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Introduccion

1.1  Fisiologia del ovario y la célula granulosa folicular

El hecho fundamental de la fisiologia ovdrica, lo constituye la maduracion del
foliculo, su ruptura para permitir la ovulacién, y su posterior transformacién en cuerpo liteo.
La incdgnita mas importante en la comprension de la fisiologia del ovario la constituye la
forma en la que se produce la seleccién de uno o varios foliculos concretos, de entre los que
en cada ciclo ovdrico inician su maduracién. La resolucién de esta incégnita, proporcionaria
~ademds la respuesta a otro de los interrogantes que avn persisten acerca de la funcién
ovdrica: cémo se produce la atresia folicular y la regresién del cuerpo liteo durante cada
ciclo (Centolo GM, 1983; Greenwald GS, TerranoVa PF, 1988; Kenigsberg D,et al 1989).

La conclusién de 1a maduracién folicular, es inseparable de la finalizacién con éxito
de otro proceso, el de proliferacién y diferenciacidn de las células contenidas en el interior
del foliculo, las células granulosa. Las células granulosa ovdricas experimentan un corto €
intenso proceso proliferativo, durante el cual se multiplican desde una unica capa, que
recubre el interior del foliculo primordial, hasta formar miltiples capas que rodean el oocito

al cual sirven de sosten.

Cuando la intensidad de la multiplicacién celular disminuye, se inicia la
diferenciacién, que transforma a una célula epitelial, sin una funcidén definida, en otra con
una morfologfa tipica de célula con procesos de secrecidn intensa. A lo largo de su
diferenciacidn, la célula granulosa, expresa receptores de membrana a hormonas hipofisarias,
factores de crecimiento y citoquinas (Richards JS, 1980; Hsueh et al, 1983; Hsueh et al,
1984). Y, activada por las moléculas para las que expresa receptores, sintetiza hormonas
esteroideas, péptidos reguladores, proteinas que forman la matriz extracelular del oocito, y
enzimas liticos, que participaran en la digestion de la pared folicular, que precede a la
ovulacién (Amsterdam A, Rotmensch S, 1987; Amsterdam A et al, 1989; Toneta S, Dizerega
GS, 1989).

Proliferacion y diferenciacién, tienen lugar en la célula granulosa, como consecuencia

1
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Introduccion

de un delicado equilibrio entre influencias hormonales endocrinas, paracrinas y autocrinas,
aunque existen diferencias en el nivel de conocimientos acumulados hasta el presente, sobre

la regulacién de ambos fendmenos.

La diferenciacién de la granulosa, es un proceso relativamente bien comprendido
debido en gran medida, a la existencia de un modelo experimental adecuado, el cultivo de
estas, en medio libre de suero (Erickson GF, 1983), conservando la capacidad de adquirir
practicamente todas las funciones que caracterizan a la célula diferenciada en el interior del

foliculo.

Los cultivos, se establecen a partir de células obtenidas de ratas inmaduras tratadas
con dietilestilbestrol (DES), y mantenidas en medio libre de suero, y son un excelente
modelo experimental porque, i) Se obtiene un elevado nimero de células por ovario sin
necesidad de emplear colagenasa que dafia las membranas celulares, ii) Se consigue una
poblacién celular homogenea, indiferenciada y representativa de la existente en los foliculos
preantrales, iii) La ausencia de suero permite controlar las variables hormonales

adecuadamente.

En estas condiciones experimentales, las células granulosa pueden ser diferenciadas
y luteinizadas, y constituyen junto con los linfocitos, las tnicas células no tumorales, cuyo
proceso de diferenciacién puede ser reproducido in vitro, con la aparicién de cambios

morfoldgicos, funcionales y bioquimicos andlogos a los que tienen lugar in vivo.

Asi ha podido probarse, que la hormona foliculo estimulante (FSH), la principal
reguladora de las distintas fases de maduracion folicular, regula asimismo la diferenciacion
de la célula granulosa ovdrica, que in vitro experimenta bajo sus efectos los mismos cambios
morfolégicos, que los que tienen lugar en el foliculo, y que podrian resumirse en: i)
Adquisicién de una forma cuboidal o esférica, con prolongaciones citoplasmaticas, diferente
de la epitelial aplanada y lisa del foliculo primordial, ii) Aparicién de gap junctions, base

anatémica de la comunicacién intercelular entre estas células, a través de las cuales iones y

2
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Introduccion

moléculas de bajo peso, como los mensajeros intracelulares y los esteroides, se transferirian
de una célula a otra, iii) Cambios en los orgdnulos citoplasmdticos y el citoesqueleto,
compatibles con la aparicion de una intensa actividad esteroidogénica y secretora (Amsterdam
et al, 1981; Carnegie et al, 1987).

