudiados, cambios en la cantidad
de lipido marcado previamente a equilibrio. El EGF, otro péptido cuyos efectos
sobre la diferenciacién FSH-inducida son similares a los del GnRH (126), tam-
poco produjo el méas minimo cambio en el marcaje del Pl-glicano (Fig 24). Se
obtuvo por el contrario, una discreta (30%) y ligeramente lenta (5 minutos)
desaparicién, quizds como consecuencia de la hidrélisis del lipido, en res-
puesta a otro factor de crecimiento, el IGF-I (Fig 22) y a la insulina (Fig
21), Este efecto, si bien modesto, confirmarfa la ubicuidad del PI~G como ge-
nerador del mensajero intracelular de la insulina, tal y como ha sido descrito

(702,189,193).

En cuanto al papel especifico del fosfatidilinositol glicano en la. se-
Aalizacién intracelular en célula granulosa, éste debe estar casi con seguri-
dad asociado a la transmisién intracelular de la sefial de otras dos hormonas:

la hCG/LH y la Prolactina.

La hCG/LH (Fig 23) produce una minima (18%) y répida (60 seg) hidrélisis
del PI-G en célﬁlas indiferenciadas y, por consiguiente, practicamente caren-
tes de receptores a la hormona. Sin embargo, inducidos dichos receptores con
FSH durante 48 horas, se obtiene ademds del aumento en la cantidad del PI-G ya
discutido, una pronunciada (50%) y répida (60 seg) hidrélisis del lipido en

respuesta. a dosis fisiolégicas de hCG, que desaparece también muy rdpidamente,

para recuperar los niveles basales.

Un resultado similar se obtiene al utilizar PRL (Fig 26) en células indi-

ferenciadas, y tras la induccién de receptores a la hormona. Sin embargo, el
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tipo de cambic generado en el fosfolipido, marcado a equilibrio, por la PRL es
diferente del originado por la hCG. Después de una pequefia y rédpida hidréli~
sis, se produce un aparente e igualmente rdpido aumento en la sintesis, por
encima de los niveles basales, cuyo significado desconocemos todavia, y deberd
gser objeto de estudio en el futuro. No es éste, sin embargo, el hecho que mds
llama la atencién ni el mas dificilmente explicable, cuando se comparan los

efectos de ambas hormonas sobre el recambio del PI-G.

La hCG es una hormona cuyo receptor en célula granulosa se encuentra aco-
plado.a adenilil ciclasa (131,132) y también posiblemente a una PLC generadora
de DAG e IP3 (165). No existen evidencias concluyentes acerca de cudles de los
efectos biolégicos de la hCG en célula granulosa ovarica se encuentran media-
dos por cada uno de los dos sistemas de mensajeros, pero lo que es evidente y
ampliamente conocido, es que ninguno de esos efectos tiene el cardcter inhibi-
torio que cabrfa suponer si un PI-G idéntico al aislado de hepatocito fuera el

sustrato en célula granulosa de la hidrélisis inducida por hCG.

En lo que a la PRL se refiere, sus efectos biolégicos en célula granulo-
sa, estdn suficientemente definidos, ¥y la naturaleza de su(s) mediador(es) in-
tracelular(es) en esta célula es desconocida. Hemos utilizado cabeza polar ge-
nerada a partir de lipido extraido de higado (188,189), al cual la membrana
celular es permeable (188,189,202,207—209), para medir sus efectos sobre la
sintesis de progesterona en células indiferenciadas y diferenciadas, midiendo
asimismo en paralelo los efectos de la PRL, en un intento de desvelar, aunque
parcialmente, tanto los efectos biolégicos de la PRL como la naturaleza de su
mediador. En la Fig 27 se muestra que dosis crecientes de POS extraido de he-

patocitos inducen una disminucién de hasta el 507 de la actividad del enzima
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limitante de la sintesis de progesterona, la 3B-HSD. Una dosis suficiente de

dicha cabeza polar es capaz asimismo de prevenir la induccién del enzima por
FSH o AMPc (Fig 28). El efecto es idéntico al obtenido con PRL, si bien en cé-
lulas indiferenciadas, la ausencia de receptores a la hormona, hace que la

disminucién de la actividad del enzima sea poco apreciable,

Con estos datos no parece aventurado afirmar que el PI-G aislado de célu-
la granulosa es seguramente idéntico al aislado de higado, y que tras ser au-
mentado su contenido en la membrana de células granulosa por la FSH, e induci-

dos por ésta los receptores de PRL, la PRL al unirse a su receptor induce la
generacién a partir del PI-G de un mensajero intracelular, que media su efecto
sobre la sintesis de progesterona en la célula diferenciada. Sin embargo, esta
legftima conclusién, tiene un reverso inquietante y contradictorio cuando se
comparan efectos biolégicos y efectos sobre el recambio del PI-G de la PRL y

la hCG, tal y como ya se ha sugerido antes.

