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Antecedentes y Objetivos

El 6xido nitrico (NO) es un gas diatémico de bajo PM, altamente difusible y
relativamente inestable en sistemas inorgénicos en los que presenta una alta reactividad
quimica (Stammler et al., 1992), y por esto fue inicialmente identificado como uno de los
componentes contaminantes de la atmdsfera potencialmente mas toxicos para los organismos

vivos (Feldman et al., 1993; Morris & Billiar, 1994).

La primera observacion de que las especies oxidadas del nitrégeno pueden ser
producidas por los organismos superiores (Mitchel et al., 1916) fue largamente ignorada
hasta que en fecha relativamente reciente se demostré que durante los procesos infecciosos
en humanos y roedores se producia un aumento neto en la acumulacién de nitratos en los
fluidos biolégicos (Hibbs et al., 1977; Green et al., 1981a y 1981b; Green et al., 1982).
Este hecho llevaria a identificar al macréfago activado como la primera célula eucariota
capaz de sintetizar NO (Stuehr ef al., 1985) y, més adelante, a demostrar no s6lo que este
radical libre formaba parte del mecanismo de defensa frente a los patégenos, sino también
que su generacién dependia de la presencia del amino4cido arginina (Hibbs ez al., 1987 y
1988).

El interés general de la comunidad cientifica por este gas aument6 considerablemente
al identificarse que el NO era el factor 14bil responsable de la relajacion vascular (Furchgott
& Zawadzki, 1980; Furchgott 1984; Ignarro ez al., 1981 y 1987; Palmer et al., 1987) y que
su sintesis en las células endoteliales vaculares se realizaba a partir de la arginina (Palmer
et al., 1988). Por la enorme importancia de esta observacion el gas NO empez6, a partir de
entonces, a ser estudiado bajo una nueva perspectiva, despertdndose un renovado interés por
esta molécula inorgdnica (Knowles & Moncada, 1994) que crecié de forma exponencial al
demostrarse su participacién en un nimero creciente de procesos biolégicos normales y
patolGgicos, que culmina finalmente con su merecida nominacién como Molécula del Aiio,
por la revista Science en 1992 (Koshland, 1992; Culotta & Koshland, 1992).

Hoy se sabe, y se discutird con mayor profundidad en la introduccién de esta

memoria, que un nimero creciente de células eucariotas generan NO por la accion de las
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diferentes especies moleculares de 6xido nitrico sintasas (NOS, EC 1.14.23.-) que se integran
en una familia de proteinas caracterizada por la especificidad tisular y localizacion celular
de sus componentes, la existencia simultanea de isoformas dependientes de Ca®*/calmodulina
como cofactor (Bredt & Snyder, 1990; Abu-Saund & Stuehr, 1993) y de especies moleculares
que ligan con gran afinidad Ca**/calmodulina a las bajas concentraciones de la c€lula en
reposo, y que por esta razon se definen habitualmente como enzimas con actividad catalitica
independiente de este factor (Cho et al., 1992; Charles ez al., 1993). Sin embargo, y tal y
como discutiremos a lo largo de esta memoria, esta clasificacion es extremadamente simple,
ya que ademds del requerimiento diferencial de Ca?*/calmodulina y oxigeno molecular, todas
las formas de NOS utilizan una cohorte comiin de coenzimas que incluyen NADPH, FAD,
FMN y tetrahidrobiopterina (BH4) para expresar su maxima actividad catalitica (Feldman et
al., 1993; Gross & Levi, 1993; Marletta, 1993 y 1994; Nathan & Hibbs, 1991; Nathan 1992
y 1994).

Aunque todas las formas moleculares de NOS generan NO a partir de una reaccion
del grupo guanidino terminal de la arginina que se convierte en citrulina (Hibbs et al., 1987
y 1988; Palmer et al., 1988), la actividad catalitica de las isoformas regulables por
Ca**/calmodulina se expresa constitutivamente en los endotelios vasculares (Inagami ez al.,
1994; Umans & Levi, 1995; Cooke & Dzau, 1997), neuronas del sistema nervioso central
y periférico (Zhang & Snyder, 1995; Dawson et al., 1996) y otros tejidos (Fosterman ez al.,
1993; Moncada & Higgs, 1993; Bredt & Snyder, 1994; Knowles & Moncada, 1994;
Radomski & Salas, 1995) y se caracterizan todas ellas por generar de forma breve y
transitoria cantidades nanomolares de NO en respuesta a agentes extracelulares que aumentan

la concentracion de calcio intracelular (Bredt & Snyder, 1994).

La actividad de las especies molecularés definidas como independientes del cofactor
Ca**/calmodulina para su méixima actividad catalitica, fueron inicialmente descritas en
macrofagos (Hibbs et al, 1977), no se localizan en las células en reposo, su sintesis es
inducida en respuesta a endotoxinas (LPS bacteriano) o citoquinas (IL18, TNF« e IFNy entre

otras) tanto en células inmunocompetentes (monocitos/macréfagos) como en otros tipos
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celulares (Morris & Billiar, 1994), y su sintesis viene acompafiada de una produccion elevada

y prolongada de NO.

En todos los casos sin embargo, y una vez producido, el NO actia como un
mensajero intra- e intercelular que participa en la regulacién de un espectro amplio de
procesos bioldgicos que incluyen no solo el control de la presién arterial, la coagulacion
sanguinea, la transmisién del impulso nervioso, la respuesta inflamatoria, el mantenimiento
de la ereccién en el macho, la muerte celular programada (apoptosis) y la diferenciacion y
proliferacién celular (Nathan & Hibbs, 1991; Moncada et al., 1991; Nathan, 1992; Sheng
et al, 1992; Bredt & Snyder, 1994), sino también un nimero en continuo aumento de otras

respuestas bioldgicas (Knowles & Moncada, 1994).

En este sentido, la generacién del radical libre NO ejerce no sélo efectos reguladores
importantes sobre la secrecion de diferentes hormonas implicadas en la regulacién endocrina
general (Schmidt ef al., 1992; Corbett et al, 1993; Costa et al., 1996) sino también de la
prolactina (Duvilansky er al, 1995), de las hormonas gonadotropas hipofisarias (LH y FSH)
que juegan un papel central en el proceso reproductor (Kato 1992; Rettori et al., 1993;
Ceccatteli et al., 1993). Pero los efectos sobre la funcién reproductora del NO son mas
amplias, ya que el radical libre es capaz de modular directamente la esteroidogénesis en la
célula de Leydig testicular (Adams et al., 1992, 1993 y 1994; del Punta et al., 1996) y de
la célula granulosa ovarica (Van Vooris ef al., 1994), las dos entidades celulares encargadas
de la produccién de hormonas sexuales masculinas y femeninas (Miller, 1988; Greenwald

& Terranova, 1988; Tonetta & DiZerega, 1990; Leung & Steele, 1992).

Aparte del bien conocido papel de las hormonas gonadotropas FSH y LH, como
promotoras durante cada ciclo reproductivo del desarrollo folicular (Richards er al., 1987,
Richards, 1994), las citoquinas (TNFc«, IL18, INFvy) producidas por las células granulosa
folicular (CGO), las de la teca/intersticio o los macréfagos tisulares residentes del ovario
juegan un papel importante en la regulacién de la fisiologia reproductora que incluye: efectos

inhibidores sobre la esteroidogénesis y diferenciacion de la CGO (Gorospe ez al., 1988;
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Gottschal ez al., 1988a y 1988b; Gottschal et al., 1989; Roby & Terranova, 1988 y 1990;
Adashi, 1989 & 1990; Adashi et al., 199; Adashi & Richards, 1991; Kasson & Gorospe,
1989; Xiao & Findlay, 1992), participacion en el proceso inflamatorio que precede a la
ruptura del foliculo y la liberacion de uno o més 6vulos maduros (Espey, 1980; Sirois et al.,
1992; Sirois & Richards, 1993) y, finalmente, induccién de los cambios degenerativos
implicados.en la atresia folicular y regresion del cuerpo luteo (Hsueh ez al., 1994; Chun et
al., 1995; Kaipia & Hsueh, 1997).

Aungque algunos de los efectos de la IL18B en el ovario se han relacionado con su
capacidad de generar NO (Burnett ef al., 1995), no existe por el momento un criterio
undnime sobre cudl puede ser el papel del radical libre como mediador de las diferentes
respuestas celulares inducidas por la citoquina, ya que hasta el momento se han descrito
efectos divergentes para el autacoide que incluyen en unos casos respuestas citotoxicas
(Elfmann er al., 1993) mientras que en otros se le atribuye al NO la capacidad de prevenir
la apoptosis de los foliculos preovulatorios (Chun e al., 1995) y/o su posible papel mediador
en el proceso inflamatorio (Espey, 1980) que caracteriza la ruptura del foliculo ovérico y la

liberacién de gametos (Shcukowski & Tsafriri, 1994; Ben-Schlomo ez al., 1994a y 1994b).

En base a los escasos datos anteriores, pero teniendo en cuenta la versatilidad
del NO como mensajero intra- e intercelular en diversos drganos y sistemas, parece evidente
que el NO pueda jugar un papel relevante sobre la funcién ovérica que permanece en gran

medida sin explorar, y que nos hemos propuesto estudiar en esta memoria.

De forma més precisa, en la presente propuesta se propone la investigacion de los

siguientes objetivos cientificos generales:

i) Localizar/caracterizar que linea(s) celulares presentes en la gonada femenina
son total o parcialmente responsables de la generacién intraovérica de NO.
i) Definir, en su caso, que tipo de NOS se expresa en estas células y cuales los

mecanismos implicados en la regulacion de su actividad en respuesta a
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Antecedentes y Objetivos

iii)

iv)

v)

citoquinas y hormonas.

Estudiar en que forma se interrelacionan diferentes sistemas de
segundos mensajeros en el proceso de generacion de NO en células ovéricas.

Aportar evidencias sobre la necesidad de BH4 para la actividad de la NOS en
el ovario y demostrar el papel fisiolégico de este cofactor en el proceso de
diferenciacién de la célula granulosa ovérica.

Investigar la contribucion relativa entre la ceramida y el NO como segundos
mensajeros implicados en la respuesta a IL18 en estas células, y mas
concretamente en lo que a generacion de prostaglandina E,, el otro posible e

importante mediador del proceso ovulatorio secretado por la CGO, se refiere.

Para aclarar estas cuestiones, metodolégicamente hemos estructurado el presente

estudio de la forma que se detalla en el indice que se expone a continuacion.

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2003



AMERICAN
ASSOCIATION FOR THE
ADVANCEMENT OF
SCIENCE

18 DECEMBER 1992 $6.00
VOL. 258 ® PAGES 1853-2008

*

WJUST SAY
| N

o
2
8
&
®
=
=)
a
o
3
=
5
=
o
o
£
]
g
]
4]
=
B
(]
@
=
&
E
w
[. 8
P
]
5
>
e
3
=
‘E
=]
@

MOLECULE OF
THE YEAR




€002 ‘1enbiq evsjol BUBD UBID 3P Sewled Se 9p PepISIsAun &




Indice

INTRODUCCION.

1.1. Naturaleza y propiedades quimicas del éxido nitrico (NO) como radical libre.

1.2.  El éxido nitrico en los sistemas biologicos.

1.3.  Respuestas biolégicas inducidas por el NO.

1.4. La biogénesis del NO en las células de mamifero se debe a una familia de
enzimas especifica de tejido y regulada de forma diferenciada.

1.5.  Las isoformas de éxido nitrico sintasa (NOS) como condicionantes del papel
regulador del NO.

1.6. Clasificacion de los diferentes tipos de éxido nitrico sintasa.

1.7.  Regulacién endocrina, paracrina y autocrina del desarrollo, y atresia del
foliculo ovdrico: participacion de la célula granulosa.

1.8. Papel de las citoquinas ILIB y TNF«, y del éxido nitrico (NO) en la

regulacién de la funcion de la célula granulosa y en la maduracion y atresia

JSolicular.

MATERIAL Y METODOS.

2.1.

Productos utilizados.

2.1.1.  Precursores radioactivos.

2.1.2. Hormonas, factores de crecimiento y otros tratamientos.

2.1.3. Agentes farmacologicos utilizados en el estudio de la actividad de
la 6xido nitrico sintasa (NOS) y de las vias "de novo" y salvamento
implicadas en la biosintesis de tetrahidrobiopterina (BH4).

2.1.4. Productos y material para los cultivos celulares.

2.1.5. Productos y material cromatogrdfico y de electroforesis.

2.1.6. Otros productos de laboratorio. '

2.1.7. Productos de biologia molecular usados en las técnicas de RT-PCR.

anaria. Biblioteca Digital, 2003

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



Indice

2.2

2.3.

2.4.

Modelos experimentales

2.2.1. Cultivo primario de células granulosa ovdrica.
2.2.2. Cultivo de células tumorales murinas de Leydig (clon MA-10).
2.2.3. Cultivo de macréfagos murinos J774.

Métodos analiticos utilizados para la determinacion de la actividad de la

via del oxido nitrico.

2.3.1. Determinacion de nitritos.

2.3.2. Determinacién directa de la actividad enzimdtica de iNOS en
células intactas.

2.3.3.  Estudio de la expresion de iNOS y GTP-ciclohidrolasa.

2.3.4. Determinacion de iNOS por western-blott.

2.3.5. Determinacion de tetrahidrobiopterina (BH4).

* Oxidacion de biopterina y de sus formas reducidas.

*  Preparacién de muestras para la determinacion de BH4
intracelular.

*  Preparacion de muestras para la determinacion de pteridinas
en los medios extracelulares.

*  Cuantificacion de pteridinas por cromatografia liquida de alta
eficacia (HPLC).

Evaluacién de la actividad esteroidogénica de la célula granulosa ovarica.

2.4.1. Radioinmunoensayo de progesterona.
2.4.2. Ensayo de la actividad del enzima P450AROM.
2.4.3. Estudio por RT-PCR de la expresion de los enzimas P450scc,

3BHSD y P450AROM en célula granulosa ovdrica.

anaria. Biblioteca Digital, 2003

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



Indice

2.5.

2.6.

2.7.

Estudio de la via de la biosintesis de prostaglandinas en célula granulosa

ovarica.

2.5.1. Radioinmunoensayo de prostaglandina E,.

2.5.2. Determinacion de COX-2 por western-blott.

2.5.3.  Estudio por RT-PCR de la expresién del mRNA de la prostaglandina
endoperéxido sintasa/ciclooxigenasa tipo-2 (COX-2) en célula

granulosa ovdrica.

Métodos de amplificacion de mRNA usando técnicas de transcriptasa

inversa-reacciéon de la polimerasa en cadena (RT-PCR).

2.6.1. Aislamiento de RNA total.
2.6.2. Sintesis de cDNA.
2.6.3. Amplificacién por reaccion de la polimerasa en cadena (PCR).

2.6.4. Separacién y deteccion de los productos amplificados.
Otros métodos.
2.7.1. Determinacién de proteinas.

2.7.2. Ensayo de la viabilidad celular.
2.7.3. Métodos estadisticos.

RESULTADOS

3.1.

3.2.

3.3.

Estimulaciéon de la actividad NOS en célula granulosa ovdrica tratadas con
IL1B, FSH y andlogos permeables del AMPc.

Andlisis por RT-PCR y Western-blott de los efectos amplificadores de la FSH
sobre la actividad NOS en célula granulosa ovdrica.

El efecto de la IL1f sobre la actividad NOS y produccion de NO es especifico

y no es observado con otros agonistas.

anaria. Biblioteca Digital, 2003

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



Indice

3.4. Papel de la biosintesis de BH4 por la via de "novo” y de salvamento sobre
la actividad enzimdtica de iNOS en célula granulosa ovdrica.

3.5. ;Cudl es la funcién del BH4 sintetizado por la via de "novo” en célula
granulosa ovdrica estimulada con FSH 2.

3.6. ;Cudl es el mecanismo de sefializacion intracelular implicado en lainduccion
de iNOS por IL1S en célula granulosa ovdrica?.

DISCUSION

4.1. IHdentificacién de un sistema de generacion de NO localizado en la célula
granulosa ovdrica: papel de la ILIf y la FSH en el proceso.

4.2. Los niveles intracelulares de tetrahidrobiopterina juegan un papel importante
en la regulacion de la esteroidogénesis en célula granulosa ovdrica.

4.3. Relacién entre ceramida y NO en la regulacién de la biosintesis de
prostaglandinas en célula granulosa ovdrica: efectos divergentes del TNF
y la ILIp.

CONCLUSIONES.

BIBLIOGRAFIA

anaria. Biblioteca Digital, 2003

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive






Relacion de Figuras y Tablas

1. Introduccién.

Fig. 1.1.
Fig. 1.2.
Fig. 1.3.
Fig. 1.4.

Tabla I.

Estructura y reactividad quimica del NO como radical libre.

Mecanismo de generacion del NO.

Coenzimas utilizados por la NOS.

Modelo propuesto para la asociacién y disociacion de unidades diméricas de
NOS.

Clasificacién de las diferentes enzimas generadoras de NO.

2. Material y métodos.

Fig. 2.1.
Fig. 2.2.
Fig. 2.3.
Fig. 2.4.

Fig. 2.5.

Fig. 2.6.

Tabla II.

Fig. 2.7

Fig. 2.8.
Fig. 2.9.

Fig. 2.10.

Agentes farmacolégicos usados para investigar la via del 6xido nitrico en esta
memoria.

Inhibidores y precursores de la biosintesis de la tetrahidrobiopterina
utilizados en la presente memoria.

Esquema de la obtencion de CGO.

Reaccion espec.trofotome’m’ca para la determinacion de nitritos.
Linealidad de la reaccién de Griess y correlacion entre la determinacion de
NO; y especies oxidadas totales del NO (NO, + NO;).

Meétodo de determinaciéon simultdnea de nitritos y actividad NOS como

conversion de [3H]arginina en [3H]citrulina en macréfagos J774.

Secuencia de los cebadores utilizados para amplificar los distintos enzimas

estudiados en esta memoria.

Linealidad de la sefial de amplificacion de iNOS, GTPCH y L19 respecto al
niimero de ciclos y cantidad de RNA.

Estructura quimica de las pteridinas y oxidacion de sus formas reducidas.
Separacion de las distintas pteridinas mediante HPLC y curva de calibracion
tipica de biopterina.

Curvas tipicas de los radioinmunoensayos de progesterona y prostaglandinas

10

anaria. Biblioteca Digital, 2003

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



Relacion de Figuras y Tablas

Tabla I111.

Tabla 1V.

(PGE,).

Protocolos usados para la amplificacién de los distintos mRNA por RT-PCR.

Método de revelado por quimioluminiscencia de los productos de

amplificacién de los distintos genes estudiados.

3. Resultados.

Fig. 3.1.

Fig. 3.2.

Fig. 3.3

Fig. 3.4.

Fig. 3.5.

Fig 3.6.

Fig. 3.7.
Fig. 3.8.

Fig. 3.9.

Fig. 3.10.

Fig. 3.11.

Efecto del tratamiento con ILIB y FSH sobre la actividad de oxido nitrico
sintasa en célula granulosa ovdrica.

La generacién de NO inducida por IL1B y FSH es dependiente de la dosis
y del tiempo de incubacion en célula granulosa ovirica.

Andlisis por RT-PCR e inmunoblot de los efectos de la ILIf y FSH sobre la
actividad NOS en célula granulosa ovdrica.

Andlisis por RT-PCR de la expresion del mRNA de iNOS y GTPCH ¢n
células granulosa tratadas durante tiempos variables con ILI y FSH.
Especificidad de la ILIB como estimuladora de la actividad NOS en célula
granulosa ovdrica.

Efecto del antagonista del receptor de IL1p sobre la acumulacion de nitritos
y expresion del mRNA de iNOS y GTPCH.

La actividad de iNOS es dependiente de BH4 en célula granulosa ovdrica.
La inhibicion de la biosintesis de BH4 en células tratadas con FSH, juega
un papel importante en la esteroidogénesis inducida por la gonadotropina.
La acumulacion de BH4 regula la expresion de los enzimas esteroidogénicos
en célula granulosa tratadas con FSH.

El aumento de la concentracion intracelular de BH4 es suficiente para
regular la expresion de los enzimas implicados en la biosintesis de
progesterona en célula granulosa ovdrica.

El uso del metrotexato para inhibir la dihidrofolato reductasa antagoniza los

efectos de la sepiapterina sobre la esteroidogénesis en célula granulosa
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Fig. 3.12.

Fig. 3.13.

Fig. 3.14.

Fig. 3.15.

Fig. 3.16.

ovdrica.

Al aumentar la concentracién intracelular de BH4 se potencian los efectos
de la FSH y se adelanta la induccién de los enzimas esteroidogénicos en
célula granulosa ovdrica.

La generacién de ceramida reproduce los efectos inhibitorios que induce la
IL1B sobre la esteroidogénesis estimulada por FSH en célula granulosa
ovdrica.

La generacién de ceramida no reproduce los efectos de ILI sobre la
biosintesis de NO y prostaglandinas en célula granulosa ovdrica. .

Los inhibidores de la NOS bloquean la biosintesis de PGE, y los niveles de
COX-2 inmunoreactiva en célula granulosa ovdrica tratada con ILIf.

El NO aumenta los efectos de la ceramida sobre la biosintesis de PGE, en

célula granulosa ovdrica.
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AC

ACTH
AETU
AMPc
ATFs

ATP

BH4

BH,
But,cAMP
But,cGMP
Ca**/CAM
C2-cer
Cé-cer
Cer

hCG

CGO
COX-2
CPTIO
CREB
CREM
cDNA
DAHP
DEPC
DES
DHFR
DNA

EGF
bFGF
FAD

FSH
GCs
GMPc
GnRH
GTPCH
38HSD
HPLC
ICER

ABREVIATURAS

Adenilato ciclasa

Hormona adrenocorticotropa
2-(2-aminoetil)2-tio-pseudourea

3’.5’ Adenosina monofosfato ciclico

Factores activadores de la transcripcion
Adenosina trifosfato

Tetrahidrobiopterina

Dihidrobiopterina

Dibutiril AMPc

Dibutiril GMPc

Calcio/Calmodulina

C2-ceramida (N-acetil esfingosina)

C6-ceramida (N-hexanoil esfingosina)

Ceramida (N-acil esfingosina)

Hormona gonadotropina coriénica humana

Célula granulosa ovarica
Prostaglandina-endoperéxido sintasa/ciclooxigenasa
2-(4-carboxifenil)-4,4,5,5-tetrametilimidazolina-1-oxil-3-6xido
Proteina de unidn al elemento de respuesta CAMP
Proteina moduladora del elemento de respuesta CAMP
Acido desoxirribonucleico complementario
2,4-diamino-6-hidroxi-pirimidina

Dietil pirocarbonato

Dietilestilbestrol

Dihidrofolato reductasa

Acido desoxirribonucleico

Factor de crecimiento epidérmico

Factor de crecimiento fibrobléstico basico
Flavin-adenina mononucleétido (forma oxidada)
Forskolin

Flavin mononucledtido

Hormona Foliculo estimulante

Guanilato ciclasa soluble

3°.5’ Guanosina monofosfato ciclico

Hormona liberadora de gonadotropinas
Guanosina trifosfato ciclohidrolasa

Enzima 38-Hidroxiesteroide deshidrogenasa/A’-A* Isomerasa (E.C. 1.1.1.51)

Cromatografia liquida de alta eficacia
Represor inducible del CRE
Interferony
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IGF-1
IL18
dNTP
L-NAME
D-NAME
LY-83,583
LH

LPS

MB

MTT
MTX
cNOS
iNOS
nNOS
NADPH
NO

NPS

P450, 200

P450scc
pd(T)
PAGE
PCR
PGE,
PKA
PKC
PLA2
PLC
PM
PMSG
PP2A
PRL
mRNA
RIA
RT
SDS
SEP
SM
SMasa
SMT
SNOG
TNFa
VitD,
bZIP

Factor de crecimiento andlogo a la insulina tipo 1
Interleukina 18

Deoxinucleotido trisfosfatos

N¥-nitro-L-arginina metil ester
NV¥-nitro-D-arginina metil ester
6-anilino-5,8-quinolinequinona

Hormona luteinizante

Lipopolisacarido

Azul de metileno

Bromuro de [3-4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5 difeniltetrazolium]
Metrotexato

Oxido nitrico sintasa constitutiva

Oxido nitrico sintasa inducible

Oxido nitrico sintasa neuronal

Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (forma reducida)
Oxido nitrico

Nitroprusiato sodico

P450 .o aromatasa

Enzima desramificante del colesterol citocromo P450
Polideoxitimidina

Electroforesis en gel de poliacrilamida

Reaccion en cadena de la polimerasa
Prostaglandina E,

Proteina quinasa A

Proteina quinasa C

Fosfolipasa A2

Fosfolipasa C

Peso molecular

Gonadotropina del suero de yegua prefiada
Proteina fosfatasa nuclear tipo 2A

Prolactina

Acido ribonucleico mensajero
Radioinmunoensayo

Transcriptasa reversa

Dodecil sulfato sédico

Sepiapterina

Esfingomielina (N-acilesfingosin-1-fosfocolina)
Esfingomielinasa (Esfingomielina-fosfodiesterasa)
S-metil-L-tiocitrulina

S-nitrosoglutatién

Factor necrético tumoral o

Vitamina D,

Factor activador de la transcripcion de la familia de cremalleras de leucina
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Introduccion

1.1. Naturaleza y propiedades quimicas del éxido nitrico (NO) como radical libre. El
6xido nitrico (NO) es una molécula gaseosa de bajo PM que presenta una distancia
interatémica de 1,15 A intermedia entre los 1,20 A que cabria esperar para una uni6n
formada por un enlace simple N-O y los 1,06 A que caracterizan la existencia de un triple
enlace (N=0) entre sus atomos (Beckman & Koppenol, 1996). Desde el punto de vista de
la quimica inorginica el NO es la molécula mis simple de la familia de los oxidos del
nitrégeno, compuestos gaseosos con estructuras moleculares, propiedades fisicas y reactividad

quimica claramente diferenciadas (Stammler et al., 1992; Janzen et al., 1993: Janzen, 1994).