En la regulacién del proceso diferenciador, la FSH es auxiliada, por un sinnimero
de moléculas. Para permitir esta complicada modulacién la FSH induce previamente y en
forma sucesiva: i) Receptores homdlogos para la propia hormona (Richards JS et al, 1976;
Vidyashankar N, Mougdal NR, 1984), ii) Receptores para LH/hCG (Erickson GF et al,
1979; May JV et al, 1980), iii) Mantiene los receptores al LHRH e induce receptores a la
PRL (Wang C et al, 1979; Ranta T et al, 1982), iv) Induce receptores a la Insulina, el IGF-I,
TGF-8 y EGF (Adashi EY et al, 1985; Bendrell JJ, Dorrington J, 1988; St Arnaud R, 1983),
v) Induce receptores a andrdgenos, estrogenos y progestidgenos, todas ellas moléculas que
participaran en la regulacién de la diferenciacién de la célula (Richards JS, 1975; Schreiber
JR, Ross GT, 1976).

El proceso diferenciador se caracteriza tambien por la adquisicion de la capacidad de
sintetizar moléculas que no pueden ser producidas por la granulosa del foliculo primordial,
y si por las células que se encuentran en el foliculo durante las distintas fases de su
desarrollo. La FSH induce sucesivamente, i) La P450,z0nm, que cataliza la conversion de
andrégenos procedentes de la teca, para producir estrégenos, fundamentalmente 178-estradiol
(Erickson GF, Hsueh AJW, 1978; Hickey GJ et al, 1990), ii) El enzima desrramificante del
colesterol (CSCC) (Toaff ME et al, 1983), iii) La 3B8-hidroxiesteroide deshidrogenasa (38-
HSD) (Jones PBC, Hsueh AJW, 1982), A*>>-isomerasa, que en la celula granulosa cataliza
tinicamente el paso de pregnenolona a progesterona, iv) Inhibe la 20«-hidroxilasa que
metaboliza progesterona a 20a-OH progesterona (Jones PBC, Hsueh AJW, 1981; Moon YS
et al, 1985). ‘

Ademds la FSH, induce o estimula la sintesis de IGF-I (Hernandez ER et al, 1989),

Proteoglicanos que forman la matriz extracelular, y Activador del plasmindgeno tisular (tPA)

3
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Introduccion

(Shaw KIJ et al, 1985), cuya actividad de colagenasa disminuye la viscosidad del liquido

folicular, y produce la lisis de la pared del foliculo durante la ovulacidn.

La LH es la hormona responsable de la diferenciacién terminal o luteinizacion de la
célula granulosa. Su papel como hormona reguladora de este proceso, estd necesariamente
subordinado al hecho de que la célula en los estadios iniciales de diferenciacién, no posee
receptores para esta gonadotropina. La luteinizacion se caracteriza basicamente por la pérdida

gradual de los receptores para la FSH, y la especializacion en la produccién de progesterona.

Los efectos generales de 1a LH pueden esquematizarse como: i) Disminucién de las
gap junctions, que permite una disgregacidon de las células granulosa, posibilitando la
liberacién del 6vulo (Larsen WIJ, 1981), ii) Induccidn de la sintesis de ciertas proteinas como
la inhibina, relaxina y tPA (Wang C, 1983), importantes para el éxito de lo que constituye
la funcidn folicular fundamental, la ovulacién (Loexen MR, 1983), iii) Aumento de la sintesis
de estradiol y sobre todo de progesterona, que completaran los cambios uterinos necesarios
para la implantacién del huevo, y el mantenimiento de las primeras fases de la gestacién vy,
regularan la produccion hipofisaria de las gonadotropinas (Behrman HR, Amstrong AT,
1969; Madej E, 1980; Rodgers RJ et al, 1986).

Finalmente, tanto los estrégenos como el IGF-1, amplifican los efectos de la FSH. El
estradiol, es capaz de inducir proliferacion de las células granulosa, en animales
hipofisectomizados. En células mantenidas en cultivo, los estrégenos y el IGF-1, multiplican
los efectos de la FSH sobre la induccién de P450,z0y, ¥ 12 38-HSD, y por tanto aumentan
la sintesis de 17B-estradiol y progesterona, y la induccién de receptores homdlogos para la
FSH y heterdlogos para la LH y los propios estrégenos. As{ pues la adquisicién temprana
de la capacidad de sintetizar estrégenos ¢ IGH-I, por parte por las células de un foliculo o
foliculos determinado, aumenta las posibilidades de ese foliculo/s, de concluir el proceso
ovulatorio (Goldenberg RL et al, 1972; Adashi EY, Hsueh AJW, 1982; Adashi EY et al,
1985; Adashi et al, 1986).
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Introduccion

Sin embargo, el éxito de la diferenciacién de la célula granulosa y de la maduracién
folicular, no depende exclusivamente de la correcta interaccién de los factores que estimulan
el proceso, sind de la no concurrencia en el momento preciso de los efectos de otra serie de
moléculas que frenan e interrumpen la diferenciacién celular, y conducen al foliculo a la

atresia.