SI la PRL genera POS a partir del lipido, y el oligosacdrido tiene un
efecto inhibitorio sobre la sfntesis de progesterona, como la hCG/LH, cuyo
efecto sobre dicha sintesis es franca y definitivamente estimulante (el rasgo
funcional mas relevante de la luteinizacién es la gran produccién de progeste-
rona que tiene lugar durante el proceso), también induce la hidrélisis del PI-

G y supuestamente la liberacién de su cabeza polar.

En otros tejidos de los que se han aislado Pl-glicanos, ha sido posible
identificar mas de una forma de estos fosfolipidos (170,171,190), diferencia~
bles entre s{ por su resistencia al tratamiento con PLC, a la deaminacién o

incluso por el cardcter acilo o alquilo de la unién entre el 4cido graso del
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carbono 2 y el glicerol. Hasta el momento, no tenemos mas que vagos indicios
de la existencia de mdas de un PI-G en la membrana de la célula granulosa. Ta-
les indicios consisten en la deteccién de dos picos claramente diferenciados
de PI-G que aparecen sélo cuando el lipido ha sido marcado con los &cidos gra-
sos, y no cuando se marca con alguno de los azlcares. Si en el futuro la pro-
fundizacién de los estudios ya comenzados en nuestro laboratorio, acerca de la
posible existencia de més de un PI-G en la célula granulosa tuvieran éxito, y
tales PI-G fueran aislados, y definidas sus diferencias estructurales, ésta
podria ser la explicacién a la paradeoja, quiza soélo aparente, con la que nos

enfrentamos en este momento.

Si as{ fuera, habremos caracterizado el tercer mensajero intracelular pa-
ra la LH/hCG en célula granulosa. Mientras tanto, creemos dque no es aventurado
ni imprudente afirmar que la cabeza polar del PI-G aislado de célula granulo-
sa, y similar al de hepatocito, es el primer mediador intracelular de la PRL

en célula granulosa ovarica descrito hasta el momento.
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1.- El cultivo primario de célulag granulosa, obtenidas de ratas inmadu~
ras tratadas con DES estd formado por células en un estadfo homoégeneo de in-
diferenciacién. Tratadas con FSH, alguno de los generadores de AMPc o sus
analogos sintéticos, presentan caracterfsticas morfofuncionales de diferencia-

cién.

2.~ De las células granulosa indiferenciadas se ha aislado, purificado y
caracterizado, un fosfatidilinositol glicano, andlogo a otros descritos en la

literatura.

3.~ El esqueleto de dicho PI~glicano estd formado por glicerol con dos
acidos grasos saturados, palmftico y mirfstico, esterificados con el alcohol
de los carbonos ! y 2. El palmitato se incorpora a la molécula en una propor-

cién 6:1 con respecto al miristato.

4.- E! alcohol del carbono 3 se encuentra unido por un enlace diéster, a

través de fésforo, con una cadena de oligosacéridos.

S5.- La cadena de oligosacéridos nombrada contiene mioinositol, glucosami-
na y galactosa, esta ultima en proporcién 4:1 respecto al mioinositol y la

glucosamina.

6.- Una porcién importante de la glucosamina que compone la cabeza polar,
se encuentra posiblemente acetilada, lo que explica la relativa resistencia a

la hidrélisis con &cido nitroso.
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7.~ La hormona foliculo estimulante (FSH) o su mensajero intracelular, el
AMPc, aumentan el contenido en el lipido asociado a la membrana, probablemente

como una mas de sus acciones diferenciadoras en estas células.

8.~ El Pl-glicano es hidrolizado en una pequefia proporcién (alrededor del

30%7) por la insulina y el IGF-I, al igual que ocurre en otros tejidos.

9.~ Hasta un 507% del glicofosfolfpido sufre hidrélisis en respuesta a la
hCG/LH lo que permite suponer que algunc de los productos de dicha hidrélisis

es uno de los mensajeros de la hCG/LH en célula granulosa ovarica.

10.~ La Prolactina induce una répida hidrélisis seguida de un aumento no
menos rapido de la sintesis del glicofosfolipido. Este es el primer cambio
descrito de un putativo segundo mensajero en respuesta a la prolactina en al-

guno de sus tejidos diana.

11.- E} fosfooligosacérido obtenido de higado por hidrélisis con PLC, re-
produce alguno de los efectos bioldgicos de la PRL en célula granulosa ovari-
ca.

12.~ Ningin otro de los agonistas hormonales estudiados con efectos sobre
la diferenciacién de la célula granulosa ovArica, produce cambios en el conte-

nide o recambio del fosfatidilinositol glicano estudiado.
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