Las propiedades fisicas mas relevantes de esta molécula diatomica, consecuentes con
su bajo peso molecular y su naturaleza diatomica, son las de un gas difusible, incoloro y solo
moderadamente soluble (la concentracién saturante en disolucién es ~2 Mm) en agua
(Stammler et al., 1992). Aunque el NO es una especie molecular neutra, al estar su
estructura electrénica formada por siete electrones del nitrogeno y ocho electrones del
oxigeno, un orbital molecular antienlazante (2P-7) permanece ocupado por un solo electron
que le confiere a la especie propiedades moleculares paramagnéticas y, al mismo tiempo, la

caracteristica estructural de un radical libre (Figura 1.1, panel superior).

Su naturaleza radicalaria es responsable de su alta reactividad quimica y corta vida
media en soluciones acuosas, donde se oxida rdpidamente a nitritos (NO;") y nitratos (NO5"),
por un proceso que se explica habitualmente por el mecanismo extremadamente simplificado,
pero en general aceptado, que se muestra en la Figura 1.1 (panel intermedio). En fase
gaseosa (o condiciones ideales de soluciones muy diluidas), el NO es capaz de reaccionar con
el bi-radical oxigeno molecular (Feldman et al., 1993) para formar (Reaccién 1) el oxidante
fuerte diéxido de nitrégeno (NO,), molécula que en un sistema binario simple reacciona de
forma reversible con otra molécula de NO (Reaccion 2) para formar el trioxido de
dinit;égeno (N,O;) que a su vez en fase acuosa puede adicionar agua (Reaccion 3) y
convertirse en NO," el producto estable final del NO en disolucién (Feldman ez al., 1993;
Janzen et al., 1993; Janzen, 1994).
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Introduccion

Figura 1.1. Estructura y Reactividad quimica del NO.

Panel superior:

Panel intermedio:

Panel inferior:

Estructura electrénica comparativa del nitrégeno molecular (N,), el radical 6xido
nitrico (NO) y la estructura de biradical del oxigeno molecular (O,).

Esquema simplificado propuesto para explicar la limitada vida media del NO en
disolucién diluida, y su biotransformacién en sistemas biolégicos interactuando con
proteinas con grupos Fe’* que en el caso de 1a hemoglobina implica oxidacién a metHb,
o la formacién de aductos metal-nitrosilo, caso de Guanilato ciclasa soluble (GCs) que
genera GMPc por un mecanismo que implica s6lo cambio conformacional del enzima.

El NO es capaz de reaccionar con el radical superéxido (O,) generado durante la
respiracion celular para formar peroxinitrito (ONOO’), una especie molecular estable
y extremadamente reactiva que media mucho de los efectos téxicos del NO, y que
puede convertirse en los compuestos NO, y NO2", :
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En muchas condiciones experimentales, tanto en sistemas bioldgicos como
inorganicos, el NO,” se convierte en NO,™ que es la especie mayoritariamente detectable en
fluidos biolégicos por los métodos quimicos usuales (Mitchel et al., 1916; Green et al.,
1981a y 1981b; Stuher & Marletta, 1985). Existen dos posibles mecanismos para explicar
este paso oxidativo final del NO en los sistemas biolégicos que incluyen, por un lado, la
capacidad del NO, para oxidarse a NO;™ en los globulos rojos después de reaccionar con el
Fe?* del grupo hemo (reaccion 4a) o, de forma alternativa pero no excluyente, el mecanismo
por el que se genera esta especie oxidada (NO;") in vivo puede ser por reaccion directa entre

el NO y el biradical O, unido a la hemoglobina oxigenada (Reaccion 4b).

Sin embargo y tal y como se muestra también en la Figura 1.1 (panel inferior) el NO
es capaz de reaccionar con el radical super6xido (O,") generado durante la respiracion celular
para formar peroxinitrito (ONOO") una especie molecular estable, pero extremadamente
reactiva y téxica que media muchas de los efectos celulares adversos del NO (Butler ez al.,

1995; Beckman & Koppenol, 1996).

1.2.  El é6xido nitrico en los sistemas biolégicos. Aunque hoy se admite de forma unanime
que el NO es una entidad gaseosa que participa en la regulacion de muchos procesos
biolégicos, la incorporacion de este radical libre al mundo de la biologia ha sido
relativamente reciente, y su consagraciéon real como un mediador relevante de procesos
fisiologicos y patolégicos en los mamiferos solo se reconocid, aunque con todos los honores,

en fecha tan cercana como 1992 (Culotta & Koshland, 1992).

Conocida su alta reactividad quimica tipica de radical libre, el reconocimiento del NO
como un componente minoritario en la atmésfera llevd inicialmente a postularlo como un
contaminante medioambiental, mas adelante identificado en procesos como la destruccion de
la capa de ozono y la generacion de la lluvia 4cida (Culotta & Koshland, 1992) al mismo
tiempo que se le atribuian propiedades potencialmente carcinogénicas y téxicas para los

organismos superiores (Feldman ez al., 1993).
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La observacién inicial de que las cantidades de NO, y NO;™ eliminados en la orina
de los mamiferos (incluido el hombre) era superior a su contenido potencial en los
componentes de la dieta (Mitchel er al., 1916) fue mayoritariamente ignorada por la
comunidad cientifica, y la presencia de estas especies oxidadas del NO en los fluidos
biolégicos se atribuyé a posibles procesos de nitrificacién realizados por las bacterias de la

flora intestinal (Feldman er al., 1993; Morris & Billiar, 1991).

La extrema simplicidad molecular del NO fue, al menos en parte, responsable del
largo camino recorrido por este radical gaseoso hasta su reconocimiento actual como
molecula que regula procesos vitales fundamentales en los organismos superiores (Moncada
et al., 1991; Moncada & Higgs, 1993). No es extrafio que esto sucediera, ya que
conceptualmente es dificil atribuirle a una molécula diatémica sencilla la especificidad
necesaria para el control de respuestas celulares discretas (Nathan, 1992). La entrada del NO
en el mundo de la Biologia se produce solo gracias a los estudios, relativamente recientes,
en cuatro lineas de investigacion convergentes en los campos de la toxicologia (Green et al.,
198la y 1981b),' la farmacologia cardiovascular (Furchgott, 1980; Furchgott & Zawadski,
1980; Ignarro et al., 1981 y 1987; Palmer et al., 1987; Palmer et al., 1989) la inmunologia
(Hibbs et al., 1977; Stuehr & Marletta, 1985) y la neurobiologia (Garthwaite ez al., 1988),

tal y como pasamos a continuacién a detallar (Moncada et al., 1991).

Desde un punto de vista histérico y después de las observaciones pioneras (Mitchel
et al., 1916) la primera vez que se admitié a los 6xidos superiores del nitrogeno (NO,” y
NO;") como productos cuantitativamente significativos producidos durante el metabolismo de
los mamiferos fue durante el estudio toxicoldgico de nitrosaminas en procesos infecciosos
(Green et al., 1981a y 1981b). La generacion del radical libre por las células de mamifero
se corroboré mas tarde en ratones expuestos a agentes infecciosos, demostrandose que los
macréfagos encargados de la primera linea en la defensa inmune inespecifica generaban
grandes cantidades de NO, y que este mecanismo in vitro era dependiente de la concentracion
de arginina en el medio de incubacién (Hibbs et al., 1977; Stuehr & Marletta, 1985; Stuehr
et al., 1985).
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Aunque la participacion del NO en la regulacion del tono vascular puede remontarse
a los mas de cien afios de la utilizacién empirica de la nitroglicerina para dilatar las arterias
y aumentar el riego cardiaco durante los procesos de angina de pecho (Ignamani et al., 1995;
Moncada & Higgs, 1993), el fundamento farmacolégico de este tratamiento solo se establecid
al demostrarse que en repuesta a la acetilcolina las células del endotelio vascular generaban
un "factor relajante derivado del endotelio”" (EDRF) que difunde y relaja las células
musculares lisas de los vasos adyacentes (Furchgott, 1980; Furchgott & Zawadski, 1980),
y que més tarde se identificarfa como el radical libre NO (Ignarro et al., 1981 y 1987;
Palmer et al., 1987 y 1988; Palmer & Moncada, 1989).

Por lo inesperado, la expectacion creada en torno al papel biolégico del NO aument6
considerableente al demostrase que la estimulacion del receptor NMDA (N-metil-D-aspartato)
que juega un papel primordial en la transmision del impulso nervioso inducia la liberacion
de NO en cortes de cerebro (Garthwait et al., 1988; Bredt & Snyder, 1989), hecho que sentd
las bases para el descubrimiento de un nuevo sistema de sefializacién en neuronas del sistema
nervioso central y periférico (Garthwait & Boulton, 1995; Rand & Li, 1995; Dawson ez al.,
1996)

1.3.  Respuestas biolégicas inducidas por el NO. Como ya hemos dicho la estructura
extremadamente sencilla del NO hizo conceptualmente dificil integrar a esta entidad quimica
como molécula implicada en la regulacién de procesos bioldgicos que fueran mas alld de su
toxicidad como contaminante medioambiental (Stammler et al., 1992; Culotta & Koshland,
1992; Moncada & Higgs, 1993; Beckman & Koppenol, 1996), pues a diferencia de la alta
especificidad de los receptores hormonales, capaces incluso de discriminar entre moleculas
estructuralmente tan relacionadas como epinefrina y norepinefrina, es cierto que la
simplicidad y rigidez molecular del NO no permite que la regulacion de respuestas celulares
por este radical sea mediada por receptores celulares especificos (Moncada er al., 1991,
Culotta & Koshland, 1992; Lowenstein & Snyder, 1992; Bredt & Snyder, 1991).

Al contrario, por tanto, que otras moléculas implicadas en los procesos bioldgicos de
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Introduccion

sefializacién y comunicacién intercelular, la capacidad del NO para inducir respuestas
celulares especificas dependerd, mas que de consideraciones derivadas de su conformacion
espacial, de factores asociados a su naturaleza quimica simple, entre los que se pueden
incluir: #) su alta capacidad de difusién a través de las membranas biolégicas que le permite
alcanzar altas concentraciones locales en una célula dada (Moncada & Higgs, 1993; Nathan
& Xie, 1994; Griffithh & Stuehr, 1995; Beckman & Koppenol, 1996); ii) del lugar (tipo
celular/tejido) en que se produce su sintesis (Stammler et al., 1992); iii) por su naturaleza
de "radical libre" y su corta vida media en sistemas biolégicos y no biolégicos, de la forma
en que es regulada de forma espacial y temporal su propia sintesis, que es el autentico
mecanismo de regulacién de las respuestas celulares inducidas por el radical libre (Nathan
& Qiao-wen Xie, 1993; Griffith & Stuehr, 1995).

No obstante, es conveniente matizar que la alta reactividad quimica que se le atribuye
de forma generalizada en los sistemas bioldgicos es, sin embargo, incompatible con la
estructura molecular del NO con un dnico electron cortical desapareado (Figura 1.1, panel
superior). Este hecho, frecuentemente olvidado, se debe a que las moleculas biologicas tienen
sus orbitales ocupados por dos electrones con niimero cuantico de "spin” opuesto, que por
tanto condicionan y limitan la capacidad del NO para reaccionar directamente con ellas

(Padmaja & Huie, 1993; Rubbo et al., 1994).

Debido a la existencia de este tnico electrén cortical desapareado la reactividad
quimica del NO queda considerablemente limitada a interactuar con otros radicales libres
(fundamentalmente especies reactivas del oxigeno) o con metales de transicion (Figura 1.1),
por lo que las miiltiples respuestas biol6gicas inducidas por el NO se pueden interpretar solo
categorizando sus efectos en dos grandes apartados que van a depender del tipo celular y/o,
como ya hemos visto dependera de los niveles reales de autacoide generado en un sitio/lugar

concreto y una pauta determinada (Griffith & Sthuer, 1995).

Se consideran efectos directos del NO aquellos en los que el gas diatdmico reacciona

directamente con la molécula diana para inducir respuestas bioldgicas (Figura 1.1) modelo

20

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2003



Introduccion

cuyo paradigma puede considerarse la reaccién con el grupo ferro-porfirina de la
hemoglobina (Stammler ez al., 1992; Stone & Marletta, 1994; Stone et al., 1995) y que
puede generalizarse para otras metaloproteinas portadoras de metales de transicion (Reaccion
5) como la Guanilato ciclasa soluble (GCs) intracelular (Arnold er al., 1987; Bredt & Snyder,
1989: Griffith & Stuart, 1995) y otros enzimas que contienen grupos Fe?*-hemo como los

citocromos P450 (Khatsenko & Kikkawa, 1997; Oguro et al., 1997).

Por otro lado, se habla de efectos indirectos cuando a concentraciones de NO elevadas
(10-20 uM) el radical puede transformarse en peroxinitritos y otras especies reactivas
(Stammler, 1994; Butler er al., 1995), capaces de producir cambios estructurales
(desaminacién) de bases del DNA (Wink et al., 1991 y 1996; Fehsel et al., 1993; Wink &
Laval, 1994), alterar de forma directa la actividad enzimética de metaloproteinas (Kown ez
al., 1994; Hausladen & Fridovich, 1994; Castro ez al., 1994) inducir peroxidacion de lipidos
de membrana (Rubbo ez al., 1994), controlar la transcripcién de genes especificos (Peunova
& Enikolopov, 1993), la traslacion de mRNA a proteina (Weiss et al., 1993) o inducir la
modificacién post-traslacional de las mismas via ADP-ribosilacién (Briine e al., 1994) o
modificando restos de tirosina (Prutz et al., 1993) o cisteina (Radi et al., 1994; Richter et
al., 1995),

1.4. La biogénesis del NO en las células de mamifero se debe a una familia de enzimas
especifica de tejido y regulada de forma diferenciada. Los primeros estudios desarrollados
para desvelar el mecanismo de generacion de NO en células de mamifero demostraron que
la reaccion dependia de la existencia de arginina extracelular (Hibbs ez al., 1977; Stuher &
Marletta, 1985; Palmer et al., 1988). Este hecho permitié disefiar andlogos no metabolizables
del sustrato (N-monometil-L-arginina: L-NMMA; N-nitro-L-arginina: L-NNA; N-nitro-L-
arginina-metil ester: L-NAME) capaces de inhibir el sistema generador de NO y de
antagonizar los efectos fisiologicos que implicaban al EDRF (Hibbs ez al., 1987; Aisaka er
al., 1989; Ress et al., 1989; Vargas et al., 1991).

Pero al demostrarse que la generacion de NO depende de la arginina en el medio
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extracelular, se sentaron también las bases para el desarrollo del primer método
radioenzimético que permitia determinar la actividad del enzima responsable de su sintesis
(NOS: 6xido nitrico sintasas; EC 1.14.23.-), demostrar la amplia distribucion tisular de estos
enzimas (Nathan 1992) y, finalmente, comprobar que la formacion del radical libre implica
la conversién del sustrato [*H]arginina en [*H]citrulina (Palmer & Moncada, 1989; Bredt &

Snyder, 1990).

Aunque el mecanismo de reaccion de la NOS sigue siendo controvertido, hoy se
admite que todas las formas del enzima caracterizadas hasta el momento (Figura 1.2)
generan NO a partir del grupo guanidinio terminal de la arginina por una reaccion de
oxidacién en la que participan 5 electrones y oxigeno molecular en la que posiblemente se

forme también una molécula de agua (Marletta, 1993; Klatt et al., 1992).

La puesta a punto del ensayo radioenzimatico permiti6 no solo postular el mecanismo
de esta reaccion, sino también determinar mas adelante que la actividad catalitica 6ptima de
todos los enzimas generadores de NO depende de la presencia simultdnea en la mezcla de
ensayo del cofactor Ca’*/calmodulina (Tayeh & Marletta, 1989; Bredt & Snyder, 1990;
Mayer et al., 1990) y de los coenzimas NADPH, FAD y FMN (Mayer et al., 1990 y 1991;
Stuehr ef al., 1991; Cho et al., 1992; Pollock et al., 1993). Ademas y como puede
apreciarse (Figura 1.3 y Figura 1.4) la reaccién necesita la presencia no estequiométrica de
tetrahidrobiopterina (BH,) que no se consume durante la reaccion (Hevel & Marletta, 1992;
Werner-Felmeyer et al., 1990 y 1993). Estos factores participan junto al grupo Fe**-porfirina
asociado a todas las isoformas de NOS en la reaccién oxidativa (White & Marletta, 1992;
Klatt et al., 1992; McMillan et al., 1992), y su necesidad ir vivo también ha sido demostrada
(Stuehr, 1997).

La caracterizacion molecular y secuenciacion de los cDNA correspondientes a las
distintas isoformas de NOS (ver apartado siguiente) permiti6 adjudicar a este tipo de enzimas
un lugar de unién para cada coenzima/cofactor (incluido el lugar Ca’>*/calmodulina) que

conforman una estructura de mini-cadena transportadora de electrones tal y como se representa
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Figura 1.2.  Reaccién de oxidacién de la L-arginina por la NOS y consecuente sintesis
de éxido nitrico.

NH, HN,  N—OH HZNYO

)

NH NH NH
0=0 10 0=0 10

; % ;é , + 'N=0

NADPH NADP* 0.5NADPH 0.5 NADP*

C_ NHy 4O NHy 2O NH;
V7, 3 o/ \
07 Ny 07 N\ 07 Ny
L-Arginina NC-Hidroxi-L-Arginina L-Citrulina

La generacién de 6xido nitrico por la NOS es debida a la oxidacién, dependiente de NADPH, del
grupo guanidino terminal de la L-arginina por el enzima. Durante el curso secuencial de dos pasos de
oxidaci6n, la L-arginina es primero hidroxilada a N®-hidroxi-L-arginina que queda unido al enzima para sufrir
una lisis oxidativa a L-citrulina y NO. El conjunto de la reaccién necesita de la reduccién de dos moléculas
de oxigeno, lo cual requiere un total de ocho electrones. Cinco de ellos derivan de la oxidacién del nitrégeno
del grupo guanidino y la co-oxidacién del NADPH proprciona los tres electrones adicionales (Feldman et al,
1993; Klatt et al, 1993; Marletta et al, 1993)
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Figura 1.3. Coenzimas utilizadbs por la NOS.

OH B HN' N N
HO HO OH
he o FMN
< NH O/I\O-
HsC N HO O
0 OH
HO"

Grupos prostéticos de la NOS: FAD (flavin-adenina dinucleétido), BH4 (tetrahidrobiopterina), FMN (flavin
mononucledtido, Hemo (hierro prtoporfirina IX), NADPH (nicotinamida adenina dinucleétido reducido).
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Figura 1.4. Modelo propuesto para la asociacion y disociacion de unidades diméricas de
NOS.

Al aislar NOS, in vitro, el enzima aparece como subunidades independientes, las cuales contienen FAD,
FMN y calmodulina (CAM) y la NOS funciona como una reductasa dependiente de NADPH que no sintetiza NO.
Sin embargo, en presencia coincidente de L-arginina, BH4 y una cantidad estequiométrica de Fe** se asocian las
subunidades para formar un dimero activo de NOS
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en la Figura 1.4. (Stuher, 1977).

El primer paso de esta reaccién enzimética compleja es la hidroxilacién de L-arginina
para generar el intermediario N°-hidroxi-L-arginina (Stuehr ez al., 1991; Pufahl et al., 1992).
A partir de la primera hidroxilacién el mecanismo es menos conocido aunque por analogia
con otras reacciones catalizadas por otras P450 oxigenasas, se supone que las flavinas aceptan
electrones del NADPH vy lo transfieren al grupo Fe?*-porfirina que se activa y une al oxigeno

para formar finalmente NO (Stuher, 1997).

El papel del BH4 en la reacci6n es controvertido, ya que a diferencia de otras
reacciones de hidroxilacién implicadas en la biosintesis de neurotransmisores a partir de
amino4cidos en las que participa como cofactor (Friedman ez al., 1972; Kaufmann, 1986;
Duch et al., 1984; Dix & Benkovic, 1988) en la formacién de NO no hay consumo neto del
cofactor (Hevel & Marletta, 1992; Kauffman, 1993; Pollock et al., 1993; Schmidt ef al.,
1994). Aunque el esquema anterior no explica porqué las diferentes isoformas de NOS
necesitan de forma no estequiométrica la participacion de BH4 (Stuher, 1997), al demostrarse
que la tetrahidrobiopterina copurificaba con diferentes tipos de NOS (Giovanelli et al., 1991;
Hevel & Marletta, 1992) se empez6 a plantear un papel diferente para este cofactor al que
se le atribuye hoy una funcién estructural fundamental en el mantenimiento de las formas

diméricas activas del enzima (Baek et al., 1993; Stuher, 1997).

1.5. Las isoformas de oxido nitrico sintasa (NOS) como condicionantes del papel
regulador del NO. Por el enorme interés del NO en el control del tono vasodilatador de los
endotelios vasculares (Inagami et al., 1995; Umans & Levi, 1995; Cooke et al., 1997) no
es extrafio que el aislamiento y caracterizacién de la NOS endotelial fuera el objetivo
cientifico mas apetecible en el campo (Pollock er al., 1991). No obstante, la primera
purificacion del enzima que se consiguid gracias a la puesta a punto del ensayo
radioenzimdtico descrito, fue la isoforma de cerebro de rata, donde las concentraciones del
enzima (particularmente en el cerebelo) son unas 20 veces superior a la que se encuentra en
otros tejidos (Bredt & Snyder, 1990).
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A partir de estos datos se logra aislar el cDNA correspondiente del enzima (Bredt ez
al., 1991; Nakane et al., 1993) y posteriormente la caracterizacién molecular de las otras
isoformas (constitutivas e inducibles) del enzima en macréfagos (Lowenstein et al., 1992;
Lyons et al., 1992; Xie et al., 1994), hepatocitos (Adachi ez al., 1993; Geller et al., 1993),
células endoteliales de diferentes especies (Marsden ef al., 1992 y 1993; Nishida ez al.,
1992; Sessa et al., 1993).

1.6. Clasificacion de los diferentes tipos de dxido nitrico sintasa (NOS).En base a los
multiples efectos del NO endégeno sobre los sistemas biolégicos, y la creciente multiplicidad
de células y tejidos capaces de generar NO bajo diferentes condiciones fisiologicas y/o
experimentales, se han sucedido los intentos por clasificar de forma sistematica los enzimas
responsables de la generacién del radical libre. La clasificacién se ha basado en diferentes
criterios que incluye desde los puramente bioquimicos y estructurales iniciales (Fosterman
et al., 1991) hasta los mas fisiologicos basados en la especificidad tisular, el requerimiento
de Ca**/calmodulina para una actividad catalitica 6ptima (Tayeh & Marletta, 1989; Bredt &
Snyder, 1990; Stuehr et al., 1990; Mayer et al., 1990) y, mas recientemente por la

homologia de secuencia y la forma en que se regula su expresion (Fosterman ez al., 1995).

Aunque todas son proteinas complejas de PM similar (131-160 KDa), que comparten
una alta homologia de secuencia y solo son activas en su forma homodimérica (Baek et al.,
1993; Stuehr, 1977), las diversas isoformas suelen clasificarse en las tres categorias
fundamentales: NOS1, NOS2 y NOS3 aunque no se ha logrado un criterio consensuado para
la adscripcion de las diferentes isoformas de NOS a una familia determinada, y por tanto
como se detalla en la Tabla I siendo frecuente encontrar diferentes tipos de denominacion
para la misma forma molecular del enzima. Se incluye por esta razén la equivalencia con las
denominaciones mas clasicas que atienden al tejido de origen, la dependencia de
Ca**/calmodulina y/o la forma en que se regula su expresién sigue siendo de uso comiin

(Fosterman et al., 1955).

A titulo de ejemplo, y aunque para distinguir entre los diferentes tipos de NOS fue
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Tabla I.

Clasificacién de las diferentes enzimas generadoras de NO.

NOS1
(NOS 1)

NOS 11
(NOS 2)

NOS III
(NOS 3)

b-NOS (NOS de cerebro)

¢-NOS (NOS constitutiva)
N-NOS (NOS neuronal)

e-NOS (NOS endotelial)
¢-NOS (NOS constitutiva)

i-NOS (NOS inducible)

mac-NOS (NOS de macréfago)
hep-NOS (NOS de hepatocito)

* Baja actividad. Se expresa de forma

*

constitutiva. Se regula por pequeiios

aumentos de [Ca®*] intracelular.

Baja actividad. Se expresa de forma
constitutiva. Se regula por pequefios
aumentos de [Ca®*] intracelular. Se
ancla via miristoilizacioén a la membrana

plasmatica.