La interrupcion de la diferenciacién de la célula granulosa, tiene como protagonistas
a tres moléculas muy diferentes, una hormona hipofisaria, la prolactina (PRL), un factor de
crecimiento, el EGF, y un péptido producido en el ovario, con estructura y receptores
similares al LHRH hipotaldmico. El EGF, la PRL y, sobre todo el LHRH, previenen todos
los cambios morfofuncionales inducidos por la FSH, que caracterizan la diferenciacién de
la granulosa (Hsueh AJW et al, 1981; Hsueh AJW, Jones PBC, 1981).

El caracter antigonadotrépico de la PRL es sobradamente conocido, como
consecuencia del estudio de la esterilidad existente en las situaciones de hiperprolactinemia.
En células granulosa en cultivo, la PRL impide la inducci6n de aromatasas producida por la
FSH (Dorrington et al, 1982), y tiene efectos contradictorios sobre la produccién de
progesterona, que incluyen inhibicién o estimulo de uno de los enzimas reguladores de su
sintesis, la 38-HSD, e inhibicién del enzima responsable de su metabolismo, la 20a-
hidroxiesteroide deshidrogenasa (Veldhuis JD et al, 1980; Casper RF, Erickson GF, 1981;
Jones PBC, Hsueh AJW, 1981; Wang C, Chan V, 1982).

De los efectos del LHRH como inhibidor de la funcién ovérica, se tiene asimismo
experiencias basadas en su utilizacién clinica inicial, como agente terapéutico en las
esterilidades. En la mayoria de los casos, los resultados fueron opuestos a los esperados, y
la hipétesis del papel antigonadal del LHRH qued6 establecida (Hsueh AJW, Jones PBC,
1981; Knecht M et al, 1985).

Experimentalmente, ha podido probarse tambien, que anticuerpos frente al péptido,

administrados durante los dos dfas previos a la ovulacién, aumentan el nimero de foliculos

5
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Introduccion

que ovulan con €xito en la rata (Birbaumer L et al, 1985). La mayoria de los efectos de la
FSH, sobre la diferenciacién de la célula granulosa, no tiene lugar cuando el LHRH se afiade
simultdneamente con la hormona, a cultivos primarios de estas células. El LHRH, impide la
expresion de receptores, deprime la sintesis de esteroides y, previene las modificaciones
morfoldgicas de la célula (Hsueh AJW et al, 1980; Jones PBC, Hsueh AJW, 1980, Jones
PBC, Hsueh AJW, 1981b). Sus efectos sin embargo son divergentes, y dependen del estatus
hormonal de la célula y del grado de diferenciacién. En células indiferenciadas y en ausencia
de FSH, el LHRH manifiesta exactamente los efectos contrarios a los que tienen lugar en la
célula diferenciada por la presencia de FSH. (Ekholm C et al, 1982; Hillensjo T et al, 1984;
Hsueh AJW et al, 1988).

Las células granulosa no proliferan en cultivo, y la inadecuacién de los cultivos
primarios, como modelo experimental para el estudio de la proliferacién, ha conducido a la
bisqueda de modelos alternativos, en los que probar el papel de los distintos agonistas que
controlan la proliferacién. El mds eficaz, lo constituye el aislamiento y cultivo de foliculos,
en los que ha podido demostrarse incorporacién de timidina, aumento en el DNA vy el
mimero de células. Los foliculos en cultivo, tienen la ventaja adicional de conservar las
relaciones espaciales entre las células que podrian ser importantes no sélo en la proliferacién
sino tambien en la diferenciacién posterior. Ademds el microambiente constituido por el
liquido folicular no se destruye, y por tanto la regulacién para y autocrina de la proliferacién
y diferenciacién, no se interrumpe (Keel BA et al, 1991; Chakravorty A et al, 1991; Carrol
J et al, 1991).

En estas condiciones se ha demostrado, que la proliferacion de la célula granulosa se
inicia como in vivo bajo los efectos de la FSH, y se mantiene por la accién combinada de la
FSH, el estradiol, el EGF, de otros factores de crecimiento como el TGF-« y el IGF-1. En
la célula granulosa, y en contradiccién con lo que sucede en otros tipos celulares, la FSH,

‘principal protagonista de la diferenciacién inicia asimismo la proliferacién celular
(Gospadorowicz D et al, 1977a, 1977b; Gospadorowicz D, Bialecki H, 1979; Adashi et al,
1985; Roy SK, Greenwald GS, 1991).
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Introduccion

A pesar de las limitaciones expresadas, existe en el momento presente una visién de
conjunto razonablemente buena, acerca de los factores que regulan la proliferacién y
diferenciacion de las células granulosa, de la importancia relativa de cada uno de ellos, y de
la cronologia de su participacién en el proceso. En general, puede ademds asumirse, que
salvo en el caso de la FSH, y como en la mayoria de las células, los factores reguladores de

la proliferacién antagonizan la diferenciacién.

La mayorifa de los factores descritos (solo se exceptian los estrogenos), actian a
traves de receptores localizados en la membrana plasmdtica de 1a célula, y la orden generada
por la unién hormona-receptor, debe por tanto ser trasnmitida al interior de esta utilizando
sistemas de sefializacion intracelular, cuya activacién depende de la interaccion del ligando

con su receptor.

Los sistemas de mensajeros intracelulares, implicados en los procesos de proliferacion
y diferenciacion celular en general, son conocidos solo parcialmente, y su estudio constituye
posiblemente una de las areas de mayor interés y actividad en biologfa celular, en el
momento presente. Por tanto es necesariamente limitado el conocimiento de los mecanismos
de sefializacién intracelular que participan en la proliferacién y diferenciacién de la célula

granulosa.

Sin embargo, del estudio de los factores que regulan la proliferacién y diferenciacion
de la granulosa, y de los mecanismos intracelulares involucrados en la produccién de los
efectos biolégicos de dichos factores, se obtendrin posiblemente, los conocimientos
necesarios para entender el proceso de maduracion folicular, la seleccion del/los foliculos que
ovularan y en definitiva, para comprender mejor la funcién del ovario, y en general de la
diferenciacion y proliferacion celular. Parece por ello obvio el interes de la ampliacién del
nivel actual de dichos conocimientos que se esquematiza en la Fig. 1, y resume en el

siguiente apartado.
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Introduccion

1.2 La sefalizacién intracelular de la proliferaciéon y diferenciacién de la célula

granulosa

El receptor de la FSH, la principal molécula reguladora de la diferenciacidn, se
encuentra acoplado a la generacion de AMPc. El papel del AMPc como mensajero, se
considera probado por las numerosas evidencias experimentales que demuestran su capacidad

para producir pricticamente todos los eventos que caracterizan la diferenciacién.

El receptor de FSH se encuentra acoplado a adenilato ciclasa (AC), y tras la
interaccién FSH-R, pueden medirse aumentos en la actividad del enzima (Kolena J, Channing
CP, 1972; Hunzicker-Dunn M, Birnbaumer L, 1976), detectables tres horas despues del
tratamiento con la hormona. Los aumentos en la concentracién del AMPc citoplasmético

tiene lugar tras un intervalo de tiempo similar (Ratner A, 1976)

La activacién de la AC sucede probablemente de forma no diferente de la descrita
cldsicamente para otros receptores acoplados a AC porque pueden reproducirse los efectos
bioldgicos de la hormona: i) Aplicando toxina de vibrio cholerae, que ADP-ribosila, o NaF
que activa Gs, ii) Estimulando la subunidad catalitica con forskolin (FK), iii) Utilizando
andlogos semisintéticos no metabolizables como el (But),AMPc o el BrAMPc, iv) Inhibiendo
la fosfodiesterasa con metil-isobutil-xantina (MIX). Entre los efectos biolégicos de la FSH
que pueden ser reproducidos por el AMPc se encuentran, los cambios morfoldgicos
- atribuidos a 1a hormona, la induccidn de la sintesis y secrecion de esteroides, y la expresion
de los diversos receptores que la hormona induce (Knecht M et al, 1981; Nimrod A, 1981;
Wang C et al, 1982; Knecht M et al, 1983a y 1983b; Ranta T et al, 1984; Welsh T et al,
1984).

Ademds, la FSH activa en célula granulosa a la proteina quinasa A (PKA),
produciendo la sintesis y fosforilacién de un numeroso grupo de proteinas (Darbon JM et al,
1984; Knecht M, 1986).
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Introduccion

El receptor de la LH se encuentra asimismo acoplado a AC, y el AMPc aumenta en
el interior de las células tras la unién LH-R (Kolena J, Channing CP, 1972; Hunzicker-Dunn
M, Birnbaumer L, 1976). Sin embargo, el AMPc sélo estd implicado en la sefializacién
intracelular de algunos de los efectos bioldgicos de la hormona, como la respuesta crénica
ala LH, o el mantenimiento de la morfologia de la célula luteal, y de los componentes
intracelulares necesarios para la sintesis y secrecién de progesterona. Otros sistemas de
mensajeros intracelulares como el del Ca’*-Calmodulina (Veldhuis JD, Klase PA, 1982;
Carnegie JA, Tsang BK, 1984; Veldhuis JD et al, 1984; Asem EK et al, 1987) y el
fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP,)-diacilglicerol (DAG)-proteina quinasa C (PKC) (Davis
JS et al, 1984), podrian asimismo participar en la transduccion de las érdenes de la hormona

al interior de la célula.