Alta actividad. Se expresa en respuesta

a citoquinas, LPS y otros factores. Su
regulacion es independiente de [Ca®*],

debido a alta afinidad.
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importante clasificar la actividad catalitica de los diferentes enzimas en funcién de la
dependencia (neuronas, endotelios, cerebro) o actividad no dependiente (macréfagos) de
Ca®*/calmodulina (Tayeh & Marletta, 1989; Bredt & Snyder, 1990; Stuehr et al., 1990;
Mayer et al., 1990; Cho et al., 1992), esta division se demostré mas tarde que era mas
formal que real, pues las isoformas inicialmente denominadas independientes del cofactor,
son en realidad capaces de unirse al mismo a las bajas concentraciones fisiologicas de

Ca?*/calmodulina presente en las células en reposo (Abu-Soud & Stuehr, 1993).

Al grupo de isoenzimas NOS1 se adscriben las formas inicialmente caracterizadas en
cerebro de diferentes especies (Bredt & Snyder, 1990; Mayer et al., 1990; Schmit ez al.,
1991) por ello también denominadas en la literatura como bNOS (brain NOS) y nNOS
(neuronal NOS) que hace referencia a su localizaciéon en neuronas nitrergicas periféricas
(Sheng et al., 1992). Las NOS incluidas en este grupo se expresan constitutivamente en los
correspondientes tejidos y se denominan por tanto cNOS, y se caracterizan por generar de
forma transitoria cantidades nanomolares de NO en respuesta a agentes que aumentan los
niveles intracelulares de Ca®* intracelular, por lo que se las clasificO como isoformas
dependientes de Ca?*/calmodulina (Bredt & Snyder, 1990; Fosterman et al., 1990). A este
grupo con el que comparten muchas de sus caracteristicas, suelen asociarse ademas los
enzimas caracterizado en adrenales (Dun et al., 1993), células epiteliales de pulmén (Asano
et al., 1994), islotes del pancreas (Schmidt et al., 1992) y misculo esquelético humano
(Nakane et al., 1993).

El grupo NOS2 estd funcionalmente relacionado con el NOS1 en lo que a expresion
constitutiva y el modo en que generan pequefios pulsos de NO en respuesta a agentes que
elevan el calcio intracelular, y forman parte de este grupo los enzimas endoteliales (eNOS)
bovino (Pollock ef al., 1991; Sessa et al., 1992; Lamas ef al., 1992; Nishida et al., 1992)
y humano (Janssens et al., 1992, Marsden et al., 1992). No obstante, se diferencian del
grupo anterior porque los enzimas NOS2 se miristoilizan de forma posttraslacional, fenémeno
que permite su anclaje y localizacion en la fraccion particulada de membranas (Fosterman

et al., 1991a y 1991b; Plock et al., 1991).
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Los enzimas del grupo NOS3 se aislaron de macréfagos (mNOS) de raton (Hevel et al.,
1991; Yui et al., 1991; Lowenstein et al., 1992). Los estudios realizados para la
caracterizacién de esta isoforma demostraron que la proteina no se expresa en células no
estimuladas, aunque su sintesis de novo aumenta, para generar grandes cantidades de NO,
en respuesta a endotoxina bacteriana (LPS), citoquinas (entre las que inicialmente se
identificarian el IFNy, TNFa e IL18) o combinaciones (citomix) de estos agentes (Lui ez al.,
1993; Niissler er al., 1992). Al ser la actividad de esta isoforma dependiente de la
transcripcion de su mRNA y su traslacién a protefna, pasaron a denominarse formas
inducibles (iNOS). Pero al tener las formas moleculares de este grupo la capacidad de unir
Ca**/calmodulina a las bajas concentraciones de la célula en reposo (Cho ef al., 1992), se

denominan frecuentemente formas independientes del cofactor (Fosterman, 1991).

Aunque inicialmente caracterizadas en macréfagos, también se adjudican a este grupo
NOS?2 las formas moleculares hepNOS aislada de hepatocitos (Geller ez al., 1992; Wood ef
al., 1993; Adachi et al., 1993), misculo liso (Nunokawa et al., 1993), condrocitos
articulares (Charles et al., 1993; Meier et al., 1993) y otras células normales (Myatt et al.,
1993; Sherman et al., 1993) y transformadas de diferentes especies (Lyons et al., 1992; Xie
et al., 1992; Sherman et al., 1993).

1.7. Regulacién endocrina, paracrina y autocrina del desarrollo y atresia del foliculo
ovdrico: participacién de la célula granulosa en el proceso. En las hembras de mamifero,
la funcién reproductora es un proceso ciclico que comprende las fases de iniciacion y
crecimiento de una cohorte de foliculos seguido de la seleccién y maduracion de uno (0 mas
dependiendo de la especie) foliculos(s) destinados a ovular. El ciclo culmina con la ruptura
de la pared folicular y liberacion de uno\(\) mads évulos, proceso que comparte los mecanismos
biofisico y bioquimicos tipicos de un proceso inflamatorio tipico (Hunzicker-Dun &
Birnbaumer, 1976; Espey, 1980; Richards, 1980; Hunter & Poyster, 1985) y se cierra con
la formacién posterior del cuerpo liteo capaz de mantener el embarazo (Dizerega & Hodgen,
1981; Richards et al., 1987; Greenwald & Terranova, 1988; Richards, 1994).
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Experimentos fisiolégicos cldsicos ya habian permitido determinar la importancia de
los niveles de FSH y LH para mantener el crecimiento folicular hasta la fase de foliculo
preantral pequefio (Richards, 1980; Richards et al., 1987), y también que los aumentos de
gonadotropinas circulantes eran necesarios para la formacion del foliculo preovulatorio capaz
de producir los estrégenos circulantes que actian sobre la hipofisis para desencadenar el pico
secretorio de gonadotropinas que precede a la ovulacién (Espey, 1970; Dizerega & Hodgen,

1981; Wallach et al., 1989).

Este paradigma endocrino clésico y vigente durante muchos afios, que atribuye a las
gonadotropinas hipofisaria (FSH y LH) un papel director del proceso reproductor, permitio
formular los mecanismos bésicos de funcionamiento y control del eje hipotidlamo-hipofiso-
gonadal (Hsueh er al., 1994). Sin embargo, este modelo no explica muchas cuestiones
determinantes del proceso, que hoy se conocen con mayor profundidad, entre las que se
incluye el porqué bajo situaciones de estimulacién gonadotropa uniforme, solo un nimero
determinado de foliculos inician el proceso de desarrollo y que solo uno (o algunos segin la
especie) llegue a convertirse en foliculo(s) dominantes capaces de culminar el proceso y

producir un gameto maduro (Udoff & Adashi, 1996).

En efecto y a pesar de la uniformidad del perfil ciclico de secrecién de hormonas
hipofisarias (FSH y LH) y gonadales (estrgenos y progesterona), el nimero de 6vulos al
inicio de la pubertad en los mamiferos oscila entre 10° y 4x10° (segiin la especie), pero s6lo
una infima proporcién que oscila entre el 0.1% (humanos) y 30% (roedores) llegaran durante
toda la vida reproductiva a producir un 6vulo maduro (Byskov, 1978). El resto de los
foliculos (mas del 99% en humanos) sufrird un proceso degenerativo conocido como atresia
folicular (Baker, 1963), que hoy se sabe que implica fundamentalmente la apoptosis de las
células granulosa del foliculo (Hsueh ez al., 1994; Kaipia & Hsueh, 1997). Puede asegurarse
por tanto que la atresia/apoptosis folicular es mas la norma y destino del potencial
reproductor de la hembra de una especie dada, y que el éxito que culmina la funcién
fisiol6gica del ovario es un evento excepcional (Baker, 1963; Hsueh ef al., 1994; Kaipia &
Hsueh, 1997).
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Esta paradoja llev, primero a postular la necesidad de otros mecanismos y estimulos
locales para crear el ambiente hormonal necesario para el desarrollo y maduracion del
foliculo (Richards, 1980; Richards, 1994) y, mas tarde, a la bisqueda de més informacion
que perimitié identificar otras sefiales endocrinas, paracrinas y/o autocrinas capaces de
proporcionar un ajuste local (intraovarico) fino a la accién de la FSH y LH en el proceso

de maduracién folicular (Kaipia & Hsueh, 1997).

Aungque la informacion sobre las sefiales que inician el crecimiento folicular es escasa,
se sabe que una vez en marcha el proceso de crecimiento simultaneo de una cohorte de
foliculos, la seleccién final tiene lugar por un mecanismo inseparable del éxito de otro
proceso: el de proliferacion, diferenciacion y adquisicion del fenotipo esteroidogénico tipico
de la célula granulosa (CGO) contenida en el interior del foliculo ovarico (Hsueh et al.,

1984; Richards et al., 1987; Tonetta & Dizerega, 1989; Adashi, 1990).

A pesar de que las evidencias experimentales acumuladas ir vivo e ir vitro indican que
este proceso depende de los estimulos endocrinos inducidos por FSH y LH y mediadas por
receptores de 7 dominios transmembranales acoplados via porteina G a adenilato ciclasa
(McFarland ez al., 1989; Minegish, 1990 y 1991; Wang et al., 1991 y 1992; Heckert et al.,
1992; Kentol et al., 1992; Segaloff & Ascoli, 1993), se sabe también que la proliferacion
y diferenciacion de estas células necesita de un adecuado y delicado equilibrio entre
gonadotropinas y otras sefiales moduladoras de origen endocrino, paracrino o autocrino
(Yoshimura & Wallach, 1987; Richards, 1994; Richards et al, 1995).

Usando células en cultivo primario o foliculos preovulatorios aislados de ratas
inmaduras tratadas con PMSG se ha podido demostrar que los propios estrégenos del ovario
(Billig et al., 1993 y 1994) las gonadotropinas (FSH y LH) e IGF-I (Shun et al., 1994; Tilly
et al., 1995) o el EGF/TGF« y bFGF (Tilly et al., 1992a y 1992b) previenen el fendmeno
de muerte espontdnea de las CGO foliculares, de tal forma que estos resultados comienzan
a definir en términos celulares y moleculares un sistema de control para el crecimiento y/o

el proceso de atresia folicular (Hsueh et al., 1994),
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1.8.  Papel de las citoquinas ILIB, TNFa y NO en la regulacién de la funcion de la
célula granulosa y en la maduracién y la atresia del foliculo ovdrico. Entre los factores que
modulan el desarrollo folicular se encuentran (entre otras) las citoquinas IL18 y TNFe, cuyo
origen mas probable en la génada sean los macréfagos residentes del ovario (Adashi, 1989
y 1990; Adashi & Richard, 1991; Simon et al., 1996; Heller & Kronke, 1994). Aunque las
dos citoquinas son proteinas de 17 kDa inmunoldgicamente diferentes con frecuencia ambas
inducen respuestas biologicas similares en células inmuno- y no inmunocompetentes
(Dinarello, 1988 y 1989; Vilcek & Lee, 1991) y ello a pesar de que sus receptores (pp80 y
pp60) de IL18 (Calotta et al., 1993; Sims et al., 1993) y los pp80 y ppS5 del TNFa

(Loetscher et al., 1990) no guardan homologia de secuencia entre si.

En el ovario el TNFa (Emoto & Baird, 1988; Roby & Terranova, 1988 y 1990; Adashi
et al., 1989: Darbon et al., 1989; Fukuoka et al., 1988, 1989 y 1993) y la IL1B (Gottshal
et al., 1988a y 1988b y 1989; Hurwitz et al., 1992a y 1992b) inhiben la esteroidogénesis en
CGO estimuladas con FSH y se ha postulado, por tanto, su participacion general en los
procesos inhibitorios que incluyen a la atresia folicular (Adashi et al., 1989 y 1990). Sin
embargo la concentracién de ambas citoquinas aumentan en el liquido folicular durante el
pico de LH que precede a la ovulacion (Simén er al., 1994) por lo que también se ha
propuesto un papel mediador para las citoquinas en el proceso proinflamatorio de ruptura del
foliculo y liberacién del 6vulo maduro (Adashi, 1989 y 1990 Tsafriri ef al., 1993; Simon
et al., 1997).

En célula granulosa, el tratamiento con IL18 y TNF« activan el nuevo sistema de
segundos mensajeros que se inicia con la hidrélisis de esfingomielina (Kolesnick, 1992;
Hannun & Linardic, 1993; Hannun, 1994), y la generacion de ceramida aparece como el
segundo mensajero implicado en los efectos inhibitorios de ambas citoquinas sobre la
diferenciacion inducida por FSH a célula productora de esteroides (Santana ef al., 1995 y
1996). No obstante, la activacién de la via de la esfingomielina es un factor generalmente
asociado a la inhibicién del crecimiento celular y a la induccién de apoptésis (Kolesnick,

1992; Hannun & Linardic, 1993; Hannun, 1994) y aunque la ceramida mimetiza los efectos
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del TNFa induciendo apoptésis de los foliculos ovaricos (Kaipia et al., 1996; Witty ez al.,
1996; Nahum ez al., 1996), la IL18 en cambio previene eficazmente este fenomeno por un

mecanismo que implica la generaciéon de NO (Chun et al., 1995).

Aparte de la demostracion relativamente reciente de la capacidad del NO para prevenir
la apoptosis espotanea en foliculos preovulatorios de rata (Chun ez al., 1995) otras evidencias
experimentales anteriores ya habian planteado un papel relevante para el NO como regulador
de la funcién ovérica, que incluyen la habilidad de los inhibidores de la NOS para bloquear
la ovulacién en ratas inmaduras tratadas con hCG (Shukowski & Tsafiri, 1994), y la
capacidad de la IL1B para inducir la acumulacién de nitritos en células ovéricas totales
(obtenidas por dispersion con colagenasa y cultivadas en medio libre de suero) de una forma
dependiente del tiempo (Elfman et al., 1993; Adashi er al., 1994) y compatible con la

aparicion de una forma inducible (iNOS) de la oxido nitrico sintasa.

Por la similitud entre el proceso ovulatorio y un proceso inflamatorio clasico (Espey,
1980) unido a la habilidad de la IL18 para estimular la produccion de NO en el ovario
(Elfman et al., 1993; Adashi et al., 1994; Chun et al., 1995) el objetivo general de la
presente memoria ha sido investigar de forma mas precisa los mecanismos de control de la
generacién de NO en el ovario, y estudiar en que forma se interrelacionan diferentes
hormonas y sistemas de segundos mensajeros para regular la expresiéon de iNOS en célula

granulosa mantenida en cultivo.
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Material y Métodos

2.1. Productos utilizados

2.1.1.  Precursores radioactivos. Para los radioinmunoensayos descritos en esta memoria
se usaron los trazadores [1,2,6,7-*H(N)]progesterona (92 Ci/mmol) y [5,6,8,11,12,14,15-
SH(N)]prostaglandina E, (PGE,) que se obtuvieron de Du Pont-New England Nuclear (Bad
Homburg, Alemania). En las técnicas radioenzimaticas se usaron los compuestos [18,28-
3H(N)Jandrost-4-ene-3,17-diona (45,3 Ci/mmol), L-[2,3-*H]arginina (35.7 Ci/mmol) y L-

[**C-U]citrulina (58.8 mCi/mmol) obtenidos de la misma fuente comercial.

Antes de usar los esteroides radiactivos se purificaron por cromatografia en capa fina
(CCF), con dos reéorridos sucesivos en el sistema cloroformo/éter (5:1, v/v). De acuerdo
a las recomendacioneé del fabricante, la [PH]arginina usada como sustrato radioactivo de la
NOS, se purificé por cromatografia en columna inmediatamente antes de cada experimento
usando una resina de intercambio cationico Dowex H*-AG 50W-X8, 100-200 mesh
(BIORAD, Madrid) tal y como se describira en el apartado correspondiente (Bredt & Snyder,
1989, Durante et al., 1995).

2.1.2. Hormonas, factores de crecimiento y otros tratamientos. La FSH pbrcina (75U
NIH-S1) y la gonadotropina coriénica humana (hCG,CR-121) usada en expérimentos con
células MA-10 fueron generosamente donadas por la National Hormone and pituitary Agency
(Baltimore, MD). La interleukina-18 (IL1B), la proteina antagonista del receptor de
interleukina (ILRA), el factor necrético tumoral o (TNFea) y el interferén v (IFNvy), se
obtuvieron de Boehringer Mannheim Biochemica (Mannheim, Alemania). El lipopolisacarido
de Escherichia coli (LPS), el andlogo permeable (but,-)cAMP, dietilestilbestrol (DES),
prostaglandina E,, androstendiona y progesterona se obtuvieron de Sigma Chemical Co., (St
Louis, MO, USA).

Los esteroides no radioactivos se purificaron antes de usar por recristalizacion a partir

de una solucién saturada y caliente en etanol absoluto. Las ceramidas permeables N-

acetilesfingosina (C,-Cer) y N-hexanoilceramida (Cg-Cer) se obtuvieron de BIOMOL
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(Plymouth Meeting, PA, USA).

2.1.3.  Agentes farmacolégicos utilizados en el estudio de la actividad de la oxido nitrico
sintasa (NOS) y de las vias "de novo" y salvamento implicadas en la biosintesis de
tetrahidrobiopterina (BH4). Para investigar la actividad NOS, y su relacion con otros
parametros bioquimicos en célula granulosa ovérica se utilizaron los agentes especificos cuya

estructura quimica y nombre sistematico se representan en la Figura 2.1.

El anilogo de la arginina L-NAME que actua como inhibidor competitivo y no
selectivo de todas las isoformas de NOS (Dawson ef al., 1991) y su enantiémero inactivo D-
NAME (Li et al., 1994), se obtuvieron de Sigma Chemical Co. (St Louis, MO, USA).EI
AETU, que inhibe potentemente y de forma selectiva las formas inducibles (iNOS) del
enzima (Southan et al., 1995) y el SMT que actua como inhibidor no selectivo de todas las
isoformas de NOS (Furfine et al., 1994) se obtuvieron de Calbiochem Corp. (La Jolla, CA,
USA). De la misma casa comercial y como donantes de NO obtuvimos el NPS (Kowaluk ez
al., 1992) y el SNOG (Radomski ez al., 1992); mientras que como rastrillo (scavenger) del
radical libre usamos el CPTIO un compuesto que segin la bibliografia capta NO y lo
convierte en las especies oxidadas NO, y NO;” (Amano et al., 1995), pero que en nuestras
manos y usando dos lineas celulares diferentes (célula granulosa ovérica y macréfagos 1774)
actua como un potente inhibidor de la iNOS. Por otra parte, para estudiar los efectos del NO
sobre el enzima guanilato ciclasa, se usaron el azul de metileno (AM), que actua como
secuestrador de NO y/o inhibidor de la guanilato ciclasa soluble (Mayer et al., 1993), el
compuesto LY-83,583, inhibidor de la guanilato ciclasa soluble (Beasley et al., 1991), y el
andlogo permeable del producto del enzima (cGMP) but,cGMP (Sane et al., 1989).

Para investigar el papel general de las vias "de novo" y salvamento en la biosintesis
de BH4 y su relacién con otras respuestas celulares en CGO, se utilizaron los agentes que

se representan junto a sus formulas y nomenclatura sistematica en la Figura 2.2.. Se us6 el

DAHP para inhibir la GTPCH de la via "de novo" (Gross & Levi., 1992), el metrotrexato '

(MTX) para inhibir la Dihidrofolato reductasa (DHFR) de la via de salvamento (Kaufman
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Figura 2.1. Agentes farmacoldgicos usados para investigar la via del oxido nitrico en esta

memoria.
L-NAME
NH
OzN\NJ\N/\/\_<0020Ha
H H H" NH2 *HCI
SMT
CHsS NA/ﬁ/U\OH .2HCI
H NH,
SNOG
S—N=
0 H
HOOCY\/"\ N -COOH
NH, H o

AETU

NPS
- C=N _
NEC\ /CEN
Fe 2+ 2Na*
+ / \ =
O=C - C=N
C=N
CPTIO
HC Q@
H;C N
HC &

N¥-nitro-L-arginina metil ester: L-NAME; Inhibidor competitivo de la NOS
2-(2-aminoetil)2-tio-pseudourea: AETU; Potente y selectivo inhibidor de iNOS.
S-metil-L-tiocitrulina.2HCl: SMT; Potente inhibidor de NOS.

S-Nitrosoglutation: SNOG; Donante de NO, relajante de la musculatura lisa.

Nitroprusiato sédico: NPS; Donante de NO con efectos vasodilatadores.
2-(4-carboxifenil)-4,4,5,5-tetrametilimidazolina-1-oxil-3-oxido: CPTIO; Secuestrador de NO.
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Figura 2.2. Inhibidores y precursores de la biosintesis de la tetrahidrobiopterina
utilizados en esta memoria.

DAHP MTX
: NYNHQ
e N\/[
H -2Na*
=N "00C NH,
|
HO N)\NHe \<0:Cr o]
SEP BH4
O
HN |
N
HoN N

2,4-diamino-6-hidroxi-pirimidina: DAHP; Inhibidor especifico de la GTPCH.

Metrotrexato: MTX; Inhibidor de la Dihidrofolato reductasa (DHFR).

L-sepiapterina: SEP; Precursor de la 7,8-dihidro-L-biopterina (BH2) por la via de salvamento
(6R)-5,6,7,8-tetrahidro-biopterina: BH4; Producto final de las vias de novo y salvamento.
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et al., 1986 y 1993) y la L-sepiapterina (SEP) como precursor del BH, en la via de
salvamento (Gross & Levi., 1992).

El producto final, BH,, de ambas vias y los compuestos dihidroneopterina, biopterina
y pterina que se usaron como patrones para la identificacion y cuantificacion intra- y
extracelular de los mismos en las técnicas de HPLC (ver mas adelante seccion 3.3.5.) se

obtuvieron todos de Dr. Schricks Laboratories (Jona, Suiza).

2.1.4. Productos y material para los cultivos celulares. La L-glutamina, HEPES (N-[2
hidroxietil] piperazino N’-[2 etano sulfanilico), gentamicina, bicarbonato sédico y
antibiéticos (estreptomicina y penicilina) se obtuvieron de Sigma Chemical Co (St. Louis,
Mo). La tincién de azul de tripan, y los medio de cultivo McCoy’s 5a (modificado, sin
suero), Waymouth MB752/1 y DMEM fueron adquiridos a Gibco BRL (Gaithersburg, CA).
El suero de caballo (para el cultivo de células MA-10) y el suero de ternera fetal (FCS) para
los cultivos de macréfagos J774 se obtuvieron de Biowhittaker (Walkersville, USA). Las
placas de cultivo estériles individuales (35 mm) o de 24 pocillos (Falcon) se adquirieron de
Becton & Dickinson, (Lincoln Park, NJ). Los Filtros de 0.2 um se obtuvieron de Millipore
Ibérica SA, (Madrid, Espafia).

2.1.5. Productos y material cromatogrdfico y de electroforesis. Los patrones de pesos
moleculares pretefiidos, acrilamida, bis N,N’-metilene-bis-acrilamida, persulfato aménico,
N,N,N,N’-tetrametil-etilenediamina (TEMED), dodecil sulfato sédico (SDS), tritén X-100,
agarosa, azul de bromofenol, B-mercaptoetanol, deoxicolato sédico, y los inhibidores de
proteasas (pepstatina A, aprotinina, leupeptina, fluoruro de fenilmetiisulfonilo y

iodoacetamida) se obtuvieron todos de Sigma Chemical Co (St. Louis, Mo). Los anticuerpos

usados en las técnicas de western-blott (anti-iINOS y anti-COX2) fueron adquiridos a -

Transduction Laboratories, KE, USA.

2.1.6.  Otros productos de laboratorio. El agua desionizada y bidestilada se obtuvo con

un equipo Mili-Q (Water Purification System, Millipore Ibérica SA, Madrid, Espaiia).
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El EDTA, NaCl, NaOH, HCI, dimetilsulféxido (DMSO), glicerol, trizma base,
trizma-HCl, azida sédica, gelatina (75 bloom de piel de ternera), nitrito y nitrato sédico,
sulfanilamida, hidrocloruro de naftil-etilendiamina, bromuro de 3-(4,5-dimetil-tiazolil-2)2,5-
difeniltetrazolio, sulfato ciprico pentahidratado, &cido bicinconinico y otros productos
utilizados en la preparacién de reactivos y tampohes se adquirieron a Sigma Chemical Co.
(St. Louis, MO). El resto de los productos usados en la presente memoria fueron de la mejor

calidad analitica que ofrece el mercado (BDH, Carlo Erba, E. Merck y Fluka).

2.1.7. Productos de biologia molecular usados en la técnicas de RT-PCR. Para la
extracciéon de RNA se usaron reactivos preparados Ultraspec™ RNA de Biotecx (Houston,
TX). Los pd(T) y dNTPs se obtuvieron de Pharmacia Biotech (Barcelona). La AMYV-
transcriptasa inversa, RNasin y Taq DNA polimerasa fueron suministrados por Promega
(Madison, WI). El Dig-11-deoxiuridin trifosfato (Dig-11-dUTP), las membranas de nylon
positivamente cargadas y el kit de deteccién por quimioluminiscencia (Dig Luminiscent
Detection Kit no. 1363-514), se adquirieron a Boehringer Mannheim (Barcelona). Los
cebadores (primers) con las secuencias que se especifican en la TABLA II fueron
sintetizados por encargo (DNA International, Muskego, OR), y se utilizaron tal y como se
detallara en los apartados correspondientes. En todos los casos en que se estudio la expresién
de genes especificos en CGO, se us6 como control interno de amplificacién la proteina
ribosomal L-19, ya que sus niveles no se modifican en estas células bajo diferentes
manipulaciones experimentales (Orly ef al., 1994; Santana et al., 1996). En los experimentos
preliminares usando células MA-10 y J774, se amplificé la G3PDH utilizando cebadores
especificos comerciales (Clontech, PA, USA). Todos los cebadores (21-25 nucleétidos;
contenido medio GC 45-60 %) se recibieron liofilizados y se disolvieron en H,O/DEPC
(1,000 pmol/ul) y almacenaron (-70°C) nada mas llegar, manteniendose las soluciones de

trabajo (30 pmol/ul en H,O/DEPC) a 4°C durante el periodo de utilizacion.
2.2. Modelos Experimentales

2.2.1. Cultivo primario de células granulosa. Para los cultivos de CGO, se utilizaron
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ratas hembra de la cepa Sprague-Dawley paridas en el animalario de la Faculatd de Medicina
de la Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. La colonia deriva de hembras prefiadas
consanguineas adquiridas a Lettica SA (Barcelona, Espafia). Los animales se mantuvieron en
jaulas transparentes en condiciones de estabulacion Optimas, a temperatura controlada (2312
°C) e iluminacién (ciclo de 12 horas luz, 12 horas oscuridad) constante, con libre acceso al

agua de bebida y a una dieta estdndar de laboratorio (Biona, Las Palmas, Espafia).

A los 22 dias de edad las hembras se destetaron e inyectaron durante 5 dias con DES

(1 mg/60ul/dia en solucién oleosa s.c.) para inducir la proliferacién de una poblacion

homogénea de células granulosa, realizandose a continuacién las manipulaciones que se .

esquematizan en la Figura 2.3, y que describimos a continuacion.

Los animales se sacrificaron por dislocacién cervical en el cuarto de cirugia y los
ovarios se extrajeron en condiciones de maxima esterilidad por aproximacién retroperitoneal,
no empleandose durante el sacrificio y extraccién de los ovarios mds de 2-3 minutos/rata.
Los ovarios se lavaron en el cuarto de cultivo bajo una campana de flujo laminar por 4-5
pases sucesivos en placas de cultivo estériles conteniendo medio McCoy’s 5a modificado,
suplementado con Hepes (20 mM), L-glutamina (2mM) y antibioticos (penicilina/
estreptomicina 1U/ml y 1ug/ml respectivamente). El parénquima ovdrico se separ6 de la
cubierta grasa periovarica y de los restos de trompa unidos al hilio bajo una lupa binocular,
y las células se obtuvieron por puncién cuidadosa de los foliculos con agujas de insulina
estériles (27x 1/2") para hacer fluir de esta forma a las células contenidas en los foliculos al

medio de cultivo.

Las células terminaron de disociarse por aspiracion repetida del medio con pipetas
plasticas estériles, de calibre decreciente y se lavaron cuatro veces por centrifugacion y
resuspension (4 °C, 1.500g x 5 min) en 20 ml de medio. El agregado de células de la Gltima
centrifugacion se resuspendié en un volumen pequefio de medio (2.5-5 ml) y el nimero total
de células y su viabilidad (rutinariamente superior al 95 %) se determiné por el método del
azul de tripan. El nimero de células totales y el nimero de células viables (que excluyen el

colorante), se determind usando una cdmara de contaje de Neubauer oscilando el nimero de
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células viables obtenidas por cada ovario entre 10%-2x10°, segiin €l experimento.

Las CGO se inocularon (en 1 ml de medio McCoy’s 5a suplementado con HEPES,
L-glutamina y antibiéticos) para dar una densidad celular constante (~ 1x10° células
viables/cm?) en placas estériles individuales Falcon primaria (35x10 mm) o de 24/48 pocillos
y los cultivos se mantuvieron bajo atmésfera himeda en un incubador Heraeus a 37 °C y una
pCO, del 5% tal y como se ha descrito con anterioridad (Fanjul et al, 1983 y 1993; Santana
et al., 1995 y 1996). Al final de cada experimento, los medios de cultivo de los distintos
grupos experimentales se colectaron y guardaron (-20°C) para las correspondientes

determinaciones bioquimicas tal y como se detalla mas adelante.

2.2.2. Cultivo de células tumorales murinas de Leydig (clon MA-10). Las células
tumorales de Leydig MA-10 fueron donadas a uno de los directores del trabajo (JQA) por
el Dr. Ascoli (Department of Pharmacology, Iowa University, School of Medicine). Estas
células que producen progesterona en respuesta a hCG/LH, EGF y otros ligandos pero no
secretan testosterona por no expresar la P450 17«-hidroxilasa (Ascoli, 1981a y 1981b), se
utilizaron como otro modelo esteroidogénico y sirvieron de control negativo en algunos

experimentos.

Las células se cultivaron en placas estériles de 24 6 48 pocillos (Costar; Cambridge,
MA) en medio de cultivo Waymouth MB752/1 suplementado con 20 mM de HEPES, 2 mM
L-glutamina, 1,12 g/l NaHCO,, 15% suero de caballo y 50 pg/ml gentamicina, hasta
alcanzar el 65-75 % de confluencia. Los cultivos se mantuvieron bajo atmosfera humeda en
un incubador Heraeus a 37 °C y una pCO, del 5%. Para la realizacion de los estudios de
respuesta esteroidogénica las células se mantuvieron durante los tiempos indicados en cada
experimento en el mismo medio libre de suero (Ascoli, 1981a y 1981b), y al final los medios
de cada experimento se guardaron cogelados (-20°C) para la determinacion de progesterona

por el RIA que se describird mas adelante.

2.2.3.  Cultivo de macrifagos murinos J774. La linea celular de macréfago murino J774
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fue donada por el Dr. M. Fresno (CBM, Universidad Auténoma de Madrid), y se
caracterizan por mantener la capacidad de generar NO en respuesta a lipopolisacarido
bacteriano (LPS) y a distintas combinaciones de citoquinas, (Sthuer & Marletta, 1985 y

1989). Las células se cultivaron en 1 ml de medio DMEM suplementado con 20 mM

HEPES, 1,12 g/l NaHCO;, 10 % FCS y antibioticos (penicilina/estreptomicina) usandose -

placas Corning estériles de 24 6 48 pocillos. Para la puesta a punto de los métodos
experimentales que se describen en el siguiete epigrafe, al alcanzar los cultivos un 65-75 %
de confluencia, se cambié al mismo medio de cultivo con solo un 2 % de FCS, y como en
los casos anteriores, los cultivos se mantuvieron bajo atmésfera himeda en un incubador

Heraeus a 37 °C y una pCO, del 5%.

2.3. Métodos analiticos utilizados para la determinacién de la actividad de la

via del oxido nitrico:

2.3.1. Determinacién de nitritos. Los nitritos acumulados en el medio de cultivo, que
reflejan la producciéon celular de NO (Sherman, 1993), se¢ determinaron
espectrofotométricamente por un método basado en la reaccién de Griess (Figura 2.4) y que

tal y como se describié en la introduccion de esta memoria se basa en la oxidacién del NO,

en medio acuoso, a NO,/NO;™ en presencia de Fe**. Los nitritos producidos reaccionan con

sulfanilamida (Figura 2.4) en solucién 4cida de naftil-etilendiamina para formar un derivado
azo que puede ser monitorizado a 540 nm (Green et al., 1982). Como puede observarse en
la Figura 2.5 (panel superior) una curva de calibrado tipica muestra linealidad respecto a la
concentracion de NO,” en un amplio rango de concentraciones (1-50 uM). Puesto que el NO,
puede ser oxidado a NO; en presencia de Fe?*, y aunque los cultivos de CGO se realizaron
en medio libre de suero que hace previsible que la acumulacién de NO,” sea minima en estas
condiciones experimentales, se evalué en una serie de experimentos iniciales la produccion
total de NO como la suma de especies oxidadas (NO, + NO;’) usando reactivos preparados
(Cayman’s Nitrate/Nitrite Assay Kit; Alexis Co. Laufelfingen, Suiza). El método se basa en
la reduccion de NO; a NO, en presencia de nitrato reductasa (E.C. 1.6.6.2) y usando como

coenzimas FAD y NADPH (Klatt ef al, 1993), seguido de la determinacion de nitritos por
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Figura 2.4. Esquema general de la reaccion espectrofotométrica para la determinacion
de nitritos.

- Nitrato Reductasa -

NO, —p NO;
Nitrato Nitrito
N
I,
NH, N
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NO,” + SEEELLESS M
SO,NH, SO,NH,
Sulfanilamida
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NH N
N HNT N ° e
0 —
SO,NH,  N-(1-Naftil)etilenediamina rl\ll
N

[Componente 2 del
Reactivo de griess]

SO,NH,

Compueto Azo
A max = 540 nm

Fundamento del método espectrofotométrico mostrando la reacciénde nitritos con sulfanilamida en solucién
4cida de naftil-etilendiamina.
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Figura 2.5. Esquema de la linealidad de la reaccién de Griess y correlacion entre la
determinacion de NO, y especies oxidadas totales del NO.
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Panel superior: Linealidad del método en un rango tipico de nitritos (1-100 uM) realizada en medio McCoy “s 5a
sin suero y usando los reactivos descritos. Panel inferior: Correlacién entre la determinacién de NO, (circulos
abiertos) o especies oxidadas totales del NO expresados como la suma de NO, +NOy usando el método de la nitrato
reductasa (circulos negros) usando NPS (0,03-1 yM) como generador de NO durante 24 h en medio de McCoy s
5a sin suero.
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el método espectrofotométrico descrito (Muhl & Pfeilschifter, 1994). Tal y como puede
observarse en experimentos control (Figura 2.5, panel inferior) al incubar durante 24 horas
cantidades crecientes de NPS (0,03 -1 uM) como donante de NO en medio McCoy “s 5a libre
de suero, se obtienen resultados para las concentraciones de NO, esencialmente idénticos
independientemente de la previa incubacién con nitrato reductasa, razén por la que en los
experimentos siguientes se optd simplemente pdr incubar en paralelo y durante todo el

periodo experimental las curvas de calibrado estériles de nitrito disueltas en médio de cultivo.

2.3.2.  Determinacién directa de la actividad enzimdtica de iNOS en células intactas. El
método radioenzimatico estd basado en los publicados para la determinacién de actividad
NOS en homogeneizados celulares (Bredt & Snyder, 1990) pero aplicandolo a la capacidad
de las células intactas de convertir el grupo aninoguanidino terminal de la [’H]arginina en
[*H]citrulina (Durante et al., 1995). Con este método se consigue la ventaja adicional de
poderse evaluar simultaneamente la acumulacién de nitritos en el medio de cultivo y la

actividad del enzima inducido en las mismas células.

Una vez aspirados los medios de los distintos tiempos y tratamientos (realizados por
triplicado o cuadruplicado en todos los casos) se reservan para la determinaciéon de NO,/NO;
y las células se lavan tres veces con 1 ml de buffer fosfato salino (PBS). La medida de la
actividad NOS, se inicia afadiendo a cada grupo de células 0.2 ml de PBS conteniendo 0.1
% de BSA y 1.6 uM de arginina y [*H]arginina (~2x10°® dpm/nmol) tal y como se indica
en la Figura 2.6. Después de incubar con agitaciéon durante tiempos variables, se afiade a
cada pocillo [**C]citrulina (10.000 dpm) para calcular la recuperacion y se tomaron alicuotas
del medio de incubacion (50 ul) que se pasaron por columnas de intercambo ionico Dowex
H*-AG 50W-X8 equilibrada con HEPES 20 mM (pH 5.5) para separar el producto formado
[*H]citrulina del sustrato [*H]arginina de la reaccion (Bredt & Snyder 1990). Después de
incubar las columnas durante 5 minutos se forzaba el paso de la fase mévil con aire a presion
y en una alicuota del eluato (200 ul) conteniendo la fraccion [PH]/[**C]citrulina no retenida
se determinaba la radioactividad asociada a cada muestra, diluida en 15 ml de liquido de

centelleo Optiscint Hisafe 3 (Pharmacia, Uppsala, Suecia.) usando un contador LKB Wallac.
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Tal y como puede observarse en la Figura 2.6 (panel superior) utilizando macréfagos
J774 estimulados durante 24 h con LPS o IFNvy, la actividad iNOS fue lineal respecto al
tiempo de incubacién (30-240 min) demostrandose asi que las cinéticas se obtuvieron bajo
condiciones de linealidad frente al tiempo (Leatherbarrow, 1990), y la densidad de células

por pocillo (no se muestran los resultados). Ademds para asegurar que se trabajaba con

concentraciones saturantes de sustrato se estudi6 la cinética del enzima (panel inferior), para -

incubabando las células durante 1 hora en presencia de distintas concentraciones de arginina

fria (0,25-400 pM).

La actividad (A) del enzima se expresé como:

A= pmoles producto / hora x 10° céluas

donde:

A= (ng x f7) / t / mg proteinas totales.
siendo:

ng= nmoles de sustrato total.

fr=[(*C, / "Cy) x CHy / *H,)] , tal que 0<f <1

El valor O corresponde a nula transformacion de sustrato.

El wvalor 1 corresponde a la transformacion total de sustrato.
donde,

1C, / "Cg: es la recuperacion de producto durante el proceso de extraccion
siendo,

“C,: dpm de [*C]Citrulina afiadidas a cada pocillo al finalizar la reaccion.
14Cg: dpm de [*C]Citrulina recuperadas.

H,: dpm de [PH]Arginina afiadidas a cada pocillo.

*Hg: dpm de [*H]Arginina obtenidas.

t, el tiempo de reaccién en minutos, ajustado de modo que (f; < 0.15).

En todos los casos, las incubaciones se ajustaron siempre a condiciones de tiempo que

asegurasen un porcentaje de transformacion del sustrato inferior al 15%.
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Figura 2.6. Esquema del método de determinacion simultanea de nitritos y actividad NOS
como conversién de HJarginina en PH]citrulina en macrdfagos J774.
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Los macré6fagos se cultivaron y estimularon con IFNvy (100 U/ml) o LPS (1 ug/ml) como se detalla en el
apartado correspondiente de esta memoria. Al final de 24 h en cultivo, los medios se aspiraron y reservaron para
la determinacién de nitritos y las células se lavaron tres veces (3x1 ml) con PBS e incubaron en presencia de 0.2
mi de buffer conteniendo 1.6 uM [*H]arginina. A los tiempos que se detallan (panel superior), se tomaban alicuotas
(50 ul) del medio de cultivo y el producto de la reaccién [*H]citrulina se separaba del sustrato por intercambio i6nico
en columnas Dowex H*-AG 50W-X8 suplementadas con [!*C]citrulina (10,000 dpm) para calcular en cada caso la
recuperacién. La radioactividad asociada con el producto de la reaccidn se determiné por contaje de centelleo liquido
usando la relacién de canales [*H}/[*“C] asociada a la fraccion de citrulina como se detalla oportunamente en esta
memoria. Para estudiar la saturabilidad del enzima, se realizaron experimentos incubando las células con
concentraciones variables de arginina no radiactiva, y determinandose la conversién de [*H]arginina durante 1 hora
(panel inferior).
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Con esta aproximacién experimental es posible medir en las mismas células la
acumulacién de especies oxidadas de NO, prostaglandinas (PGE,) y actividad celular de
iNOS, y se ha utilizado en esta memoria usando de forma rutinaria un tiempo de 240 min

de incubaci6n, para los experimentos en los que se investigé la actividad NOS en CGO.

Este método tiene la ventaja afiadida de poder determinarse la actividad iNOS, al
mismo tiempo que especies oxidadas de NO, prostaglandinas (PGE,) y progesterona, en
pocas células (0.5x10°1x10°%) frente a los métodos tradicionales que usan hasta diez veces
mas cantidad, y que por el escaso nimero de células obtenidas por ovario (2-3x10°) no
permitiria la realizacién de la misma cantidad de experimentos simultaneos debido al elevado

nimero de animales a emplear.

2.3.3.  Estudio de la expresion de iNOS y GTP-ciclohidrolasa. Debido a la poca cantidad
de células obtenibles por ovario (Orly et al., 1995; Santana et al., 1996), el estudio de la
induccién de los diferentes mRNA en CGO se realizé por la técnica de la transcriptasa
inversa-reaccion de la polimerasa en cadena (RT-PCR), que se describe en detalle mas

adelante.

En la fase de amplificacién, se usaron cebadores especificos basados en las secuencias
conocidas de los genes correspbndientes a la forma inducible de la GTPCH (tipo-I) de higado
(Hatakeyama er al., 1991; Hattori & Gross, 1993) e iNOS de macrdfago (Lui et al., 1993)
resumidos en la Tabla II, donde también se dan las secuencias del resto de los cebadores

utilizados en esta memoria.

En la Figura 2.7 se muestra densitometrada la linelidad de la sefial de amplificacion
de iNOS, GTPCH y L19 respecto al nimero de ciclos (panel izquierdo) y la linealidad de
la sefial de amplificacion respecto a la cantidad de RNA (panel derecho). Para esto se usaron
células granulosa ovirica estimuladas con FSH en combinacién con IL18 durante 48 horas,
se extrajo el RNA total y se retrotranscribi6 a cDNA (como se indica en el apartado

correspondiente 2.6) para ser sometido a diferentes ciclos de amplificaciéon (Tabla III) en
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Figura 2.7  Linealidad de la sefial de amplificacion de iNOS, GTPCH y L19 respecto al
niimero de ciclos y cantidad de RNA.
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En estos experimentos se usaron los cebadores especificos citados en la Tabla II. El RNA se extrajo de
células coestimuladas con FSH (200 ng/ml) e IL18 (10 ng/ml) y una cantidad fija (125 ng) se amplificé6 con
diferentes ciclos (panel izquierdo) y cantidades crecientes (15.6-250 ng) se sometieron a amplificacion durante 16
ciclos para la L19, 27 ciclos para iNOS o 22 ciclos para la GTPCH (panel derecho).
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presencia de Dig-UTP. Los productos de amplificacién se revelaron como se describe en la

Tabla IV.

2.3.4. Determinacion de iNOS por western-blott. Las CGO (~ 107 células por tratamiento)
se lavaron dos veces con PBS pH 7.4 y se lisaron durante 30 min, con agitacion rotacional
a 4°C, con buffer PBS/TDS (10 mM fosfato sédico, SmM EDTA, 0.9% NaCl, 1% TX-100,
0.5% deoxicolato sddico, 0.1% SDS, 0,2% NaN,, ImM PMSF, 15mM iodoacetamida, 10
pg/ml leupeptina, Sug/ml aprotinina, pH 7.4) y se centrifugaron (14.000 rpm, 20 min., a

4°C) para limpiar la fraccion celular soluble de restos de membrana y DNA.

Se usaron alicuotas de este sobrenadante para medir proteinas totales por €l método
del azul de comassie (Bradford, 1976) o del icido bicinconinico (BCA) para posteriormente
igualar las concentraciones de proteinas de los distintos tratamientos con tampén de
electoforésis (6.2 mM Tris, 2% SDS, 20% glicerol, 5mM B-mercaptoetanol y 1% de azul
de bromofenol a pH 6.8). Después de calentar las muestras durante 5 minutos a 100°C se
llevé a cabo la separacion electroforética (Laenmli, 1970) a 4°C en un gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE) al 7.5% de reticulacién. En todas las electroforesis se usaron patrones de pesos

moleculares pretefiidos.

Las proteinas fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa (Amersham, Little
Chalfont, England) mediante un sistema de transferencia en semiseco (Trans Blot, BioRad,
Madrid) en tamp6n de Bjerrum y Schafer-Nielsen (48mM Tris, 39mM glicerol, 20 % metanol
y 0.0375% de SDS a pH 9.4) a 4°C e incubadas con solucion de bloqueo TBS-T (20mM
Tris, 137mM NaCl, 0.1% Tween-20 y 5% de leche desnatada) durante 1 hora a temperatura
ambiente. Las membranas eran entonces sometidas a incubacion con una dilucién 1:2,500

de un anticuerpo monoclonal especifico para la forma inducible de NOS en macréfago (anti-

iINOS, macNOS, Transduction Laboratories, KE, USA) seguida de incubacidén con una

dilucién 1:2,500 de un anticuerpo contra ratén conjugado a peroxidasa (Amershan). La
proteina fue visulizada usando usando un kit comercial (ECL chemiluminiscent detection Kit,

Amershan) de acuerdo a las instrucciones del fabricante.
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2.3.5. Determinacion de tetrahidrobiopterina (BH4). El BH4 y los intermediarios de su
biosintesis se caracterizan por ser derivados de la pteridina, compuesto cuya estructura estd
formada por la fusién de dos anillos de diazinas (heterociclos hexagonales de dos dtomos de
nitrégeno): la pirazina y la pirimidina. Todos estos compuestos tienen en comin el nicleo
2-amino-4-hidroxipteridina (pterina) y pueden aparecer como formas tetrahidro, dihidro o
como formas totalmente oxidadas de esta estructura, y que pueden ademés diferenciarse por

contener una cadena hidroxilada en C6, especifica de cada pterina (Figura 2.8).

Esta diferencia estructural le confiere a cada pterina una movilidad cromatografica
especifica que, unida a la capacidad de todos estos compuestos para emitir fluorescencia,
conforman la base del método de separacion por cromatografia de alta eficacia (HPLC)

utilizado en este estudio, y que describimos a continuacion.

*  Oxidacién de biopterina y de sus formas reducidas . La biopterina y sus formas
reducidas, BH2 y BH4 pueden ser cuantificados mediante oxidacién 4cida y/o alcalina con
iodo (Fukushima & Nixon, 1980). Las pteridinas reducidas BH4 y BH2 al ser tratadas con
una solucién de I,/KI potésico en medio 4cido son totalmente oxidadas a biopterina, mientras
que la misma reaccién en condiciones alcalinas s6lo oxida al BH2, ya que el BH4 por su alta
inestabilidad en condiciones alcalinas, pierde la cadena hidroxilada en C6 y se convierte en
una pterina (Figura 2.8). De esta forma, la diferencia entre la cantidad de biopterina formada
en condiciones dcidas (biopterina + BH2 + BH4) y la biopterina formada a pH bésico

(biopterina + BH2 - BH4) corresponde a la cantidad de tetrahidrobiopterina en la muestra.

*  Preparacion de muestras para la determinacion de BH4 intracelular. Las células
con los distintos tratamientos se cultivaron en botellas de 25 cm? y para terminar los
experimentos se aspiraron los medios y las células se lavaron rapidamente dos veces con
tampon PBS 10 mM (sin Ca** y sin Mg®*) y colectaron con un rascador de teflon (Costar,
Cambridge M.A.). Las células se recuperaron por centrifugacién (1.500 rpm, 4°C, 10 min.)
y se lisaron en agua bidestilada y dos pulsos de ultrasonidos. Los restos celulares se

eliminaron por centrifugaciéon (14.000 rpm, 4°C, 15 min.) y los correspondientes
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Figura 2.8  Estructura quimica de las pteridinas y oxidacion de sus formas reducidas.
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sobrenadantes se sometieron a tratamiento (1 hora a temperatura ambiente, en la oscuridad)
con solucién oxidante 1,(0.1M)/KI(0.5M) en HCl 1IN (oxidacién acida) o NaOH IN
(oxidacion alcalina). Finalizado el tiempo de reaccion, las muestras se trataron con ascorbato
sédico (0.1M) para reducir el iodo libre residual y se neutralizaron en su caso con NaOH 1IN

o HCI IN, ajustando luego con tamp6n Tris 3M, el pH hasta 6,8.

*  Preparacion de muestras para la determinacion de pteridinas en los medios
extracelulares. Puesto que el BH4, en medio acuoso, es un compuesto inestable y
suceptible de oxidacién espontanea a BH2 y biopterina, y dado que estos dos tltimos
compuestos son permeables a la membrana celular (Gross & Levi, 1992), los medios
extracelulares se sometieron a identicos procesos de sonicacion, centrifugacion y oxidacion

dcida que las muestras celulares.

*  Cuantificacion de pteridinas por cromatogrfia liquida de alta eficacia (HPLC). Las
muestras oxidadas como se ha descrito, se inyectan en una precolumna Ultrasphere C,; (Spum,
45x4.6mm), unida a una columna analitica Ultrasphere C,; (Spm, 250x4.6mm) de fase
reversa (Beckman, CA, USA) y la cuantificacién de pteridinas se realiza por HPLC con un
aparato Beckman (System Gold 126) provisto de un detector de fluorescencia (Spectra System
FL-3000, Thermo SP., FL, USA). Las pteridinas se eluyeron isocraticamente usando como
fase movil tampén fosfato 50mM, EDTA 1mM, 5% (v/v) metanol a pH 3, a un flujo
constante de 1 ml/min y se detectaron por fluorescencia a longitudes de onda de excitacion
y de emision de 350 y 440 nM, respectivamente. Los tiempos de recorrido por cromatograma
fueron rutinariamente de 15 min. sin ninguna previa regeneracion de la columna durante al
menos 50 muestras, y los tiempos de retencion de las distintas pteridinas se indican en la

misma Figura 2.9 (panel superior).