No se conocen los mensajeros intracelulares del EGF en célula granulosa ovdrica, sin
embargo podria suponerse por extrapolacidn de lo que ocurre con los receptores del péptidos
en otras células, que la activacion de la tirosina quinasa asociada al receptor(...), constituye
el primero de una serie de eventos que varian dependiendo de la célula que transmitirfan la

sefial al interior de esta.

El receptor de Prolactina (PRL), pertenece a la superfamilia de las citoquinas. El
receptor de uno de los miembros de esta familia, la Interleukina IT (IL-II), estd acoplado a
una hipotética fosfolipasa C (PLC) especifica de glicosil fosfatidilinositol (GPI) (Eardley DD
et al, 1991). Tras la unién de la PRL a su receptor en célula granulosa, ha podido
demostrarse asimismo hidrélisis de GPI, generacién de diacilglicerol (DAG), y de la cadena
polar formada por un oligosacdrido, que purificddo de higado e incorporado a un cultivo de
células granulosa reproduce al menos uno de los efectos de la hormona (Fanjul LF et al,
1993).

En cuanto al LHRH, uno de los antagonistas de la diferenciacién, inhibe la generacién
de AMPc (Knecht M, Catt KJ, 1981; Knecht et al, 1981)), y los efectos diferenciadores del
nucledtido en célula granulosa ovdrica (Knecht M, Catt KJ, 1983). El LHRH inhibe a la
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adenilato ciclasa (Knecht M et al, 1983; Ranta T et al, 1983), pero también es capaz de
inhibir los efectos de la FSH, actuando en lugar distal a la produccién de AMPc, puesto que:
i) Previene los efectos de la estimulacion mdxima de la adenilato ciclasa con la CTX, ii)
Inhibe los efectos de la activacion de la subunidad catalitica de AC con FK, y iii) Sus efectos
persisten en presencia de andlogos no metabolizables del AMPc o de MIX (Darbon JM et al,
1984).

El LHRH, tiene en la célula granulosa, un receptor acoplado a PLC especifica para
fosfatidilinositol 4,5 bisfosfato (PIP,). Tras la unién del péptido con su receptor, se genera
de forma rédpida y transitoria inositol 1,4,5 trisfosfato (IPs), y diacilglicerol (DAG), cuyos
niveles citosélicos se mantienen elevados por un espacio de tiempo mds prolongado (Naor
Z, Yavin E, 1982; Davis JS et al, 1983; Davis et JS al, 1984; Ma F, Leung CK, 1985;
Davis JS et al, 1986).

El PMA, o los andlogos semisintéticos de DAG, reproducen la mayoria de los efectos
del LHRH en célula granulosa, por lo que podria deducirse que, es la activacién de proteina
quinasa C el mecanismo del que dependen dichos efectos (Welsh TH et al, 1984; Kasson BG
et al, 1985; Shinohara O et al, 1985). El (IP,), induce la liberacién de Ca?* de almacenes
intracelulares, aunque se desconoce si este es el mecanismo por el que el LHRH inhibe la

diferenciacion iniciada y mantenida por la FSH.

Para conocer la importancia relativa del Ca’* y del DAG en la transmision
intracelular de la sefial del LHRH, se han comparado los efectos bioldgicos del LHRH sobre
células indiferenciadas y previamente diferenciadas con FSH, con aquellos de los agentes que
activan PKC o producen aumentos en el Ca’* libre citoplasmdtico. Se midieron para ello, la
activacién de 38-HSD, y la acumulacién de progesterona y estradiol, en respuesta a PLC de
origen bacteriano que libera DAG de las membranas celulares, al PMA que activa PKC, y
a un iondforo para el Ca’*, el A23187, y a dosis depolarizantes de K*, que causan una

entrada masiva del ion al interior de la célula (Fanjul LF et al, 1992).
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Todos los tratamientos que activan PKC, reproducen los efectos del LHRH , al
contrario que la movilizacién de Ca’*, que indujo la actividad de 38-HSD en células
indiferenciadas y potencié los efectos de la FSH en células diferenciadas. Este hecho junto
con la existencia de evidencias experimentales previas acerca del papel del Ca’* como
inhibidor de la fosfodiesterasa y activador de la esteroidogénesis en células granulosa y
luteales (Carnegie Ja, Tsang BK, 1983), sugiere, que udnicamente la PKC estd irhplicada en
los mecanismos intracelulares por los que el LHRH inhibe la diferenciacion de la célula

granulosa ovdrica.