El metodo de calibrado fue el de oxidacidn de muestras conocidas de BH4 a
biopterina bajo condiciones experimentales estrictamente idénticas a las muestras. Las curvas
de calibracion (Figura 2.9, panel inferior) preparadas a partir de autentica biopterina, son

lineales en el rango de 0.2-50 pmoles por 100ul de inyeccion.
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Figura 2.9. Separacion de las distintas pteridinas mediante HPLC'y curva de calibracion
tipica de biopterina.
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Panel Superior: cromatograma donde se representa la separacion de distintas pteridinas por HPLC. De izquierda
a derecha: neopterina (TR=4.59), biopterina (TR=7.94), Pterina (TR =8.44). Panel inferior: rango de linealidad
de una curva de calibrado tipica de biopterina preparada a partir de biopterina autentica.
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2.4. Evaluacién de la actividad esteroidogénica de la célula granulosa ovarica.

2.4.1. Radioinmunoensayo de progesterona. La determinacion de progesterona se realizo
en alicuotas de los medios individuales de cada placa o pocillo (Fanjul et al., 1983 y 1995),
a dos diluciones distintas usando un anticuerpo monoclonal anti-progesterona a la dilucion
final (1:20.000) recomendada por el fabricante (Sigma chemical Co.,St Louis, MO, USA).
La union especifica al anticuerpo fue del 36% y tiene una reaccion cruzada con androgenos
(15%) y menos del 0.01% con otros esteroides. Para separar la hormona libre de la ligada
se usé una suspension fria (4°C) de carbén activo/dextrano (0.5%:0.05%) en tamp6n TBS
50 mM suplementado con azida sdédica 0.1% a pH 7.4 (England et al 1974). Las
concentracciénes se calcularon por métodos estadisticos establecidos y se ajustaron a una
curva mediante una ecuacién de cuatro parametros (Rodbard & Tacey, 1978; Jaffe ef al.,

1979), y en la Figura 2.10, se muestra una curva de calibrado tipica de este ensayo.

2.4.2. Ensayo de la actividad del enzima P450AROM. La actividad de la P450AROM, que
convierte a todos los precursores C19 androgénicos en sus correspondientes estrogenos
(Miller, 1988), se determiné en célylas intactas por un método radioenzimatico basado en la
conversion estereoespecifoca de [1828°H]androstendiona en *H,O (Emoto & Baird, 1988) tal

y como se ha descrito recientemente por este laboratorio (Santana et al., 1995).

Después de los tratamientos y tiempos detallados en cada experimento, las células se
lavaron tres veces con 1 ml de buffer fosfato salino (PBS) y la medida de la actividad
P450AR0OM se inicid incubando, a 37°C y durante 4 horas, grupos de células (triplicados o
cuadruplicados en todos los casos) en medio de cultivo con el sustrato radiactivo,
[1B2B°*H]androstendiona, a la dilucién adecuada para conseguir una concentracion de 10uM
(5x10* dpm/nmol). Posteriormente para la separacion del sustrato radioactivo libre del *H,O
formada durante la reaccion de aromatizacion, se tomaban alicuotas del medio de incubacién

(2x400ul) a las que se afiadian 200ul de una suspensién fria (4°C) de activo/dextrano

(5%:0.5%) en TBS 50mM suplementado con azida sddica 0.1% a pH 7.4 (England et al -

1974; Emoto & Baird, 1988; Santana et al., 1996).
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Figura 2.10. Curvas tipicas de los radioinmunoensayos de progesterona y prostaglandinas
(PGE,).
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Después de incubar (15 min., 4°C) se centrifugaron los medios (15 min., 4°C,
3000xg) y alicuotas de 400 ul fueron recogidas del sobrenadante para determinar la
radiaoactividad en cada caso por centelleo liquido. En las condiciones descritas, la
aromatizacién del anillo de [*H]androstendiona para formar estrona, fue lineal hasta las 8
horas, y la radiactividad de los blancos no especificos, obtenidos de medio en ausencia de

células fue menor de 400 dpm/pocillo.

2.4.3. Estudio por RT-PCR de la expresién de los enzimas estereoidogénicos P450scc,
3BHSD y P450AROM en célula granulosa ovdrica. Para el estudio de la induccién de la
expresion de los enzimas esteroidogénicos de la biosintesis de progesterona (P450scc y
38HSD) y estrégenos (P450,z0y) s€ utilizaron cebadores especificos previamente publicados
(Orly et al., 1994) y de uso rutinario en este laboratorio (Santana et al., 1996), y usando en
todos los casos la proteina mitocondrial L19 como estandar interno de amplificacion (Orly
et al., 1994).

2.5. Estudio de la biosintesis de prostaglandinas en célula granulosa ovirica.

2.5.1. Radioinmunoensayo de prostaglandina E,. La acumulaciéon de PGE, en el medio
de cultivo se realiz6 por un método de RIA especifico usando un anticuerpo monoclonal anti-
PGE, comercial, a la dilucién final (1:1000) recomendada por el fabricante (Sigma Chemical
Co. St. Louis MO).

Las fases libre y unida de la hormona se separaron con una suspension fria (4°C) de
carbo6n activo/dextrano (1%:0.1%) en tampén fofato 10 mM suplementado con albamina de
suero bovino (BSA) al 0.1% y azida sédica 0.1% a pH 7.4 tal y como hemos descrito
recientemente (Santana ef al., 1996). En la Figura 2.10 se muestra una curva estandard del

RIA ajustado por los métodos estadisticos descrito en apartados (3.4.1) anteriores.

2.5.2. Determinacion de COX-2 por western-blott.  Se siguid exactamente el mismo

protocolo que en la determinacion de iNOS por western-blott (apartado 2.3.4:), excepto el
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anticuerpo monoclonal especifico para COX-2 (anti-COX2, Transduction Laboratories, KE,

USA) que se usé a una dilucién 1:1000.

2.5.3. Estudio por RT-PCR de la expresién del mRNA de la prostaglandina endoperoxido
sintasa/ciclooxigenasa tipo-2 (COX-2) en célula granulosa ovdrica. Para el estudio de la
induccién de la expresion de la COX-2, que representa la isoforma inducible del enzima
(DeWitt, 1991) se utilizaron cebadores especificos previamente publicados y basados en la
secuencia conocida del gen correspondiente en macréfagos (Lee et al., 1992) y siguiendo el

método decrito por este laboratorio (Santana et al., 1996).

Los detalles del método se describen a continuacién, dandose los perfiles de

amplificacién se detallan en la Tabla III de esta memoria.

2.6. Metodos de amplificacion de mRNA usando técnicas de transcriptasa

inversa-reaccién de la polimerasa en cadena (RT-PCR).

2.6.1. Aislamiento de RNA total. El RNA total se obtuvo a partir de triplicados (10°
células/pocillo) utilizando los reactivos preparados que se detallaron en el apartado
correspondiente (Chomczinski & Sacchi, 1987), y siguiendo las instrucciones del fabricante.
Brevemente, las células se lisaron con 0.4ml del reactivo/pocillo, los triplicados se
combinaron en un tubo eppendorf y se suplementaron con 0.2 ml de cloroformo. Los tubos
se agitaron vigorosamente durante 15 s. y la suspensién se centrifugé (12,000 x g, 4°C, 20

min) afiadiendose a la fase acuosa superior (0.5 ml) un volumen igual de isopropanol.

Los tubos se dejaron en reposo durante 24 horas (-20°C) para precipitar el RNA que
se colectd por centrifugacion (12,000 x g, 4°C, 20 min) y se resuspendié en 30ul de
H,O/DEPC. Una alicuota (7 ul) se destind para determinar la absorbancia a 260 nm y la
relacion A260/A280 fue siempre igual o superior a 1.6. En todos los experimentos el
rendimiento fue de 2-6 ug RNA total/10° células, y las muestras se almacenaron (-70°C)

hasta su utilizacién.
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2.6.2. Sintesis de cDNA. Se utiliz6 1 pug de RNA total que se incub6 con 0.5 ug de
pd[T),,.5 ¥ 4 U de AMV-transcriptasa inversa en 20 pl de tampén 1xPCR (50 mM KCI, 10
mM Tris-HCl pH9, 0.1% Tritén X-100), 5 mM MgCl,, 1 mM dNTPs y 20 U de RNasin
durante 75 min/42°C. Finalizada la reaccién, las muestras se calentaron (95°C) durante 5-10
min y se enfriaron en hielo y guardaron (-20°C) hasta su utilizacion posterior. El cDNA se
diluy6 con 60 ul de H,O/DEPC.

2.6.3. Amplificacién por Reaccién de la Polimerasa en cadena (PCR). Para la
amplificacion, se incubaron 10 ul de cDNA(~15ng RNA) con tamp6én 1xPCR en un
volumen final de 25 ul, que contenia los siguientes componentes adicionales: 15 pmol (~ 125
ng) de la pareja de cebadores apropiada (Tabla II), 2.5 uM Dig-11-dUTP, 1.5 mM MgCl,
y 0.625 U. Taqg DNA polimerasa. A las muestras, se les afiadi6 ademas 50 pl de aceite
mineral y cada cDNA se amplific6 con los perfiles térmicos (Santana et al., 1996) que se da

a continuacion y se detallan en la Tabla III.

El termociclador se programo para un conjunto de cuatro programas conectados entre
si. Después de una desnaturalizacién inicial (3 min/94°C) se procedié a la amplificacion de
cada cDNA con los perfiles térmicos que se detallan en la Tabla III. En todos los casos se
completaba la amplificacion afadiendoles un ciclo de polimerizacién (7min./72°C) para
finalmente incubar las muestras a 4°C. Para terminar los experimentos, a cada muestra se
le afiadi6 5 ul de tampén de electroforesis (50% glicerol, 0.1% azul de bromofenol),
procediendose luego a su extraccion con cloroformo y almacenamiento en frio (-20°C) hasta

su analisis.

2.6.4. Separacion y deteccion de los productos amplificados. Alicuotas (5-10ul) de las
muestras amplificadas se sometieron a electroforesis en geles de agarosa (1.8%) en tampén
TAE (40 mM Tris.acético, 1 mM EDTA, pHS8). El gel se incubé en tamp6n de transferencia
(0.4 M NaOH, 1.5 M NaCl) con agitacion suave durante 15 min, y el cDNA se transfirio
(30min) a una membrana de nylon cargada positivamente con un Posiblot (Stratagene, WI),

la membrana se humedecid luego en tampdn de transferencia y se sometié a cross-linking
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TABILA II.

Secuencia de los cebadores utilizados para amplificar los distintos

enzimas estudiados en esta memoria.

G3PDH-B

CAT GTA GGC CAT GAG GTC CAC CAC

GTPCH-A GGA TAC CAG GAG ACC ATC TCA 372
GTPCH-B TAG CAT GGT GCT AGT GAC AGT
iNOS-A CTG CAG GTC TTT GAC GCT CGG 807
iNOS-B GTG GAA CAC AGG GGT GAT GCT
COX-A ACT CAC TCA GTT TGT TGA GTC ATT 583
COX-B TTT GAT TAG TAC TGT AGG GTT AAT
P450scc-A | AGA AGC TGG GCA ACA TGG AGT CAG 536
P450scc-B TCA CAT CCC AGG CAG CTG CAT GGT
38HSD-A ACT GGC AAA TTC TCC ATA GCC 405
38HSD-B TTC CTC CCA GCT GAC AAG TGG
P450arom-A TGC ACA GGC TCG AGT ATT TCC 271
P450arom-B ATT TCC ACA ATG GGG CTG TCC
L19-A CTG AAG GTC AAA GGG AAT GTG 194
L19-B GGA CAG AGT CTT GAT GAT CTC
G3PDH-A | TGA AGG TCG GTG TCA ACG GAT TTG GC 983

* A = Sentido (sense)

B = Antisentido (antisense)
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Tabla I111.

Protocolos de Amplificacion

iNOS 29 1min./94°C 1.5min./58°C 1.5min./72°C
GTPCH 22 1min./94°C 1.5min./58°C 1.5min./72°C
P450SCC 18 1min./94°C 1.5min./63°C 1.5min./72°C
P450AROM 22 1min./94°C 1.5min./63°C 1.5min./72°C
38HSD 16 Imin./94°C 1.5min./63°C 1.5min./72°C
COXx2 22 Imin./94°C 2min./58°C 2min./72°C
L19 16 Imin./94°C 1.5min./63°C | " 1.5min./72°C
G3PDH 18 Imin./94°C 1.5min./58°C 1.5min./72°C
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TABLA 1V.

Esquema del método de revelado por quimioluminiscencia de los productos de

amplificacion de los distintos genes estudiados.

0.1 M 4cido maléico, 0.15 M NaCl,

Lavado A (1 ml) 5
0,3% w/v Tween-20 (pH 7,5)
Bloqueo B (1 ml) 30 1% reactivo de bloqueo en solucion A
) Anticuerpo antidigoxigenina acoplado a
Incubacién con
) C (0.2 ml) 30 fosfatasa alcalina (1:10,000) en solucién
anticuerpo
B
Lavado A (1 ml) 15
Lavado A (1 ml) 15
- 0.1 M Tris-HCI, 0.1 M NaCl, 50 mM
Equilibrado | D (0.2 ml) 5
MgCl, (pH 9.5)
Reaccién E (0.1 mi) 5 CSPD (1:500) en soluciéon D
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en un Stratalinker UV 1800 (Stratagene, WI).

La deteccién de los fragmentos amplificados se realizé por quimioluminiscencia (Su

et al, 1994) usando reactivos preparados (Dig luminiscence detection kit) y siguiendo las
instrucciones del fabricante (Boehringer Mannheim, Barcelona) tal y como se esquematiza
en la Tabla IV. Despues de eliminar el exceso de tampén, la membrana se coloco en una
bolsa de hibridacién e incubé a 37 °C/15 min, y para el revelado y posterior cuantificacion

se expuso (2-10 min) a una pelicula Polaroid 667.
2.7. Otros métodos

2.7.1. Determinacién de proteinas. La concentracién de proteinas se determiné a 595 nm
en un espectrofotémetro Shimadzu (UV-160) por el método del azul de commassie (Bradford,
1976), usando un kit comercial (Bio-Rad Laboratories SA, Madrid). La determinacion de
proteinas en muestras diluidas o que contenfan productos que interferian con el método
anterior, se realiz6 a 562 nm, usando el método del 4cido bicinconinico (Smith, Krohn ez al,
1985) con reactivos preparados obtenidos de Pierce Chemical Co., (Rockford, IL) cuyo
rango de trabajo dptimo es de 0.5-20 ug. Para la construccién de la curva estdndar, se utiliz6

BSA en ambos casos.

2.7.2. Ensayo de viabilidad celular. Se realiz6 por el metodo de reduccién de la sal
amarilla de MTT al producto azul resultante de la accién de enzimas mitocondriales de
células viables (Mossmann et al., 1983). Después de cada experimento, el medio de cultivo
de cada pocillo se guard6 para las determinaciones hormonales, y se afiadid a cada uno de
ellos 500 ul de medio de cultivo suplementado con antibiético y 0,5 mg/ml de MTT. Las
células se incubaron (4 horas, 37°C) y las reacciones se pararon afiadiendo 500 ul de SDS
20% en HC1 0,02 N a cada pocillo. Las placas de cultivo volvieron a ser incubadas durante
toda la noche (37°C), y se determind la absorbancia en cada pocillo a 562 nm en un

espectrofotometro Shimadzu (UV-160).
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2.7.3. Métodos estadisticos. Las muestras fueron siempre triplicados o cuadruplicados,
y los experimentos se repi-tieron al menos tres veces. La comparacion entre los distintos

tratamientos se realizé por el método de la T de Student o andlisis de la varianza.
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3.1. Estimulacién de la actividad NOS en células granulosa tratadas con IL1f, FSH y
andlogos permeables del AMPc. Los primeros experimentos de este trabajo se disefiaron
para intentar identificar a la célula granulosa ovérica (CGO) como una posible fuente
intraovérica de NO, cuya participacién en la reaccién inflamatoria asociada al proceso de

ovulacion (Espey, 1980) ha sido sugerida recientemente (Sukowski & Tsafriri, 1994).

Las CGO indiferenciadas obtenidas, como se detallé6 en Materiales y Métodos, por
puncién en condiciones estériles de los ovarios de ratas inmaduras (21-22 dias) tratadas con
estrégenos (Santana et al., 1995 y 1996), se cultivaron en medio McCoy “s 5a (modificado
y sin suero) y se trataron como se especificard oportunamente en cada experimento. Como
se muestra en la Figura 3.1, que corresponde a los experimentos iniciales de esta memoria,
las células se estimularon durante tiempos variables (6-72 h) con FSH, IL1B o la
combinacién de ambos agentes y al final de cada tiempo experimental se determind la
actividad NOS en términos de formacion de [*H]citrulina (panel superior) y acumulacion de
NO, en el medio de cultivo (panel inferior). La técnica para la determinacion simultinea e
independiente de la actividad enzimética de iNOS y acumulacién de nitritos en el medio de
cultivo, se puso inicialmente a punto usando la linea celular J774, y como se indicé en el
apartado correspondiente de Material y Métodos (ver Figura 2.6) en las condiciones
experimentales descritas la formacién de [*H]citrulina a partir de sustrato radiactivo, es
saturable respecto a la concentracién de [PH]arginina y lineal respecto al tiempo de
incubacién. Usando este método, se puede evaluar de forma real la actividad del enzima en
condiciones en que la acumulacién de nitritos en el medio sigue aumentando, y ofrece la
ventaja afiadida de poder ser aplicada a muestras bioldgicas pequefias como es el caso de la
CGO, o macréfagos alveolares de rata y humanos (Tabraue er al., manuscrito en

preparacion).

Los resultados (Figura 3.1) muestran que el tratamiento con IL18 (30 ng/ml) induce
un aumento en la acumulacién de nitritos y en la actividad catalitica de NOS medida en
términos de la capacidad de conversién de [H]arginina (~2x10° dpm/nmol) en citrulina,

siendo ambos efectos contrarrestados por la presencia simultinea de L-NAME (2.5 mM) un
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Citruline formada
pmol/loocells/h

[M]

NO,

Tiempo (h)

Figura 3.1. Efecto del tratamiento con ILIf y FSH sobre la actividad de 6xido nitrico

sintasa en célula granulosa ovdrica. Las células obtenidas como se detalla en Material
y Métodos se cultivaron (~ 10° células/pozo) durante tiempos variables (6-72 h) sin tratamiento (C: controles),
solamente con FSH (200 ng/ml), o con IL18 (30 ng/ml) sola (O-O) o en combinacién con la gonadotrofina ([1-01).
Para demostrar la especificidad del efecto, ambos grupos experimentales se cultivaron también en presencia del
inhibidor L-NAME (@-@ ,l-B). El panel inserto muestra el efecto del tratamiento durante 48 h con 0.5 mM de
but,cAMP solo (barras abiertas) o en presencia de 10 ng/ml de IL1B (barras sombreadas). En los mismos
experimentos las células (triplicados o cuadruplicados) se cultivaron durante dos dias con dosis crecientes de IL1#
(0.3-30 ng/ml). Los resultados (media + SEM) son representativos de tres/cuatro pocillos/tratamiento y el
experimento se repitié tres veces con idénticos resultados.
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analogo de la arginina ampliamente utilizado para inhibir de forma competitiva e inespecifica

todas las formas moleculares de la NOS (Ogden & Moore, 1995).

Aunque la FSH por si misma no tuvo ningiin efecto sobre la acumulacion de nitritos
o actividad enzimatica directa del enzima, en células tratadas simultaneamente con la
gonadotrofina se observé un aumento de la actividad de iNOS, efecto que ya fue aparente
a las 12 horas de cotratamiento y a todos los tiempos posteriores estudiados (Figura 3.1,
panel superior e inferior). La concentracién de nitritos en el medio, que refleja la actividad
acumulativa de la via a lo largo de todo el periodo experimental, continué aumentando a lo
largo de los tres dias que durd el experimento, mientras que la determinacion en las mismas
células de la capacidad para convertir [*H]arginina en [’H]citrulina usada como indice de la
actividad NOS a un tiempo dado, alcanz6 el maximo valor a las 48h de tratamiento
independientemente de que las células estuvieran estimuladas con IL1B sola o en presencia
de FSH. Como puede observarse (Figura 3.2) estos resultados se confirmaron en
experimentos adicionales donde el efecto de dosis diferentes de IL18 sobre la generacion de
NO es amplificado por una sola dosis de FSH tanto a las 24 horas como a las 48 horas de

tratamiento.

La FSH activa un receptor de 7DTM acoplado via proteinas Gs a la adenilato ciclasa
(McFarland et al., 1989; Heckert et al., 1992; Wang et al., 1991 y 1992), que aumenta los
niveles intracelulares de cAMP y activa proteina quinasa-A (Richards et al., 1994). La
activacion de la via cAMP-PKA por estimulacién directa de la adenilato ciclasa con
Forskolin, o el tratamiento con andlogos permeables del cAMP que libera las subunidades
cataliticas de PKA, reproduce los efectos de la hormona sobre la esteroidogénesis y
diferenciacién morfoldgica de estas células (Amsterdam er al., 1989). Como puede
observarse en experimentos paralelos (mostrados en los recuadros de las mismas Figuras 3.1
y 3.2) los efectos de un andlogo permeable del cAMP sobre la actividad catalitica de NOS
y produccién de especies oxidadas del nitrégeno reproduce los efectos observados
anteriormente para la FSH, confirmando asi el efecto potenciador de la via cAMP-PKA en

este fendmeno.
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Figura 3.2. La generacion de NO inducida por 1118 y FSH es dependiente de la dosis y

del tiempo de incubacion en célula granulosa ovdrica. Las células (~10°
células/pozo) se trataron durante los tiempos que se indican (24 h: panel superior; 48 h: panel inferior) en presencia
de dosis crecientes de IL18 (0.3-30 ng/ml) sola (O-O) o en combinacién con FSH (@-@), y la acumulacién de
nitritos se determind en todos los casos espectrofotométricamente como se detallé en la seccién correspondiente de
Material y Métodos. Para demostrar la especificidad del efecto a ambos tiempos, las células se cultivaron en
presencia de 10 ng/ml de IL18 sola (barras blancas) o en combinacién con 0.5 mM de but,cAMP solo (barras
cruzado simple) o en presencia del inhibidor L-NAME (barra cruzada doble). Los resultados (media + SEM) son
representativos de tres/cuatro pocillos/tratamiento y el experimento se repitié tres veces con idénticos resultados.
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3.2. Andlisis por RT-PCR y Western-blott de los efectos amplificadores de la FSH sobre
la actividad NOS en células granulosa ovdricas. En los siguientes experimentos nos
planteamos investigar el posible mecanismo por el que la activacion de la via FSH-cCAMP-

PKA potencia los efectos de la IL18 sobre la actividad NOS en célula granulosa ovérica.

Aunque las diferentes isoformas de NOS difieren en sus caracteristicas moleculares
y distribucién tisular, todas las especies moleculares estudiadas utilizan una misma cohorte
de coenzimas (Figura 1.3) que incluyen al NADPH, FAD y FMN (Mayer et al., 1990;
Stueher et al., 1991; Cho et al., 1992; Pollock et al., 1993) y sélo se diferencian entre si
por la forma en que se expresan y/o por su aparente dependencia de Ca**/calmodulina como
cofactor necesario para inducir la méxima actividad catalitica (Tayeh & Marletta, 1989; Bredt

& Snyder, 1990; Mayer et al., 1990).

Sin embargo, aunque se sabe que el NADPH, FAD y FMN participan de forma
estequiométrica durante la generacion de NO (Stuher, 1997), el papel del BH4 en la reaccion
es diferente y no se transforma en BH2 durante el proceso catalitico (Mayer ez al., 1990 y
1991: Gross et al., 1991 Gross & Levi, 1992). Hoy se sabe que la formaciéon de
homodimeros antiparalelos de NOS, es importante para mantener la conformacion del centro

activo del enzima (Baek er al., 1993; Klatt e al., 1995) , y que este cofactor juega un papel

importante en la estabilizacion de la estructura dimérica de la NOS (Mayer et al., 1990 y-

1991; Baek et al., 1993; Hevel & Marletta, 1992).

Para mantener la actividad de las isoformas constitutivas de NOS, los niveles de BH4
celulares son suficientes para formar el estado dimérico con las pocas copias del enzima
presentes en la célula (Stueher, 1997). Sin embargo la induccién de iNOS por LPS y
citoquinas es normalmente precedida por la sintesis de nuevas moléculas de BH4 necesarias
para formar dimeros activos con el elevado nimero de moléculas del enzima que se estan

produciendo de novo (Nathan, 1992; Gross & Levi, 1992; Stuher, 1997).

El uso de agentes farmacoldgicos para inhibir la biosintesis del cofactor y la medida
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de BH4 intracelular, han demostrado el absoluto requerimiento del mismo para una Optima
generacién de NO en células de mamifero (Gross & Levi, 1992). La biosintesis de BH4 se
inicia por la via de novo a partir del GTP que se convierte en 7,8-dihidroneopterina trifosfato
por la accién de la GTP-ciclohidrolasa (EC 3.5.4.16) el enzima limitante de la via (Nichol
et al., 1985) que se induce de forma rapida en respuesta a los mismos estimulos que inducen
iNOS (Werner et al., 1993; Werner-Felmeyer et al., 1993; Hattori & Gross, 1993; Scott-
Burden et al., 1993).

Puesto que los resultados anteriores demuestran que la generacién temporal de NO
inducida por IL18 aumenta cuando se estimula simultaneamente la via FSH-cAMP, en los
siguientes experimentos nos planteamos determinar el posible mecanismo implicado en este
fendmeno, estudiando el efecto de ambos agonistas sobre la transcripcién de iNOS y

GTPCH.

En otro orden de cosas, y aunque el cultivo de CGO obtenida de ratas inmaduras
tratadas con estrégenos ha sido un modelo ampliamente utilizado para el estudio del
importante proceso de diferenciacién de estas células (Hsueh, 1984), el bajo nimero de
células que pueden obtenerse por cada ovario representa una seria dificultad para el estudio
de procesos celulares en términos moleculares (Park & Mayo, 1991). Para obviar esta
dificultad que impone la poca cantidad de mRNA que puede obtenerse de estos cultivos, se
han validado recientemente métodos para el estudio de la expresién génica por RT-PCR
usando en la fase de amplificacién nucle6tidos marcados con **Pi (Park & Mayo, 1991; Orly
et al., 1994).

En el presente trabajo, y tal y como se indic6 en la seccién de Material y Métodos
(Figura 2.3) se ha utilizado esta técnica validada en nuestro laboratorio (Santana ez al., 1996)
para la determinacién cuantitativa de la expresion de los genes a estudiar, pero usando un
método basado en la amplificacién de los cDNAs con cebadores especificos (ver Tablas 11
y II y Figura 2.7) y DIG-11-dUTP (Su et al., 1994) para la deteccién de los productos

amplificados por quimioluminiscencia.
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En experimentos paralelos y para estudiar la especificidad del fendmeno, se extrajeron
las proteinas totales de los diferentes grupos experimentales que se separaron (40
pg/tratamiento) por SDS-PAGE, transfiriéndose luego a membranas de nitrocelulosa que se
incubaron con un anticuerpo generado frente a la iNOS de macrofagos murinos, y a la

dilucién final recomendada por el fabricante (1:2,500).

Tal y como puede observarse en el panel superior de la Figura 3.3, de nuevo el
tratamiento con FSH aument6 los niveles de nitritos acumulados en el medio de cultivo por
las células tratadas con IL1B (panel superior) y al analizar la expresién con el anticuerpo
especifico de la forma inducible (iNOS) del enzima (panel inferior la misma figura) o los
niveles de mRNA de iNOS y GTPCH (panel intermedio), aparecen resultados aparentemente
paradéjicos. Puede observarse en primer lugar que los niveles indetectables de la proteina
(130 kDa) en células control aumentan después del tratamiento con IL18B, pero aunque la
acumulacién de NO, y los niveles d¢ mRNA de iNOS aumentan en células sometidas a
tratamiento conjunto con IL1B y FSH, la sefial correspondiente a la NOS permanece
constante. Estos resultados son interpretables en términos de un efecto de la via FSH-cAMP-
PKA sobre la estabilidad mRNA de iNOS, més que a un aumento de la transcripcion (Figura

3.3) que en ningtn caso se correlaciona con aumentos en la traduccién del mRNA a proteina.

Mis importante es el efecto que puede observarse en la misma Figura 3.3 que
muestra como hay un aumento mas que aditivo en los niveles de mRNA de la GTPCH en
células estimuladas simultaneamente con IL18 y FSH, y que es particularmente llamativos
en el experimento que se resume en la Figura 3.4, y que demuestra la induccién dependiente
del tiempo de los mRNA de GTPCH e iNOS. Aungque no se incluyen los resultados obtenidos
para la acumulacién de nitritos o actividad del enzima pues son superponibles a los de la
Figura 3.1., es particularmente interesante el efecto potenciador de ambos tratamientos a

las 12 h de estimulacion.

En su conjunto, estos resultados sugieren que la activaciéon de la via FSH-cAMP al
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Figura 3.3. Anadlisis por RT-PCR e inmunoblott de los efectos de la IL1I y FSH sobre

la actividad NOS en células granulosa ovdrica. Las células (~10° células y cuatro
pocillos/tratamiento) se trataron durante 48 h en presencia de IL.18 (30 ng/ml) sola o en combinacién con FSH (200
ng/ml). Los nitritos se determinaron espectrofotométricamente a 548 nm (en el panel superior se muestra la media
de los dos experimentos). Las células se lisaron y las proteinas se separaron por SDS-PAGE, se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa e incubaron en presencia del anticuerpo de iNOS (dilucién final 1:2,500) y la proteina
se detectd por quimioluminiscencia tal y como se describié en Material y Métodos (panel intermedio). De forma
aniloga el analisis por RT-PCR se realizé a partir de RNA total que se retrotranscribié a cDNA y amplificé con los
cebadores descritos en Material y Métodos (panel inferior). En el panel superior se muestran los resultados (media
+ SEM) de los dos experimentos. Resultados similares de expresi6n de la proteina y niveles de mRNA se obtuvieron
en otros tres experimentos.
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Figura 3.4. Anadlisis por RT-PCR de la expresion del mRNA de iNOS y GTPCH en
células granulosa tratadas durante tiempos variables con IL1f y FSH. Las
células (~10° células y cuatro pocillos/tratamiento) se trataron durante los tiempos variables que se indican (12-48
h) en presencia de IL18 (30 ng/ml) sola o en combinacién con FSH (200 ng/ml), y el RNA se extrajo y analizé por
RT-PCR con los cebadores descritos en Material y Métodos. Los resultados para la acumulacién de nitritos y
actividad iNOS de este experimento no se muestran, pero fueron idénticos a los obtenidos en la Figura 3.1.

74

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2003



Resultados

potenciar los efectos de la IL18 sobre la generacion de BH4 intracelular, promueve niveles
de cofactor superiores y capaces de activar todas las moléculas de NOS cuya sintesis se debe

exclusivamente a la accién de la citoquina.

3.3. El efecto de la IL1p sobre la actividad NOS y produccion de NO es especifico y no
es observado con otros agonistas. El TNFe, IFN~ y otras citoquinas son capaces de activar
la via del 6xido nitrico en diferentes tipos de células (Sthuer & Marletta, 1985 y 1987,
Moncada et al., 1991; Nathan et al., 1992). Puesto que estos productos de secrecién de
monocitos/macréfagos también inducen respuestas celulares que modulan la funcion de las
CGO vy células tecales del foliculo ovérico, en los siguientes experimentos se evalu6 el
posible efecto de estos agonistas sobre la actividad NOS en el modelo de CGO mantenida en
cultivo primario, incluyendo en estos experimentos el tratamiento con LPS, un potente
estimulador de la NOS en macréfagos y otros tipos celulares, para el que ha sido
recientemente demostrada la existencia de receptores especificos en CGO (Sancho-Tello ez
al., 1992).

Las células se trataron durante tiempos y a dosis diferentes con los agonistas que se
indican en la Figura 3.5, en la que solo se muestra la dosis mas alta representativa de cada
experimento, y el tiempo méximo de 72 horas que debe resultar en una acumulacién maxima
de NO, en el medio de incubaci(’)n (Figura 3.1). Como puede apreciarse, independientemente
de la dosis o la presencia simultdnea de FSH (200 ng/ml) sélo se observa un aumento en la
actividad NOS medida en funcién de la acumulacion de especies oxidadas en el medio, en
los grupos experimentales tratados con IL1B séla o en presenc‘ia de la gonadotrofina. Al
considerarlos en su conjunto, los resultados del experimento descrito (Figura 3.5) y los ya
discutidos previamente (Figuras 3.1 y 3.2) apoyan/sugieren la hipdtesis que aunque la CGO

pueda no ser la unica fuente de NO en el ovario, su contribucién es al menos importante.

Esta afirmacion puede hacerse independientemente de experimentos previos realizados

con células granulosa purificadas donde aparentemente no habia respuesta a la IL18 si no era

en presencia de células tecales en el cultivo (Elffman ef al., 1993; Ben-Schlomo ez al., 1994a
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Figura 3.5. Especificidad de la IL18 como estimuladora de la actividad NOS en célula

granulosa ovdrica. Las células (~10° células y cuatro pocillos/tratamiento) se trataron
durante 72 h en presencia de IL18 (30 ng/ml), LPS (200 ng/ml), TNFa (30 ng/ml) e IFNy solas o en combinacion
con FSH (200 ng/ml). La acumulacién de nitritos se determiné espectrofotométricamente a 548 nm (panel superior)
y la actividad del enzima en términos de [*H]citrulina formada durante cuatro horas (panel inferior) se determiné por
cuadruplicado en todos los casos, y resultados similares (media + SEM) se obtuvieron en otros tres experimentos.
Los efectos de 1a IL1B sola o en presencia de FSH se estudian en este experimento en presencia de dos diferentes
inhibidores de NOS: L-NAME (2.5 mM) y AETU (10 gM) un inhibidor mis especifico de las formas inducibles
de iNOS.
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y 1994b). Los resultados presentados hasta el momento, descartan esta posibilidad planteada
por otros laboratorios (Elffman et al., 1993; Ben-Schlomo et al., 1994a y 1994b), y aunque
en el cultivo primario utilizado por nosotros no pueda descartarse del todo una contaminacion
con células de la teca/intersticio, éstas no tienen receptores a la FSH (Hsueh et al., 1994)
y por tanto no habria explicacion plausible al efecto potenciador de esta gonadotrofina que

mostramos en estos experimentos (Figuras 3.1-3.3).

La especificidad del efecto de la IL18, se muestra en un experimento adicional
resumido en la Figura 3.6, y en el que células tratadas con IL18 sola o en presencia de FSH
son cultivadas ademés con la proteina (ILRA) antagonista del receptor de interleuquina
(ILRA) humana (Dinarello & Thompson, 1991). Tal y como puede observarse, el tratamiento
con ILRA antagoniza parcialmente la actividad iNOS (medida en términos de acumulacion
de NO, y [*H]citrulina) independientemente de la presencia de FSH (panel superior). Los
efectos observados con el ILRA sobre la actividad enzimatica son ademés coherentes con el
descenso observado en los mismos experimentos del mRNA de iNOS y GTPCH, que

discutiremos a continuacion.

3.4. Papel de la biosintesis de BH4 por la via "de novo" y de salvamento sobre la
actividad enzimdtica de iNOS en célula granuosa ovdrica. En los diferentes experimentos
presentados hasta ahora, se demuestra que el tratamiento con FSH potencia los efectos de la
IL1B sobre la actividad NOS por un mecanismo que, tal y como puede deducirse de los
experimentos de RT-PCR, pueden atribuirse, en principio, a un aumento de la expresion del
mRNA de GTPCH, el enzima limitante para la biosintesis de novo del cofactor (Nichol ez
al., 1995). Los aumentos del mRNA del enzima, se correlacionan con un incremento de la
concentracién de BH4 intracelular (Sthuer et al., 1991a; Baek et al., 1993; Klatt et al., 1995)
que probablemente permita la formacién de dimeros activos a partir de las nuevas moléculas
de iNOS que se estan sintetizando en respuesta al tratamiento con IL18 (Hatakeyama et al.,
1991; Lui er al., 1993; Hattori & Gross, 1993).

Para verificar esta hipétesis, que ya ha sido considerada como un mecanismo
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Figura 3.6. Efecto del antagonista del receptor de IL1f sobre la acumulacion de nitritos
y expresion del mRNA de iNOS y GTPCH. Las células (~10° células y cuatro

pocillos/tratamiento) se trataron durante 48 h en presencia de IL18 (30 ng/ml) sola o en combinacién con FSH (200
ng/ml) y en presencia y ausencia del ILRA (2.5 ug/ml). Al final del experimento, la acumulacién de nitritos se
determiné espectrofotométricamente a 548 nm (panel superior) y la formaci6én de [*H]citrulina (panel intermedio)
por el método radioenzimadtico descrito en Material y Métodos. Los resultados (media + SEM) son representativos
de dos experimentos adicionales. El anilisis por RT-PCR de la GTPCH, NOS y L19 que se incluye como control
de amplificacion, se realizé a partir de RNA total que se retrotranscribié a cDNA y amplificé con los cebadores
descritos en Material y Métodos (panel inferior).
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potenciador de la actividad NOS en fibroblastos de ratén (Werner-Felmeyer et al., 1990),
misculo liso (Gross & Levi, 1992; Lee et al., 1995) y otros tipos celulares (Werner-
Felmeyer et al., 1993; Gross et al., 1991; Schmidt ez al., 1991), se disefiaron experimentos

especificos para investigar esta posibilidad.

Tal y como detallamos en la introduccion de esta memoria, la tetrahidrobiopterina
(BH4) puede sintetizarse no sélo a partir del GTP por la via de novo, cuya etapa limitante
es, como ya hemos dicho la isoforma inducible d¢ GTPCH, sino también por una via
alternativa de salvamento, que usa sepiapterina (SEP) como molécula precursora (Werner ez
al., 1993) que es transformada en BH4 por el enzima dihidrofolato-reductasa (DHFR) que
se expresa constitutivamente bajo condiciones basales en las células de mamifero (Nichol ez

al., 1985).

Usando los diferentes agentes inhibidores y activadores de la via, que se sefialaron
en la seccion de Material y Métodos (Figura 2.2) podemos observar que inhibiendo
selectivamente la GTPCH con DAHP (Werner et al., 1993; Morris & Billiar, 1994), o
aumentando la concentracién intracelular de BH4 con el precursor de la via de salvamento
SEP, no se modificaron los niveles basales NO producido por células no estimuladas (Figura
3.7). En presencia de IL18 s6la o en combinacién con FSH, sin embargo, la actividad de la
iNOS disminuy6 significativamente al inhibir la via de novo con DHAP, siendo este efecto
especificamente revertido en presencia del sustrato de la via de salvamento alternativa
(Werner et al., 1993). El tratamiento con SEP aument6 ademas la actividad de la via del NO
en células tratadas con IL1B hasta niveles similares a los de los grupos experimentales
estimulados simultaneamente con la gonadotropina, hecho que indirectamente apoya la
hipétesis de la importancia de los niveles intracelulares de BH4 para una 6ptima actividad
NOS (Stuher, 1977). Sin embargo, los intentos por reproducir el efecto de la SEP usando
directamente BH2 y BH4, que son capaces de atravesar las membranas celulares del tipo

celular fueron infructuosos (no se muestran los resultados) probablemente debido a la alta

inestabilidad de estos compuestos en las condiciones de cultivo a pH neutro tal y como ha

sido descrito en otros modelos experimentales (Gross & Levi, 1992).
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Figura 3.7. La actividad de iNOS es dependiente de BH4 en célula granulosa

ovarica. Las células (~ 10° células y cuatro pocillos/tratamiento) se trataron durante 48 h en
presencia de IL18 (30 ng/ml) sola (panel izquierdo) o en combinacién con 200 ng/ml de FSH (panel derecho). Las
células se trataron adema4s con el precursor de la via de salvamento SEP (100 M) o con el inhibidor de la GTPCH,
DAHP (3 mM) solos o en las combinaciones que se especifican en los dos paneles. Al final del experimento, la
acumulacién de nitritos se determiné espectrofotométricamente a 548 nm (panel superior) y la actividad del enzima
se representa en el panel inferior. Los resultados (media + SEM) son representativos de dos experimentos
adicionales.

80



Resultados

En estos mismos experimentos (Figura 3.7), puede observarse ademds que el
tratamiento con MTX, un potente inhibidor de la dihidrofolato-reductasa (Kaufman et al.,
1993) que convierte SEP en BH4 (Nichols et al., 1995) no modificé la acumulacién de NO,
ni la conversién de [*H]arginina en [*H]citrulina en células tratadas con IL1B sola o en
combinaciéon con FSH, apoyando el hecho de que tanto IL18 como FSH activan

exclusivamente la via de novo y no la de salvamento (Nichol ef al., 1985).

3.5. ;Cual es la funcién del BH4 sintetizado por la via "de novo " en célula granulosa
oviérica estimulada con FSH ?. Tal y como hemos apuntado con anterioridad, la GTPCH
representa el primer enzima de la via de novo en la biosintesis de BH4 (Nichols et al., 1985;
Werner et al., 1993) y su coinduccién por citoquinas y agentes farmacoldgicos diversos
aparece como un fenémeno asociado a la potenciacién de la actividad catalitica de la iNOS

(Hatakeyama et al., 1991; Hattori & Gross, 1993; Lui ez al., 1993).

Adn cuando entre los agentes que potencian la induccién de GTPCH como mecanismo
de estimulacién de iNOS, se encuentran los activadores de la via cAMP-PKA (Koide ez al.,
1991; Hattori & Gross, 1993; Scott-Burden et al., 1994; Nakayama et al., 1994; Zhu et al.,
1994), esta es la primera vez que se demuestra un efecto similar después de activar un
receptor hormonal acoplado a la generacién de cAMP. Hasta que se descubri su papel como
coenzima de todas las formas moleculares de NOS (Tayeh & Marletta, 1989; Werner-
Felmeyer et al., 1990; Kauffmann, 1993; Baek ez al., 1993; Klatt et al., 1993; Lee et al.,
1995) la funcién enzimatica més conocida de la tetrahidrobiopterina era su participacion
como coenzima de oxidacion-reduccién en las reacciones de hidroxilacién de aminoacidos
involucrados en la biosintesis de neurotransmisores (Kauffman, 1963 y 1986; Brenneman &

Kauffmann, 1964; Lovenberg et al., 1967).

Sin embargo, y tal y como se discutird en la dltima parte de esta memoria, empieza
a perfilarse un papel regulador de la BH4 en diferentes sistemas biologicos (Werner ef al.,
1993) en procesos tan diversos como la secrecién de neurotransmisores (Koshimura ez al.,

1990; Ohue et al., 1991; Mataga et al., 1991), proliferacion celular (Ziegler et al., 1982 y
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1986; Tanaka et al., 1986; Kerler et al., 1990; Anastasiades et al., 1996) y apoptdsis (Baier-
Bitterlich et al., 1995; Schobersberger et al., 1996)

Por esta razén, y teniendo en cuenta que la funcion fundamental de la FSH en el
ovario es promover la proliferacién y diferenciacion hacia el fenotipo esteroidogénico de la
CGO (Amsterdam et al., 1989; Richards, 1994), por un proceso que estd mediado por la via
cAMP-PKA (Knecht ez al., 1981a y 1981b; Ranta ef al., 1984: Hedin et al., 1987; Oonk
et al., 1989), en los siguientes experimentos nos propusimos investigar dos cuestiones
fundamentales : i) si los aumentos en la transcripcién del enzima inducidos por FSH, se
correlacionan con los niveles intracelulares de BH4 en estas células; y ii) en que forma la
induccién de GTPCH, y en su caso el aumento intracelular de BH4 podrian estar implicados
en la regulacién de la funcién diferenciada de la CGO, y mas concretamente en la regulacion

de la respuesta esteroidogénica de estas células.

Tal y como puede observarse en la Figura 3.8 (panel superior), el tratamiento con
FSH aumento la concentracién intracelular de BH4 desde niveles que en las células control
estaban préacticamente al limite (<0,01 pmol/mg proteina) de la sensibilidad del método
fluorimétrico de deteccion (Seccién 2.3.5. y siguientes de Material y Métodos) hasta 200
pmol/mg proteina en células tratadas con FSH, siendo datos coherentes con la demostracion

previa de un aumento del mRNA de la GTPCH en respuesta a la gonadotropina.

Como era de esperar, la inhibicién con DAHP de la GTPCH redujo de forma dosis-
dependiente los niveles de BH4 intracelular acumulados por la via de novo, efecto que pudo
revertirse de forma especifica usando SEP (100 uM) como sustrato de la via de salvamento.
Menos esperado fué el efecto inducido por el inhibidor de la GTPCH sobre la

esteroidogénesis, medida tanto en términos de acumulacién de progesterona en el medio de

cultivo y actividad de la P450AROM, como de expresion de los enzimas de la esteroidogénesis

(panel inferior).

Como cabria esperar, en células tratadas con FSH aumenta tanto la acumulacion de
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Figura 3.8. La inhibicion de la biosintesis de BH4 en células tratadas con FSH, juega

un papel importante en la esteroidogénesis inducida por la gonadotropina.
Las células (~5x10°¢ células y cuatro pocillos/tratamiento) se trataron durante 48 h en ausencia (controles) y
presencia de 200 ng/ml de FSH sola o en combinacién con dosis crecientes de DAHP (5-10 mM). Las células
tratadas con FSH y la dosis maxima de DAHP (10 mM) fueron ademés cultivadas en presencia del sustrato SEP (100
uM). Al final del experimento, se determinaron los niveles de BH4 por el método de HPLC descrito en Material
y Métodos (panel superior), y la acumulacién de progesterona en el medio usando el RIA especifico descrito (panel
intermedio), resultados (media + SEM) que son representativos de dos experimentos diferentes. El analisis por RT-
PCR de los enzimas esteroidogénicos P450scc, 38HSD, P450AROM y L19 que se incluye como control de
amplificacién, se realizé a partir de RNA total que se retrotranscribié a cDNA y amplificé con los cebadores
descritos en Material y Métodos (panel inferior).
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progesterona y la expresién de los enzimas P450scc (McMasters et al., 1987; Oonk et al.,
1989) y 38HSD (Martel et al., 1990; Simpson ez al., 1992) implicados en su biosintesis,
como la expresion y actividad (por claridad no se muestran los resultados) de la PASOAROM
responsable de la conversién de andrégenos en estrégenos (Miller, 1988; Nebert & Nelsom,
1989; Picardo-Leonard & Miller, 1990). Sorprendentemente, el tratamiento con DHAP
contrarresté de forma dosis dependiente la esteroidogénesis inducida por FSH vy, lo que es
mas interesante, este efecto fue revertido de forma especifica despues del tratamiento con

SEP (100 pM).

Como puede observarse en experimentos paralelos resumidos en la Figura 3.9, se
estudié también el efecto directo de los aumentos intracelulares de BH4 sobre la biosintesis
de progesterona y estrégenos en CGO. En estos experimentos queda claramente demostrado
que al aumentar la tetrahidrobiopterina intracelular cultivando las células con dosis crecientes
de SEP, también aumenta la biosintesis de progesterona, que llega a alcanzar casi el 50% de
los niveles acumulados por las células tratadas con FSH. Se incluye en el mismo experimento
el tratamiento simultineo con MTX que inhibe la conversion de SEP en BH4 vy,
consecuentemente, revierte los efectos del preéursor sobre la esteroidogenésis. Aunque los
aumentos de progesterona en células tratadas con SEP se correlacionan con incrementos en
el mRNA de P450scc y 38HSD, ni la actividad de la P450AROM implicada en la biosintesis
de estrégenos (Miller, 1988; Nebert & Nelsom, 1989; Picardo-Leonard & Miller, 1990) ni

los niveles de su mRNA se inducen al aumentar los niveles intracelulares de SEP.

La especificidad de estos resultados se verificaron en los experimentos resumidos en
la Figura 3.10 y mas adelante en la Figura 3.11, que de forma resumida demuestran de
nuevo los efectos de la SEP sobre la esteroidogénesis basal y en presencia de FSH (Figura
3.10) o del andlogo permeable but,cAMP para activ& directamente PKA (Figura 3.11).
Aunque el efeéto inducido por FSH sobre la transcripciéon de GTPCH no se ve afectado por
la presencia de SEP sola o en combinacion con MTX (Figura 3.10), la actividad
esteroidogénica, medida en términos de acumulacion de progesterona y transcripcion de los

correspondientes enzimas P450scc y 38HSD (McMasters et al., 1987; Oonk et al., 1989;
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Figura 3.9. La acumulacién de BH4 regula la expresion de los enzimas de la biosintesis

de progesterona en células granulosa. Las células (~10° células y cuatro
pocillos/tratamiento) se trataron durante 48 h con FSH (200 ng/ml) sola o en presencia de dosis crecientes de SEP
(3-300 uM). Se incluyé ademds un grupo de células tratadas con 100 uM de SEP que se incubd en presencia de
MTX (50 uM). Al final del experimento, se determié la acumulacion de progesterona por RIA (panel superior), la
actividad enzimitica P450AROM y se analizaron por RT-PCR los niveles de expresion de los enzimas
esteroidogénicos incluyéndose como en experimentos anteriores la L19 como control de amplificacién. El
experimento se realizé a partir de RNA total que se retrotranscribié a cDNA y amplificé con los cebadores descritos
en Material y Métodos. Resultados similares se obtuvieron en tres experimentos diferentes.
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Figura 3.10. El aumento de la concentracion intracelular de BH4 es suficiente para
regular la expresion de los enzimas implicados en la biosintesis de

progesterona en célula granulosa ovdrica. Las células (~10° células y cuatro
pocillos/tratamiento) se trataron durante 72 h con FSH (200 ng/ml), SEP (100 uM) y combinacién de ambas solas
o en presencia de MTX (10 uM) para inhibir la DHFR. Al final del experimento se determinaron los niveles de
progesterona acumulada en el medio (panel superior). En experimentos paralelos se extrajo el RNA total y se realizd
el andlisis por RT-PCR de los niveles de expresién de P450scc y 38HSD, incluyéndose como en experimentos
anteriores la L19 como control de amplificacién. El experimento se realiz6 a partir de RNA total que se
retrotranscribié a cDNA y se amplificé con los cebadores descritos en Material y Métodos. Resultados similares se
obtuvieron en tres experimentos diferentes.
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Figura 3.11. Usando metrotrexato para inhibir la dihidrofolato reductasa se
antagonizan los efectos de la sepiaterina sobre la esteroidogenesis en célula
granulosa ovdrica. Las células ( ~ 10° células y cuatro pocillos/tratamiento) se trataron durante

72 h con buy,cAMP (1 mM) y SEP (100 uM) solas, en combinacién y en presencia del inhibidor de la dihidrofolato

reductasa MTX (10 uM). Al final del experimento, se determiné la progesterona acumulada en el medio (panel

intermedio) o la actividad del enzima P450scc (panel inferior). En experimentos paralelos se extrajo el RNA total

y se realizé el analisis por RT-PCR de los niveles de expresion de P450scc, 38HSD y P450arom, incluyéndose como

en experimentos anteriores la L19 como control de amplificacién. El experimento se realizé a partir de RNA total

que se retrotranscribié a cDNA y se amplificd con los cebadores descritos en Material y Métodos. Resultados
similares se obtuvieron en tres experimentos diferentes.
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Martel et al., 1990; Simpson et al., 1992) aument6 con el precursor de la via de salvamento
de forma independiente de la presencia de FSH o but,cAMP y en todos los casos fue

especificamente revertido este efecto con el inhibidor (MTX) de la dihidrofolato reductasa.