La acumulacién del DAG en el citoplasma de 1a célula granulosa, se prolonga por un
espacio de tiempo considerablemente mds largo que aquel en el que tiene lugar la hidrdlisis
de PIP,, y la acumulacién de IP;, lo que sugiere, que la hidrdlisis del fosfolipido, es solo el
primero de una cascada de acontecimientos que posibilitarian el mantenimiento de los niveles
elevados de DAG en el citoplasma, y una activacién mds duradera de la proteina quinasa C

de la que podria esperarse del DAG generado a partir de PIP,.

Poco o nada se conoce, acerca de los sistemas de sefializacion intracelular implicados
en la transmision de las ordenes de las moléculas reguladoras que controlan la proliferacién
de la célula granulosa. La ausencia de proliferacién celular in vitro, a dificultado el
conocimiento y la comprensién del proceso. Es por ello, que a pesar de que los mecanismos
de sefializacion intracelular acoplados a las moléculas reguladoras de la proliferacion, podrian
estar conservados, y ser en consecuencia medidos en los cultivos, no puede en cambio
establecerse la correlacion entre la activacién de dichos mecanismos y su proliferacién,

requisito imprescindible para demostrar su participacion en el proceso.

Los fenémenos biolégicos que tienen lugar a largo plazo regulados por la activacién
continuada de PKC, incluyen el crecimiento y la proliferacién celular, el control de canales
idnicos y otros cambios, en neuronas relacionadas con la memoria, y las alteraciones en la
funcién del receptor que son la base de la desensitizacion hormonal. Ocurren en la mayoria

de las c€lulas y el fenémeno no es por tanto especifico de la célula granulosa.
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Fig. 1: Esquema de la sefializacion intracelular de la FSH y el LHRH en célula granulosa

ovdrica.
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Todos ellos precisan de la existencia de una activacién prolongada del enzima,
activacion que no podria obtenerse sélo a través de la hidrélisis de PIP,. En los tltimos afios,
se ha investigado la existencia de generacién de DAG por agonistas hormonales que activan
PKC durante periodos de tiempo prolongados, y regulan asi efectos biolégicos que tienen

lugar a largo plazo.

En un nimero cada vez mayor de células, entre las que se encuentran los hepatocitos
en respuesta a la vasopresina, las celulas glomerulosa en respuesta a la angiotensina II, o el
astrocitoma 131N1 en respuesta a la activacién de su receptor muscarinico, las discrepancias
entre el tiempo durante el cual IP; y DAG se encuentran elevados en el citoplasma celular,
la cantidad de DAG acumulado, y el andlisis de la especie molecular del DAG liberado, han
conducido a pensar, que otro fosfolipido de membrana podria ser el origen a partir del cual

los agonistas generan DAG (Billah MM, Anthes JC, 1990; Exton JH, 1990).

Dicho fosfolipido pudiera ser la fosfatidilcolina (PC), que podria ser utilizada por las
moléculas reguladoras, durante periodos de tiempo indefinido. La PC es entre 5 y 10 veces
mas abuhdante en las membranas celulares que el PIP,, su resintesis a partir de DAG es,
como senala Vance, mucho més eficaz, pues requiere un solo paso enzimdtico frente a los
5 del PIP, y precisa de un solo mol de CTP comparado los 1 de CTP y 3 de ATP, necesarios
para resintetizar PIP, (Pelech SL, Vance DE, 1989).

1.3  El recambio de fosfatidilcolina en la sefializacién intracelular de respuestas a

largo plazo

La fosfatidilcolina (PC) es el fosfolipido mds abundante en las membranas, y
constituye el 50% del total de los fosfolipidos celulares. El interés por el estudio del ciclo
sintesis/catabolismo de la PC, estuvo marcado, hasta la segunda mitad de la pasada década,
por los que parecian ser sus papeles mds importantes dentro de las células en general: el
mantenimiento de la capa bilipidica, o de alguha célula especializada, las células alveolares

del pulmén, productoras de surfactante, o el hepatocito, en cuya membrana la PC, participa
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en el proceso de internalizacion de lipoproteinas.

La escasez de una molécula determinada, constituye uno de los criterios que se han
manejado siempre como fundamentales, para establecer su papel como precursora de
putativos mensa;eros intracelulares. Es quizd por ello por lo que la fosfatidilcolina nunca fué

considerada como un hipotético candidato a este papel.