De la misma forma, y tal y como se muestra en la Figura 3.12, el tratamiento
conjunto con sepiapterina y FSH durante tiempos variables (12-48 h) aumenta la actividad
esteroidogénica de la CGO medida en términos de acumulacién de progesterona pero, lo que
es més importante, los resultados de estos experimentos también muestran que el efecto
facilitador del BH4 se traduce en un adelanto en el tiempo en que los niveles de mRNA de

P450scc y 38HSD se hacen aparentes.

Tomados en su conjunto, los resultados anteriores sugieren que el BH4 intracelular
juega un importante papel modulador de la transcripcion de la P450AROM solo en células
tratadas con FSH siendo al mismo tiempo esta molécula capaz de inducir por si misma la

transcripcion de los enzimas P450scc y 38HSD implicados en la biosintesis de progesterona.

3.6. ;Cudl es el mecanismo de sefializacion intracelular implicado en la induccion de
iNOS por IL1p en célula granulosa ovdrica? El TNFa y la IL18, son dos citoquinas de
idéntico PM (17 Kda) producidas por monocitos/macréfagos y otras cé€lulas
inmunocompetentes que regulan una gran variedad de respuestas bioldgicas en células
normales y transformadas (Beutler & Cerami, 1988; Dinarello, 1988 y 1989; Dinarello &
Thomson, 1991; Vilceck & Lee, 1991). Muchas de estas respuestas son comunes a ambas
citoquinas, que ademds activan frecuentemente idénticos mecanismos de sefializacion
intracelular en los que han sido implicadas proteinas G (O’Neill et al., 1990; Yanaga et al.,
1992), generacion de diacilglicerol y activacion de la proteina quinasa C (Rossoff et al.,
1988; Schiitze et al., 1992).

Puesto que en los resultados previos ya descritos en esta memoria (Figura 3.5)

habiamos visto que la IL18 era capaz de activar la iNOS, mientras que no se observaba el

mismo fendémeno al tratar con TNFa los cultivos de CGO control o estimuladas con FSH,
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Figura 3.12. El aumento de la concentracion intracelular de BH4 potencia los efectos de
la FSH y adelanta la induccion de los enzimas esteroidogénicos en célula
granulosa ovdrica. Las células (~ 10° células y cuatro pocillos/tratamiento) se trataron durante

72 h con FSH (200 ng/ml) o con SEP (100 uM). Al final del experimento se determiné la progesterona acumulada

en el medio (panel superior). En experimentos paralelos se extrajo el RNA total y se realizé el analisis por RT-PCR

de los niveles de expresion de P450scc, 38HSD y P450arom, incluyéndose como en experimentos anteriores la .19

como control de amplificacion. El experimento se realizd a partir de RNA total que se retrotranscribi6 a cDNA y

se amplificé con los cebadores descritos en Material y Métodos. Resultados similares se obtuvieron en tres

experimentos diferentes.
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en los siguientes experimentos intentamos investigar los mecanismos intracelulares implicados

en la regulacion de la produccién de NO en estas células.

Estos experimentos son pertinentes, ya que en trabajos recientes de este laboratorio,
hemos demostrado que la activacién de una SMasa neutra de membrana, y la generacion de
ceramida, podrfa ser el mecanismo intracelular comin implicado en los efectos inhibitorios
del TNFa sobre la P450AROM (Santana e al., 1995) y la inhibicién de la expresion de
P450scc y 3BHSD por la IL18 (Santana et al., 1996).

En estos experimentos (Figura 3.13, Figura 3.14), se observa que la acumulacion
de progesterona y actividad P450ARoM inducida por FSH, son inhibidas al tratar con
cualquiera de estas citoquinas y, de acuerdo a resultados previos de este laboratorio (Santana
et al., 1995 y 1996), este efecto se reproduce al tratar con SMasa exdgena para inducir
hidrélisis de esfingomielina de membrana (Kolesnick, 1992; Hannun & Linardic, 1993) o el
andlogo permeable del segundo mensajero C6-ceramida (Hannun, 1993). De nuevo y como
se observé en resultados iniciales descritos en esta memoria (Figura 3.5) el tratamiento con
TNFa, sélo o en combinacién con FSH no afect6 ni a la acumulacién de nitritos en el medio
(Figura 3.14), ni a la actividad de NOS medida en términos de acumulacién de [*H]citrulina

(a efectos de claridad no se muestran estos ultimos resultados).

En su conjunto los resultados anteriores permiten establecer que la ceramida generada
en respuesta a IL18 o TNF« es necesaria y suficiente para inducir los bien conocidos efectos
inhibitorios de ambas citoquinas sobre la respuesta esteroidogénica en célula granulosa
ovéarica (Adashi, 1989 y 1990; Adashi & Richard, 1991). Sin embargo, de los mismos
experimentos se infiere que la activacién de la hidrdlisis de SM juega un papel en la
biosintesis de PGE, previamente descrito por este laboratorio (Santana et al., 1995 y 1996),
pero que en si mismo no es suficiente para inducir plenamente la sintesis de prostaglandinas
en estas células (Santana et al., 1996), fendmeno que también ha sido descrito en fibroblastos

humanos tratados con ceramidas permeables e IL1B (Ballou et al., 1992).
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Figura 3.13. La generacion de ceramida reproduce los efectos inhibitorios que induce la
IL1S sobre la esteroidogénesis estimulada por FSH en célula granulosa
ovdrica. Las células (~10° células y cuatro pocillos/tratamiento) se trataron durante 48 h con

FSH (200 ng/ml) sola o en presencia de IL18 (30 ng/ml), TNFa (30 ng/ml), y concentraciones crecientes de SMasa

bacteriana (3-300 mU/ml) o ceramida permeable (0.1-10 uM). Al final del experimento los medios se congelaron

para la determinacién de progesterona por RIA (panel superior) y la actividad P450AROM por el método
radioenzimatico descrito (panel inferior). Resultados similares se obtuvieron en otros dos experimentos.
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Figura 3.14. La generacion de ceramida no reproduce los efectos de la ILIf sobre la

biosintesis de NO y prostaglandinas en célula granulosa ovdrica. Las células
(~10° células y cuatro pocillos/tratamiento) se trataron durante 48 h con FSH (200 ng/ml) sola o en presencia de
IL18 (30 ng/ml), TNF« (30 ng/ml), y concentraciones crecientes de SMasa bacteriana (3-300 mU/ml) o ceramida
permeable (0.1-10 uM). Al final del experimento los medios se congelaron para la determinacién de nitritos (panel

superior) y prostaglandina E, por RIA (panel superior). Resultados similares se obtuvieron en otros dos
experimentos.
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Figura 3.15. Los inhibidores de la NOS bloquean la biosintesis de PGE, y los niveles de

COX-2 inmunoreactiva en células tratadas con ILIf. Las células (~ 5x10° células)
se trataron durante 48 h en presencia de 30 ng/ml de IL1B sola o con el inhibidor de iNOS (AETU) y ¢l donante
de NO (SNOG). Las prostaglandinas se midieron por RIA y los resultados (media + SEM) se representan en el
panel superior. En experimentos paralelos, las proteinas se separaron por electroforesis en SDS, se transfirieron a

membranas de nylon y detectaron usando el anticuerpo especifico y por el método quimioluminiscente descrito en
Material y Métodos.
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Figura 3.16. El NO aumenta los efectos de la ceramida sobre la biosintesis de PGE2 en

célula granulosa ovdrica. Las células (~ 5x10° células) se trataron durante 48 h en
presencia de 30 ng/ml de IL1B o dosis crecientes de ceramida permeable sola (O-O) o en combinacién con el

donante de NO (@-@).Las prostaglandinas se midieron por RIA y se muestran los resultados (media + SEM) de
un experimento representativo de otros dos.
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En células de mamifero, la biosintesis de prostaglandinas se inicia con la liberacion
de 4cido araquidénico por la accién de PLA, de la posicién sn-2 de los fosfolipidos de
membrana, que luego sirve de sustrato a dos isoformas de prostaglandina-endoperéxido G/H

sintasa/ciclooxigenasa (COX-1: constitutiva; y COX-2: inducible) que lo convierte en el

intermediario comin (PGH,) de todos los prostanoides activos adscritos a las series de las

prostaglandinas, tromboxanos y prostaciclinas (DeWitt, 1991). La forma constitutiva COX-
1, produce prostanoides activos bajo condiciones no estimuladas y es responsable de la
generacion basal de prostaglandinas tisulares (Baird er al., 1993; DeWitt, 1993), y la
inducible (COX-2) es la isoforma tipica de la respuesta inﬂaméforia,'qué ha sidQ identificada
en el ovario como el enzima responsable de la generacion de PGE, (Sirois et al., 1992; Sirois
& Richard, 1992; Wong et al., 1992) que ocurre durante el pico de LH que precede a la
ovulacién (Hunzicker-Dunn & Birnbaumer, 1976; Espey, 1980; Hunter & Poysler, 1985).

La forma inducible COX-2 es una hemoproteina (Shimokawa et al., 1991) cuya
actividad es regulable a miiltiples niveles que incluyen la transcripcion, traduccién y
autoinactivacion de la proteina madura (DeWitt & Smith, 1988; Wong er al., 1992; DeWitt
& Meade, 1993 Morris et al., 1995), y es frecuente observar una interrelaciéon entre
generacion de prostaglandinas y NO (Corbett ef al., 1993) que incluye inhibicion de la NOS
en respuesta a prostaglandinas (Tetsuka er al., 1994) y la inhibiciéon de la COX-2 usando
inhibidores de la NOS, efecto que es especificamente revertido usando diferentes donantes
de NO (Salvemini et al., 1993; Tsai et al., 1994; Franchi et al., 1994).

Para verificar el papel relativo de la ceramida y el NO en la biosintesis de
prostaglandinas, se realizaron los ltimos experimentos de esta memoria (Figura 3.15 y
Figura 3.16) donde puede observarse en primer lugar que la inhibicién de la NOS con
AETU reduce la biosintesis de PGE, en células tratadas con IL18, y que el efecto se revierte
cuando usamos SNOG como donante de NO, reflejaindose ambos efectos en los niveles de
proteina inmunoreactiva presente en estas células. De la misma forma (Figura 3.14) el efecto
dosis-dependiente de la ceramida permeable (C6-cer) sobre la acumulacién de PGE, aumenta

significativamente en presencia de SNOG, demostrando estos experimentos un efecto
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cooperativo entre la via de la esfingomielina y el NO no descrito hasta el momento.
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Discusion

Ademés de su participacién como molécula de sefializacion intra- e intercelular en
procesos fisiolégicos tan diferentes como la respuesta inflamatoria, el mantenimiento del tono
vascular y la funcién y plasticidad neuronal (Moncada et al., 1991; Nathan, 1992; Bredt &
Snyder, 1994), el 6xido nitrico es un mediador de otras respuestas bioldgicas que incluyen
efectos reguladores sobre el sistema endocrino (Costa et al., 1996) y la modulacion de la
funcién reproductora de los mamiferos (Kato, 1992; Schmidt et al., 1992; Rettori et al.,

1993; Duvilamsky ef al., 1995; Burnett et al., 1995).

La participacion del NO en la regulacién de la funcion gonadal deriva no sélo de su
papel como neurotransmisor implicado a nivel hipotdlamo-hipofisario en la secrecion de LH
y FSH (Rettori et al., 1993; Ceccateli et al., 1993), sino también por la capacidad del radical
libre para modular de forma directa la actividad de diferentes enzimas de la esteroidogénesis
(Adams et al., 1992, 1993 y 1994; Van Hooris et al., 1994; Burnett et al., 1995; Del Punta
et al., 1996) y diversos procesos relacionados con repuestas fisiologicas en la gdnada
femenina (Elfman et al., 1993; Schukowski & Tsafiri, 1994; Van Hooris et al., 1994; Ben-
Schlomo et al., 1994a y 1994b; Chun et al., 1995).

Muchas de las acciones del NO sobre la esteroidogénesis en células testiculares de
Leydig se han asociado a la capacidad del radical libre para interactuar con el grupo Fe?*-
hemo de los enzimas esteroidogénicos (Adams et al., 1992, 1993 y 1994; Burnett et al.,
1995; Del Punta et al., 1996), y un mecanismo andlogo se ha propuesto para explicar los
efectos inhibitorios del radical libre sobre la P450AROM de célula granulosa humana (Van
Hooris et al., 1994). No obstante las dos acciones mas relevantes del autacoide NO como
molécula reguladora intraovérica se refieren a su participacion en el proceso inflamatorio
caracteristico de la ruptura del foliculo ovérico (Elfman ef al., 1993; Schukowski & Tsafiri,
1994) y a su capacidad para prevenir la apoptosis. de las células granulosa del foliculo que

caracterizan al proceso de atresia folicular (Chun et al., 1995).

Aunque planteado solo en fecha relativamente reciente (Elfman er al., 1993), los

efectos directos del NO sobre la fisiologia ovarica no parecen sorprendentes si se tiene en
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cuenta que diferentes productos de secrecién de los macréfagos residentes del ovario, que
son al mismo tiempo reguladores de la biosintesis de NO (Moncada et al., 1991; Nathan,
1992; Griffith & Stuher, 1995) y que incluyen a la IL18 (Gottshall ez al., 1988a y 1988b;
Gottshall ez al., 1989; Kasson & Gorospe, 1989; Fukuoka ef al., 1989; Kokia et al., 1992;
Hurwitz et al., 1992; Santana et al., 1996), el TNFa (Emoto & Baird, 1988; Roby &
Terranova, 1988 y 1990; Darbon ez al., 1989; Adashi e al., 1991; Andreani et al., 1989;
Santana ef al., 1995) e IFNvy (Gorospe et al., 1988), juegan un papel modulador importante
sobre el proceso de diferenciacion de la CGO (Adashi, 1989 y 1990; Adashi & Rohan, 1991;
Leung & Steele, 1992; Hsueh et al., 1994; Richards, 1994)

Tal y como se enunci en el apartado introductorio, en la presente memoria hemos
tratado de profundizar sobre los mecanismos subyacentes a la generacién de NO en el ovario,
tratando no sélo de definir un sistema regulador de la sintesis de NO, sino también de aclarar
en términos bioquimicos y moleculares algunos aspectos novedosos que relacionan el sistema

de generacién de NO con otros procesos tipicos de la CGO.

4.1  Identificacion de un sistema de generacion de NO localizado en la célula granulosa
ovdrica: papel de la ILIf y la FSH en el proceso: Ademds de su posible funcion mediadora
en los procesos de ruptura del foliculo ovirico (Elfman et al., 1993; Schukowski & Tsafiri,

1994) asociado al proceso ovulatorio (Espey, 1980) y la inhibicién de la atresia folicular

(Chun et al., 1995), aclarar el papel modulador del NO en la génada femenina, implica -

identificar/localizar un sistema fisiologicamente relevante para la generacion intraovarica del
radical libre (Elffman e al., 1993; Ben-Schlomo et al., 1994a y 1994b). Identificar un
sistema de este tipo implica no solo establecer que mecanismos de sefializacién intracelular
regulan a biosintesis de NO y en qué tipo de célula ovérica se genera, sino también la
importancia relativa del radical libre como entidad reguladora de otras funciones fisiol6gicas,
entre las que cabe incluir la regulacion de la induccién del fenotipo esteroidogénico (Van
Hooris et al., 1994) y/o la biosintesis de prostaglandinas (Ben-Schlomo ef al., 1994a) como
posibles marcadores de la diferenciacién celular y ruptura del foliculo ovarico (Espey, 1990;
Richards, 1994).
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Consecuente con su papel fundamental en los procesos de iniciacion, seleccion, atresia
y maduracién folicular los primeros experimentos de este trabajo se disefiaron para intentar
identificar a la célula granulosa ovérica (CGO) como la posible fuente de NO (Hsueh ez al.,
1994: Richards, 1994). Usando como modelo a estas células mantenidas en cultivo primario
(Fanjul et al., 1983; Santana et al., 1995 y 1996) en los estudios iniciales de esta memoria
hemos aportado pruebas consistentes que definen un mecanismo generador de NO localizado

al menos en parte en la CGO (Tabraue et al., 1997).

Estos resultados, parecen estar en contradiccion con datos anteriores obtenidos usando
cultivos mixtos de células tecales y CGO (Elffman ez al., 1993), diferentes preparaciones de
células oviricas dispersas (Ben-Schlomo ef al., 1994a y 1994b) o foliculos preovulatorios de
rata mantenidas en cultivo (Chun et al., 1995). Aunque en base a estos experimentos se habia
postulado que la interaccién entre CGO y otros tipos celulares era fundamental para la
generacion de NO en respuesta al tratamiento con IL18, los datos presentados en esta
memoria (Resumido inicialmente en las Figuras 3.1-3.4) demuestran claramente tal y como
discutiremos a continuacién, que existe un mecanismo de cooperacién endocrino/paracrino
entre FSH e IL1B implicado en la induccién y mantenimiento de la actividad de iNOS en

estas células.

No obstante, las razones entre la divergencia de los resultados presentados en esta
memoria (Tabraue et al., 1997) y los obtenidos en otros laboratorios (Elffman et al., 1993;
Ben-Schlomo ef al., 1994a y 1994b) no son claras, y merecen ser consideradas. En primer
lugar, es interesante tener en cuenta que dentro del foliculo ovarico existen subpoblaciones
de CGO con diferente grado de maduracién (Hsueh et al., 1994; Richards, 1994) que pueden
perderse durante la separacion por gradientes de percoll de otras células ovéricas
contaminantes (células de la teca, macréfagos residentes) tal y como ha sido demostrado
(Kasson et al., 1985). Alternativamente y de forma no excluyenfe, las diferencias podrian
atribuirse a las dosis de IL18 utilizadas y/o a la preparacién de citoquina empleada por otros
laboratorios (Elfmann et al., 1993; Ben-Schlomo et al., 1994a y 1994b). En cualquier caso,

el uso de diferentes métodos de separacion, purificacién y cocultivo de CGO y células tecales
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podria explicar porque en uno de estos estudios se postula que el NO podria mediar los
efectos citotéxicos de la I1-18 (Elfmann et al., 1993), mientras que en los otros experimentos
no se observa tal efecto (Ben-Schlomo et al., 1994a y 1994b) o incluso llega el NO a ser un
agente causal de supervivencia en el modelo més fisiolégico de cultivo de foliculos intactos

(Chun et al., 1995).

Sin embargo, y en otro orden de cosas, la posibilidad de que el efecto observado sea
un epifenémeno debido a la contaminacién con células de los endotelios capilares o
macrofagos residentes en el ovario también puede descartarse ya que i) los monocitos/
macréfagos tisulares no producen NOS al ser estimulados con IL18 (Moncada et al., 1991;
Nathan, 1992; Morris & Billiar, 1994); ii) la generacién de NO por estas células se produce
a una dosis minima efectiva de la citoquina (1 ng/ml), totalmente compatible con los niveles
intarovdricos de la citoquina en diferentes especies (Espey, 1980; Hurwitz et al., 1992;
Hsueh et al., 1994); iii) el efecto de la citoquina es especificamente antagonizado por la
proteina antagonista del receptor de IL18 (Dinarello & Thomson, 1991); iv) ni los
monocitos/macréfagos, ni las células endoteliales, ni las células productoras de andrégenos
situadas en la teca tienen receptores a la gonadotrofina FSH, que en nuestro modelo es capaz
de aumentar la acumulacién de nitritos inducida por IL18; v) los efectos amplificadores de
la FSH sobre el sistema iNOS estan especificamente mediados por la via cAMP-PKA (Leung
& Steele, 1992; Richards, 1994), ya que el tratamiento con el andlogo but,cAMP no tuvo
efecto alguno sobre la actividad NOS pero aument6 la actividad NOS de forma similar a lo
observado previamente para la gonadotrofina; y por ultimo, vi) independientemente de la
existencia en CGO de receptores relevantes al LPS (Sancho-Tello et al., 1994), TNF«
(Emoto & Baird, 1988; Roby & Terranova, 1988 y 1990) e IFN+vy (Gorospe et al., 1988) en
el modelo experimental utilizado en este trabajo ninguno de estos agentes aumentd la
actividad NOS, aun siendo bien conocida su capacidad para inducir la generacién de NO en
una gran variedad de células inmuno- y no inmunocompetentes (Niissler et al., 1992;

Junquera et al., 1992; Scott-Burden et al., 1994).

Tal y como discutiremos a continuacion, el efecto potenciador de la FSH-cAMP sobre
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la genercién de NO inducido por IL18 en CGO es, sin ningiin género de dudas, un hallazgo
importante del presente trabajo, que nos permitié ademds investigar un aspecto hasta ahora
no descrito sobre el papel de las biopterinas en la regulacién de la funcién diferenciada de

la CGO que aporta nuevos datos sobre la relevancia fisiolégica del NO en el ovario.

En primer lugar se demuestra en este trabajo que el ligero aumento inducido por la
gonadotropina sobre el mRNA de iNOS observado de forma consistente cuando las CGO son
tratadas con IL18 no refleja aumentos paralelos de proteina inmunoreactiva (Figura 3.3), por
lo que este efecto es atribuible a una estabilizacién del mensajero mas que a aumentos en la
transcripcion y/o eficacia de la posterior traslacion del mRNA de iNOS a proteina. Los
resultados representados en la presente memoria definen, sin embargo, un mecanismo
probable y comiin a otros tipos celulares (Werner-Felmeyer et al., 1990), que explica los
efectos potenciadores de la gonadotrofina sobre la actividad enzimatica de la INOS

previamente inducida por IL18.

Aunque durante la oxidacién del grupo guanidino terminal de la arginina no se aprecia
transformacion neta de la tetrahidrobiopterina.(BH4) a BH2, tal y como ocurre en las otras
reacciones enzimdaticas de hidroxilacion de aminoicidos (Kaufman, 1963; Brenneman &
Kafan, 1964; Loenberg et al., 1967; Nichol et al., 1985), una concentracion intracelular
adecuada de BH4 generada de forma dependiente del enzima regulador GTPCH por la via
de novo, parece condicionar la actividad catalitica final de las formas inducibles y

constitutivas del enzima (Tayeh & Marletta, 1989; Werner Felmeyer et al., 1990; Gross &

Levi, 1992). Este efecto del BH4 sobre la actividad iNOS ha sido demostrado en fibroblastos -

de ratébn (Werner-Felmeyer et al., 1990), misculo liso (Gross & Levi, 1992) y células
endoteliales de diferentes especies (Gross & Levi, 1992; Werner-Felmeyer et al., 1993;
Gross et al., 1991; Schmidt ez al., 1992).

Aunque el mecanismo implicado en el absoluto requerimiento del coenzima para una

Optima actividad de NOS ha sido controvertido, evidencias experimentales obtenidas con

preparaciones purificadas de las isoformas neuronal e inducible del enzima (Sthuer et al,
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1991a; Baek et al., 1993; Klat et al., 1995) o mutagénesis dirigida en experimentos de
transfeccion de la isoforma endotelial del enzima (Lee ef al., 1995) demuestran que el BH4
es fundamental para mantener en forma de dimeros a todas las especies moleculares de NOS
(inducibles y constitutivas), y que esta conformacién cuaternaria es imprescindible para

mantener el sitio activo del enzima en un estado de maximo rendimiento (Stuher, 1997).

En la memoria que se presenta, hemos demostrado en CGO la importancia de la
concentracién intracelular de BH4 para una Optima actividad de iNOS usando diferentes
aproximaciones experimentales que incluyen i) la demostracién por RT-PCR que el efecto
independiente de FSH e 1118 sobre la transcripcion de GTPCH, y la potenciancion mas que
aditiva observada sobre los niveles de su mRNA en células tratadas con ambos agentes, se
correlacionan con los niveles de actividad enzimatica iNOS en CGO; ii) usando diferentes
agentes farmacolégicos (DAHP, SEP, MTX) también demostramos que la inhibicion de la
via de novo con DAHP, o la activacién de la de salvamento con SEP (Nichol ez al., 1983),
modulan la actividad NOS en estas células; y por dltimo, iii) al determinar por HPLC los
niveles intracelulares de BH4 y otros metabolitos de la ruta, y tal y como discutiremos més
adelante, demostramos que los diferentes tratamientos con FSH y/o los agentes usados para
modular la biosintesis por las vias de novo y salvamento se correlacionan con los niveles de
expresion de la GTPCH.

Aunque entre los agentes que potencian la induccién de GTPCH como mecanismo de

amplificacién de la actividad enzimitica de iNOS, se encuentran los activadores de la via_

cAMP-PKA (Hattori & Gross, 1993; Scott-Burden ez al., 1994; Nakayama ef al., 1994; Zhu
et al., 1994), en esta memoria se demuestra por primera vez que este efecto puede depender
de un receptor hormonal acoplado a la generacién de cAMP bajo condiciones fisiologicas.
Previamente s6lo en un caso, usando células tumorales de glandula adrenal (clén Y-1 y su
mutante Kin-8 que sobreexpresa PKA tipo I) se habia demostrado que la estimulacién con
anélogos permeables del CAMP o el tratamientto con dosis suprafisioldgicas de ACTH eran
capaces de aumentar moderadamente los niveles intracelulares de BH4, aunque este efecto

no se pudo reproducir en células adrenales normales mantenidas en cultivo primario (Duch
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et al., 1986).

Tomados en su conjunto, los resultados presentados en esta primera parte son
importantes por si mismos y nos permiten postular no sélo la existencia de un sistema de
generaciéon de NO en el ovario que queda circunscrito, al menos en parte, a la célula
granulosa ovdrica, sino también que este sistema, que puede estar implicado en los procesos
de prevencién de la atresia folicular (Chun et al., 1995) y ovulacién (Elfman et al., 1993;

Schukowski & Tsafiri, 1994), es regulable por FSH e IL1B (Tabraue et al., 1997).

Puesto que en el proceso de crecimiento y desarrollo folicular participan ademas de
las gonadotropinas (FSH y LH) otros factores intraovaricos que proporcionan a través de
diferentes vias de sefializacion un ajuste més fino de los efectos de las hormonas hipofisarias
(Adashi, 1989 y 1990; Leung & Steele, 1992; Richards, 1994), los resultados de este trabajo
apoyan la existencia de mecanismos adicionales de regulacion de la via arginina/NO, hecho

que estd siendo considerado en este laboratorio.

4.2.  Los niveles intracelulares de tetrahidrobiopterina juegan un papel importante en la
regulacién de la esteroidogénesis en célula granulosa ovdrica: Como la via de sefializacion
FSH-cAMP juega un papel determinante en la diferenciacién de la CGO (Amsterdam et al.,
1989; Richards, 1994), nos pareci6é poco probable que la tinica funcién fisioldgica implicada
en los aumentos de BH4 intracelular inducidos por la gonadotropina fuera estabilizar la forma
activa de iNOS, y ello a pesar de las evidencias que apoyan el papel importante del NO como
un factor intraovarico implicado en la regulacién del desarrollo folicular (Chun et al., 1995)

y la ovulacion (Elfman et al., 1993; Schukowski & Tsafiri, 1994).

Esta posibilidad nos llevé no sélo a investigar si, como ocurre en otros tejidos, los
aumentos transcripcionales de la GTPCH se correlacionan con la concentracién intracelular
de tetrahidrobiopterina (Nichol ez al., 1985), sino también en que forma podria estar el BH4
implicado en la regulacién de la funcién diferenciada de la CGO y mas concretamente en la

regulacion de la respuesta esteroidogénica.
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En este sentido, el tratamiento con FSH no solo aumenté la concentracion intracelular
de tetrahidrobiopterina en CGO, que coinciden con los aumentos del nRNA de GTPCH, sino
que la inhibicién de este enzima con DAHP redujo de forma dosis-dependiente los niveles

de BH4 acumulados por la via de novo y, de forma sorprendente, este efecto se correlaciond

con una reduccién en la acumulacién de progesterona y actividad de la P450AROM en células

tratadas con FSH. El fenémeno observado es especifico de la CGO, ya que en células
tumorales de Leydig MA-10 que se caracterizan por una respuesta esteroidogénica rapida
(Ascoli, 1981a y 1981b) el tratamiento con SEP o en combinacién con LH, no modifico los

niveles de progesterona acumulada en el medio de cultivo.

El descenso paralelo observado entre niveles intracelulares de BH4 y actividad
esteroidogénica observado en células tratadas con DAHP y FSH, pudo revertirse de forma
especifica usando SEP como sustrato de la via de salvamento, por lo que no puede atribuirse
demostrandose asi que el efecto no se debe a un posible efecto téxico inespecifico del
compuesto (Baier-Bitterlich e al., 1995; Schobersberger et al., 1996). La relevancia
fisioldgica de este hecho se confirmé en experimentos adicionales donde se demostrd que el
tratamiento con SEP aument6 la biosintesis de progesterona hasta niveles préximos al 50%
de la respuesta inducida por la FSH. Pero ademéas pudo observarse que si bien en presencia
de FSH-cAMP al bloquear la sintesis de BH4 disminuye también, y de forma especifica, la
sefial de amplificaciéon de los enzimas P450scc (McMasters et al., 1987; Simpson et al.,
1992) y 3BHSD (Martel et al., 1990) implicados en la biosintesis de progesterona y de la
P450AROM encargada de la aromatizacion de los andrégenos C19 en estrégenos (Miller,
1988; More & Miller, 1991), la SEP por si misma solo afectd a la transcripcion de los

enzimas implicados en la biosintesis de progesterona.

Estos hechos sugieren un efecto diferenciado del BH4 sobre los enzimas
estefoidogénicos que en principio podemos definir como facilitadores para el caso de la
P450AROM y coactivadores para P450scc y 38HSD. Aunque estos datos son por si mismos
importantes, el mecanismo por el que un aumento intracelular de BH4 regula la transcripcion

de genes especificos de la esteroidogénesis en CGO no es, por el momento, facilmente
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explicable.

De hecho en los estudios ya mencionados usando células tumorales adrenales Y-1y
el mutante Kin-8, no pudo demostrarse una correlacién entre generacién de esteroides
después de la estimulacién con ACTH-cAMP y acumulacién celular de BH4 (Duch et al.
1986). No obstante y aparte de su funcién como coenzima redox en las reacciones de
hidroxilacién que limitan la biosintesis de neurotransmisores derivados de aminoécidos
(Kaufman, 1963; Brenneman & Kafan, 1964; Tietz et al., 1965; Loenberg et al., 1967,
Shiman et al., 1971; Nichol et al, 1985), un niimero creciente de evidencias sugieren un

papel més versatil para el BH4 en diferentes sistemas bioldgicos (Werner ez al., 1993).

En este sentido se ha implicado a este cofactor y a otros intermediarios pterinicos de
la via en respuestas celulares diversas que incluyen #) estimular la liberacién neuronal de los
neurotransmisores dopamina (Koshimura et al., 1990; Zhu et al., 1994), serotonina (Mataga
et al., 1991; Wolf ez al., 1991), acetilcolina (Ohue et al., 1991) y glutamato (Mataga et al.,
1991); ii) promover la proliferacion de células hematopoyéticas normales (Ziegler et al.,
1982 y 1986; Tanaka ef al., 1989) y transformadas (Kerler et al., 1990), timocitos (Ziegler
et al., 1986; Schott et al., 1992) y células cromafines PC12 de rata (Anastasiades et al.,
1996); y finalmente, iii) la induccién de apoptosis en la linea monocitica humana U937
(Baier-Bitterlich ef al., 1995) y celulas epiteliales alveolares de rata L2 (Schobersberger et
al., 1996). Anadido a estos efectos bioldgicos importantes, se ha postulado también que los
derivados mds estables de la via (neopterina) aparecen elevados en sangre durante ciertos
tipos de sepsis, infeccion por HIV y cancer (Fuchs er al., 1993; Strohmaier ez al., 1987),
y se ha sugerido que este efecto es debido a un posible papel regulador del tono oxidativo

(red-ox) intracelular (Baier-Bitterlich ez al., 1997).

Aunque. los datos anteriores apoyan un papel importante para los compuestos
pterinicos en la regulacién de diferentes procesos celulares, queda ain por aclarar por qué
mecanismo asociado a los aumentos intracelulares de BH4 la FSH induce la transcripcion de

enzimas de la esteroidogénesis, aun cuando algunas posibilidades que estin siendo
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actualmente consideradas de forma experimental en este laboratorio, merecen ser discutidas.

Aunque la activacién de la via FSH-cAMP mediada por la serina/treonina Quinasa
PKA juega un papel importante en la diferenciacién de la CGO y en la adquisicion por la
misma del fenotipo esteroidogénico, el como este mecanismo de transduccion de sefiales
induce la expresién génica en estas células ha empezado a aclarase s6lo después de la

caracterizacién molecular de los genes que codifican los enzimas de esta via (Miller, 1988).

Como en otros tipos celulares (Sassone-Corsi 1995; Calkhoven & Geert, 1996), la
activaciéon por cAMP de las subunidades cataliticas de la PKA (tipo II) presente en célula
granulosa (Richards, 1994), actia por un mecanismo que implica su traslocacion nuclear y
la fosforilacién de CREB, proteina de unién al elemento de respuesta al cAMP (Mukherjee
et al., 1996). El CREB es un miembro de la familia multigénica bZIP de factores activadores
de la transcripcion (ATFs) cuyos miembros se caracterizan por tener en su estructura una
regi6on béasica (50% Lys/Arg) de unién a secuencias palindrémicas (TGACGTCA) de
reconocimiento en el DNA (Sassone-Corsi, 1995) y una a-helice que forma cremallera (Zip)
de leucinas (Borrelli ez al., 1992) que le confiere a la proteina la capacidad para la formacién
de super-complejos de factores de trancripcion (Calkhoven & Geert, 1996).

Una vez fosforilado en diferentes serinas especificas en torno a la Ser'®

que forman
el denominado dominio inducible por quinasas (Meyer & Habener, 1993), los homodimeros
de CREB, o sus heterodimeros con otros factores de transcripcion, se unen a los
correspondientes elementos nucleares CRE (Hoefler et al., 1988; Gonzalez et al., 1989;
Borrelli et al., 1992; Sassone-Corsi 1995; Calkhoven & Geert, 1996) presentes de forma
ubicua en la regién promotora de numerosos genes de eucariotas (Richards et al., 1995;
Sassone-Corsi 1995; Calkhoven & Geert, 1996). Los dimeros de CREB fosforilado en Ser'*?
pueden iniciar la transcripcion de genes especificos de respuesta a cAMP (Alberts et al.,

1994), efecto que es incrementado por la fosforilacion de otra Ser'®

y atenuado por la
fosforilcién en Ser'* o simplemente por desfosforilacion del factor de transcripcién (Vallejo

et al., 1996).
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Sin embargo, deben ser tenidos en cuenta varias cuestiones para entender el
mecanismo de regulacién de la transcripcion de los enzimas de la esteroidogénesis por la via
cAMP-PKA (Watermann, 1994), y por tanto para realizar hipétesis consistentes que
expliquen los efectos del BH4 sobre este parametro. En primer lugar, después de la
caracterizacién molecular de CREB (Hoeffler et al., 1988) se han caracterizado al menos diez
productos de "maduracién alternativa" adicionales de una familia de proteinas (CRE-
proteinas) con capacidad de unirse a CRE y que pueden actuar como activadores o

inhibidores de la transcripcién (Sassone-Corsi et al., 1995).

Entre los primeros se encuentran los activadores CREB, CREM7 y ATF1 (Gonzalez
& Montominy, 1989; Rehfuss et al., 1991; Foulkes et al., 1992) mientras que en el grupo
de los represores se incluyen CREMa, CREMS, CREM~y, E4BP4 y CREB-2 (Laoide et al.,
1993, Cowell et al., 1992; Karpinski et al., 1992) y el elemento rapidamente inducible, e
inhibitorio, ICER (represor inducible del CRE) generado a partir de un promotor alternativo
de CREM (Molina et al., 1993; Stehle et al., 1993) y que antagoniza la transcripcion
mediada por cAMP (Sasone-Corsi, 1995).

Mientras la activacion de la via cAMP-PKA induce la fosforilacion de CREB y
CREMT7 que se convierten en poderosos inductores de la transcripcién (Foulkes et al., 1991)
uno de los primeros efectos de este proceso es la induccién de CREM pero también del

principal modulador negativo de la respuesta a cAMP que es ICER (Laoide et al., 1993).

En base a los datos anteriores, podria postularse que el efecto del BH4 sobre la
regulacién de la esteroidogénesis podria ejercerse a diferentes niveles que pueden incluir bien
la induccién de la fosforilacion de CREB (Meyer & Habener, 1993; Alberts et al., 1994) y/o
la inhibicién de su desfosforilacion por una fosfatasa nuclear tipo PP2A encargada de
desfosforilar el factor de transcripcién (Wadzinski et al., 1993). Aunque sugestiva, esta
posibilidad solo puede aceptarse si se demuestra un aumento en la fosforilacion de CREB al
aumentar los niveles intracelulares de BH4 con sepiapterina. Aunque se estin realizando los

experimentos correspondientes, es poco probable la participacion de un mecanismo de este
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tipo, que no explicaria los efectos diferentes sobre la transcripcion observados para los
enzimas regulables de la biosintesis de progesterona (P450scc y 38HSD) y la biosintesis de

estrogenos (P450AROM).

Alternativamente y de forma andloga a como participa en la activacion de iNOS,
podria postularse que el BH4 pudiera jugar un papel importante en la homo/hetero-
dimerizacién de CREB para activar la transcripcién, aunque no hay ninguna evidencia
experimental para un mecanismo de regulacion de este tipo, serd objeto de atencion especial

en un proximo futuro.

4.3. Relacion entre ceramida y NO en la regulacion de la biosintesis de prostaglandinas
en célula granulosa ovdrica: Efectos divergentes del TNFa y la IL1f: El TNFo y la IL18B
son dos citoquinas inmunolégicamente diferentes aunque de idéntico PM (17 Kda) producidas
por monocitos/macréfagos y otras células inmunocompetentes (Dinarello, 1988 y 1989;
Vilceck & Lee, 1991). Aunque basicamente asociada su accién a la regulacién de los
mecanismos de la respuesta inmune, los efectos generales de ambas citoquinas exceden con
mucho a sus efectos moduladores sobre células inmunocompetentes y su participacién en la
regulacion de una gran variedad de respuestas biolégicas en células normales y transformadas
es ampliamente aceptada (Beutler & Cerami, 1988; Dinarello, 1988 y 1989; Dinarello &
Thomson, 1991; Vilceck & Lee, 1991).

Aunque ambas citoquinas inducen numerosas respuestas celulares comunes, hecho que

se ha relacionado con su capacidad de desencadenar idénticos mecanismos de sefalizacion
intracelular entre los que se han identificado la activacion de proteinas G (O’Neill ez al.,
1990; Yanaga et al., 1992) la generacion de diacilglicerol y activacién de PKC y la
fosforilacién de idénticas proteinas intracelulares (Rossoff et al., 1988; Schiitze ez al., 1992),
la forma precisa en que ambas citoquinas transmiten la sefial al interior celular son poco

conocidos.

En este sentido, la reciente caracterizacion molecular de dos tipos de receptores

108

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2003



Discusion

monoméricos diferentes para la IL1B (Calotta et al., 1993; Sims et al., 1993) y para el
TNFa (Loetscher et al., 1990; Schall et al., 1990) no ha permitido ningin avance
significativo a la hora de establecer un sistema de segundos mensajeros responsable de las
variadas y numerosas respuestas celulares desencadenadas por estos ligandos reguladores
(Dinarello, 1988; Dinarello & Thomson, 1991; Vilceck & Lee, 1991; Tartaglia & Goeddel,
1992: Heller & Kronke, 1994), ya que ninguno de estos receptores guarda homologia de
secuencia con otras familias de receptores conocidas, que incluyen los acoplados a proteinas
G, o las proteinas de reconocimiento con actividad intrinseca de tirosina- o serina/treonina

quinasa.

Los receptores a IL1B, de tipo I (pp80ILR) y tipo II (pp60ILR) se diferencian entre
si en qué el de bajo PM es capaz de unir al ligando pero al carecer de dominio intracelular,
no participa en la transmisién de sefiales por lo que ha sido designado como receptor de
camuflaje o receptor decoy (Calotta et al., 1993; Sims ez al., 1993). En cambio los dos tipos
diferentes de receptores monoméricos para el TNFa (ppSSTNFR; pp70TNFR) muestran
ademds de diferencias significativas en su distribucion celular y estructura primaria
(Loetscher et al., 1990; Schall ef al., 1990; Smith et al.,1990), que ambos estidn acoplados

a sistemas de sefializaciOn intracelular.

En fecha relativamente reciente, se ha demostrado que la generacidn de ceramida
iniciada por la activacién de una o mas esfingomielinasas (SMasa) de distinta localizacion
intracelular y pH Optimo se comporta como un nuevo segundo mensajero intracelular que
media muchas de las respuestas celulares inducidas por diferentes agonistas que incluyen
ademas de la VitD;, el IFNy, la IL18 y el TNFa (Kolesnick, 1992; Hannun & Linnardic,
1994; Hannun, 1994).

Esta nueva via de sefializacién provee al menos un sistema de segundos mensajeros

comin a ambas citoquinas, y en este sentido datos previos de este laboratorio ya se habfa

demostrado que la ceramida actuaba como mensajero intracelular implicado en la inhibicién

de la esteroidogénesis inducida por la IL18 y el TNFa en CGO estimuladas con FSH
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(Santana et al., 1995 y 1996). En base a estos resultados, en el presente estudio se
compararon en primer lugar los efectos de ambas citoquinas sobre la produccion de NO y
PGE, en CGO y luego, tal y como pasaremos a discutir, la posible participacion de la

ceramida en el proceso.

Aunque de acuerdo a datos (Santana er al., 1995 y 1996) la acumulacién de
progesterona y la actividad P450ArRoM inducida por FSH, son inhibidas al tratar con
cualquiera de estas citoquinas, independientemente de la presencia de FSH el tratamiento con
TNF« no afecté la acumulacién de nitritos en el medio, ni la actividad de NOS medida en
términos de acumulacién de [*H]citrulina ni aumenté la acumulacién de PGE, en el medio

de cultivo.

Ademds, es importante sefialar que mientras el efecto inhibitorio sobre la
esteroidogénesis inducido por ambas citoquinas se reproduce al tratar con SMasa exdgena y
C6-ceramida, la activacién de la via de la esfingomielina con estos agentes no tuvo efecto
apreciable sobre la actividad NOS. De forma andloga, el TNFa no modifico por si mismo
ni en presencia de FSH la acumulacién de PGE, en el medio, aunque tanto el tratamiento con
SMasa exdgena como con ceramida permeable solas o en presencia de la gonadotrofina

indujeron un ligero aumento en la biosintesis de prostaglandinas (Santana et al., 1996).

El andlisis de estos datos nos permite plantear en primer lugar y de acuerdo a nuestra
hipétesis anterior que la generacion de ceramida en respuesta a IL18 y TNF« es suficiente
para inhibir la respuesta esteroidogénica en células estimuladas con FSH, aunque no para
reproducir del todo los efectos de la IL18 sobre la biosintesis de PGE, (Santana et al., 1966)
o la induccién de iNOS (esta memoria). Este laboratorio ya habia demostrado que los
niveles de expresion del mRNA de la forma inducible de la prostaglandina-endoperéxido G/H
sintasa/ciclooxigenasa (COX-2) aumentan en respuesta a la activaciéon de la via de la

esfingomielina con SMasa exdgena o ceramida permeables (Santana et al., 1996).

Aunque estos resultados estdn aparentemente en contradiccion con el hecho de que
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s6lo la IL18 fue capaz de aumentar de forma efectiva la acumulacién de prostaglandina E,
en el medio de cultivo (Santana et al., 1996). Resultados similares, y hasta cierto punto
coherentes con los mecanismos complejos de regulacion descritos para la COX-2 (De Witt,
1991), han sido también descritos en fibroblastos humanos, en los que €l tratamiento con
ceramidas permeables aumentaban la expresién de COX-2 pero no reproducian los efectos

de la IL1B sobre la biosintesis de PGE, (Ballou et al., 1992).

Como en otras lineas celulares (Salvemini et al., 1993; Tsai et al., 1994; Franchi et
al., 1994; Tetsuka et al., 1996), en esta memoria demostramos que el tratamiento con
inhibidores de la NOS antagoniza los efectos de la IL18 sobre la acumulacién de PGE, y
niveles celulares de proteina inmunoreactiva, y que este efecto es especificamente revertido
cuando se usa SNOG como donante de NO (Figura 3.15). Puesto que estos resultados
sugieren un papel importante para el NO en la biosintesis de prostaglandinas en CGO, se
plantearon los experimentos resumidos en la Figura 3.16. En ellos queda claramente
demostrado que en presencia de NO exdgeno, los bajos niveles de PGE, producidos en

respuesta a ceramida, aumentan hasta alcanzar los observados con IL18.

En conjunto puede afirmarse que la generacion de NO independiente de ceramida es
importante para la biosintesis de PGE, inducida por IL1B en estas células, siendo este el
primer ejemplo descrito de un efecto cooperativo entre NO y ceramida. El mecanismo exacto
de ambas vias que finalmente resultan en un efecto cooperativo en la produccion final de
prostaglandinas queda por desvelar. Sin embargo, experimentos previos usando anilogos
permeables del cGMP demuestran que los efectos del NO sobre la ceramida no estan
mediados por una activaéién de guanilato ciclasa (no se muestran los resultados), por lo que
estos efectos pueden estar mediados por una estabilizacion del mRNA de COX-2 y/o un
aumento en su traduccion a proteina que estaria de acuerdo con los efectos del inhibidor de

la NOS (Figura 3.15) sobre los niveles de proteina inmunoreactiva.
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Conclusiones

En el presente trabajo demostramos por primera vez la existencia de un sistema
generador de NO en célula granulosa ovéarica (CGO), que es ademds modulable por
FSH e IL18, e independiente de otras citoquinas (TNFea, IFNv) o el lipopolisacérido
bacteriano (LPS).

El efecto potenciador de la FSH sdbre el sistema generador de NO inducido
por la IL1B en estas células, aunque acompafiado de un ligero aumento en los niveles
del mRNA de iNOS no se traduce en aumentos de proteina inmunoreactiva, y puede
por tanto atribuirse a un aumento en la estabilidad del rhensajero, maés que a un efecto

sobre la transcripcion y/o posterior traducciéon del mRNA a proteina.

Mientras que la IL1B por si misma es capaz de promover la induccién de iNOS, el
efecto potenciador de la FSH se debe a la induccion de 1a GTPCH, el primer enzima
regulador de la via de novo en la biosintesis de tetrahidrobiopterina (BH4). Los
resultados presentados en esta memoria demuestran ademas que los efectos de la FSH
sobre la transcripcion de mRNA de GTPCH se correlacionan con los niveles

intracelulares de BH4.

Aunque en otras lineas celulares ya ha sido demostrado que la activacion de
la via cAMP-PKA con but,cAMP o forskolin potenciaba los efectos de las citoquinas
sobre la induccién de la GTPCH, esta es la primera demostracién de un efecto de este

tipo al activar directamente un receptor acoplado a proteinas G.

Utilizando diferentes manipulaciones farmacolégicas que incluyen la inhibicion de la

GTPCH con DAHP, el uso del sustrato permeable de la via de salvamento (SEP) y
el inhibidor de la dihidrofolato reductasa (MTX), hemos demostrado ademés que la
induccién por FSH de GTPCH tiene efectos fisiologicos importantes que exceden a

la generacion del BH4 que actue de coenzima para la iNOS.

En este sentido nuestros resultados demuestran, también por primera vez, que el
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tratamiento con el sustrato de la via de salvamento SEP, no s6lo aumenta los niveles
de BH4 intracelular, sino que regula a nivel transcripcional la biosintesis de
progesterona en forma tiempo y dosis dependiente. El efecto estimulador del BH4
sobre la biosintesis de progesterona, implica ademas aumentos en la transcripcion de
los enzimas regulables por FSH (P450scc y 38HSD), demostrandose asi un efecto

de esta molécula sobre la expresion génica no descrito con anterioridad.

Aunque el BH4 regula a nivel transcripcional, y por si misma, la biosintesis de
progesterona, sus efectos estimuladores sobre la biosintesis de estrégenos y expresion
del mRNA de P450AROM son estrictamente dependientes de la previa activacion de

la via de sefalizacion FSH-cAMP.

Estos efectos diferentes sobre la biosintesis de progesterona y estrogenos
demuestran la relevancia fisiologica del fenémeno, aunque los mecanismos

moleculares subyacentes permanecen alin por aclarar.

Demostramos en esta memoria que la ceramida generada en respuesta a IL18 en CGO
es necesaria y suficiente para reproducir los efectos inhibitorios de la citoquina sobre
la esteroidogénesis estimulada por FSH en estas células y que es necesaria pero no

suficiente para estimular la biosintesis de PGE,.

Por iltimo y aunque se demuestra claramente en esta memoria que la ceramida no
estd involucrada en la generacién de NO en CGO, si presentamos claras evidencias
de un efecto cooperativo entre NO y ceramida en la biosintesis de prostaglandinas en
estas células, siendo esta también la primera demostracién de una cooperacion entre

estos sistemas de sefializacion intracelular.
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