Otro de los criterios utilizados desde Sutherland, para definir a un segundo mensajero
o sistema de sefalizacidn, es la existencia de un ciclo de generacién/desaparicién
relativamente rdpido y regulable por la molécula cuya sefial ha de transmitir. El poco interes
despertado por la fosfatidilcolina hasta muy recientemente no es sin embargo justificable,

puesto que ambos criterios pueden ser cumplidos por la PC, como intentaremos discutir.
1.3.1 La sintesis de fosfatidilcolina

La sintesis de fosfatidilcolina, ha sido a pesar de su poco interés bien estudiada, y
tiene lugar por dos vias diferentes, que se esquematizan en la Fig. 2 y se describen a

continuacion:

a) La via de la CDP-colina, en la que la P-colina es esterificada en la posicién 3 del
diacilglicerol, formado previamente por acilacién 1,2 del glicerol. La esterificacion la lleva
a cabo un enzima no limitante, la CDP-colina: 1,2 diglicerido colinafosfotransferasa. La CDP-
colina, se sintetiza en dos pasos sucesivos, la fosforilacion de la colina a fosfocolina (P-C)
llevada a cabo por la colina quinasa, un enzima idéntico a la etanolamina quinasa, y la
transformacion de P-colina en CDP colina, llevada a cabo por el enzima limitante de la via,
la CTP: fosfocolina citidiltransferasa [EC 2.7.7.15] (CT).

(b) La sintesis por transmetilacién a partir de fosfatidiletanolamina (PE). Tres
metiltransferasas diferentes estan implicadas en el procesos, transfiriendo grupos metilo de

un donor, la s-adenosil metionina.
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Fig. 2: Esquema de las distintas vias de sintesis de fosfatidilcolina.
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La via de la CDP-colina es absolutamente mayoritaria, y se utiliza para la sintesis de
novo, o la resintesis a partir de diacilglicerol y colina o P-colina previamente generados
durante el catabolismo, de forma que es posible establecer un ciclo muy similar al que ha

sido descrito para otros fosfolipidos (Pelech SL, Vance DE, 1989)

1.3.2 La hidrdlisis de fosfatidilcolina

Del examen de la estructura de la fosfatidilcolina, se obtiene sin dificultad la
conclusidn de su capacidad como precursor de mensajeros intracelulares ya conocidos. Al
igual que los fosfoinositdsidos, la existencia de una fosfolipasa C (PLC) especifica de PC,
podria liberar diacilglicerol (DAG) y P-colina. Una hipotética fosfolipasa D (PLD) podria
hidrolizar el lipido a dcido fosfatidico (PA) y colina, y una fosfolipasa A, (PLA,), producir

un lisofosfolipido y el 4cido graso correspondiente (Fig. 3).

Para que el ciclo de la PC pueda ser considerado un sistema de sefializacion
intracelular, es necesario en primer lugar, establecer la existencia de una hidrélisis secundaria
a la interaccién de moléculas reguladoras con su receptor, y establecer el caracter de

mensajero intracelular de los productos de dicha hidrdlisis.

Con el descubrimiento de la existencia de los isoenzimas de la PKC (Hata A et al,
1993; Hug H, Sarre TF, 1993)), y la posibilidad de que el enzima pudiera ser activado por
especies de diacilglicerol distintas de las que se generan a particr de PIP,, se despejo
parcialmente el segundo de los requerimientos. Por otra parte, el hecho de que con alguna
frecuencia, los efectos de la activacién con ésteres de forbol de 1a PKC, no fueran idénticos
a la administracion de diacilglicerol, abrié la puerta a la posibilidad de que el DAG pudiera

ser un mensajero con efectos que transcienden los de su capacidad para activar PKC.
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Fig. 3: Esquema de las distintas vias de metabolizacion de la fosfatidilcolina.
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El papel del PA como mensajero intracelular, no estd absolutamente probado, pero
existen numerosas evidencias experimentales que lo sugieren. Existen hipdtesis acerca de su
papel como iondforo, o como sustrato de la PLA,. Lo mismo podria afirmarse de los liso-
fosfolfpidos, y de la capacidad de las células para transformar en moléculas activas en la
sefializacion a los dcidos grasos liberados tras 1a accién de la PLA,. Entre los productos del
metabolismo por lipo y ciclooxigenasas del &cido araquidénico se encuentran,
prostaglandinas, leucotrienos y tromboxanos, todas ellas moléculas activas en la regulacién
intracelular. Finalmente Colina y P-colina podrian por algin mecanismo ain no desvelado

actuar como transmisores de sefiales.

Las primeras evidencias acerca de la hidrdlisis activa de PC, se obtuvieron en 1981
(Mufson RA et al, 1981), tras la demostracién de que los ésteres de forbol liberaban P-colina
en fibroblastos de raton. Resultados parecidos fueron obtenidos mds tarde con otras células
(Guy GR, Murray AW, 1982; Besterman JM et al, 1986; Daniel LW et al, 1986; Liscovitch
M et al, 1987; Muir JG, Murray AW, 1987; Scherey MP et al, 1987; Takuwa N, 1987,
Cabot MC et al, 1988).

En 1985, se demostrd por primera vez que angiotensina II, epinefrina y vasopresina,
en hepatocitos, inducian la liberacion de DAG a tiempos diferentes y de distintas especie
molecular de los esperados para la hidrélisis de PIP, (Bocckino SB et al, 1985; Augert G et
al, 1989), y se establecié la hipdtesis de que la fosfatidilcolina estaba siendo hidrolizada en
respuesta a la activacién de PKC por el DAG que dichas hormonas generaban al romper

PIP,.

La hidrdlisis por PLC con producciéon de DAG y P-colina ha sido posteriormente
demostrada en células doblemente marcadas con un dcido graso y colina, en linfocitos T en
respuesta a la interleukina I (Rossoff PM et al, 1988), pancreas en respuesta a la bombesina,
carbacol y colecistokinina (Peter-Riesch B et al, 1988; Matokazi T, Williams JA, 1989; Wolf
BA et al, 1989; Dunlop M, 1989), BC3H-1 miocitos en respuesta a la insulina (Farese RV
et al, 1988; Nair GP et al, 1988), células musculares aorticas A-10 en respuesta a la
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vasopresina (Grillone LR et al, 1988), miisculo liso vascular en respuesta a la angiotensina
(Griendling KK, 1986), miisculo cardfaco en respuesta al carbacol (Loffelholz K, 1989),
1321N1 astrocitoma en respuesta al carbacol (Martinson EA et al, 1989), células epiteliales
MDCK-DI en respuesta a a-adrenérgicos (Slivka SR et al, 1988), fibroblastos 3T3, en
respuesta al PDGF y la bombesina (Price BD et al, 1989; Muir JG, Murray AW, 1987), y
fibroblastos REF52 en respuesta a la vasopresina y factores del suero (Welsh CJ et al, 1988).

Las evidencias acerca de la existencia de una generacién bifdsica de DAG se han
acumulado durante los dltimos 5 afios (Lasségue B et al, 1993; Pettit TR, Wakelam MJO,
1993; Tuominen RK, 1993), y tambien el concepto de que en algunos casos el DAG pudiera

no provenir de una hidrélisis directa de la fosfatidilcolina por parte de la PLC.

La hidrélisis por una PLD de la fosfatidilcolina y la transformacién del PA liberado
en diacilglicerol por la PA fosfohidrolasa, ha emergido como un mecanismo alternativo para
generar DAG de fosfatidilcolina (Billah MM, 1991). Asi sucederia en un gran niimero de
células en las que en respuesta a diversos agonistas, se obtendria una acumulacién de PA y

colina.

Este es el caso de los neutrdfilos, en respuesta a la fraccién Sa del complemento, el
PMA, el ion6foro A21187 6 la esfingosina ( Cockeroft S, 1984; Agwu DE et al, 1989; Billah
MM et al, 1989; Mullman TJ, 1990a, 1990b; Reinhold SL et al, 1990; Thompson NT, 1990;
Mullman TJ, 1991), las células HL-60, en respuesta a fMLP, A23187, el andlogo permeable
del DAG, octanoil acetil glicerol (OAG) y el PMA (Pai J-K et al, 1988; Billah MM et al,
1989), los eosindfilos en respuesta a la activacién con la fraccién Sa (CSa) del complemento,
el PMA y el A23187 (Minnicozzi M, 1990), las plaquetas en respuesta a la trombina (Rubin
R, 1988; Randall RW et al, 1990), el pancreas en respuesta a la estimulacién con carbacol
y bombesina (Peter-Riesch B, et al, 1988; Matozaki T, Williams JA, 1989; Dunlop M, Metz
SA, 1989), lineas celulares derivadas de tejido nervioso como el neuroblastoma NG108-15
o el astrocitoma 1321N1, cuando son estimuladas por el carbacol, la esfingosina, el PMA

6 el andlogo permeable del DAG, dioactanoil glicerol (DiC8) (Liscovitch M et al, 1987,
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Liscovitch M, 1989; Lavie Y, Liskovitch M, 1990).

El mismo comportamiento presentan el musculo cardiaco en respuesta al carbacol
(Lindmar R et al, 1988), el endotelio vascular cuando es estimulado por la trombina, la
bradiquinina, €l A23187 o el PMA (Martin TW, Michaelis KM, 1988, 1989; Martin TW et
al, 1990), los hepatocitos tras aplicar vasopresina, angiotensina o adrenalina (Bocckino SP
et al, 1987a, 1987b), los fibroblastos NIH3T3 y REF52 cuando son estimulados con EGF
o vasopresina (Cabot MC et al, 1988a, 1988b, 1989; Welsh CJ et al, 1988), e incluso
algunas células esteroidogénicas, como la célula glomerulosa de la corteza adrenal (Bollag

WP et al, 1990) y la propia célula granulosa (Liscovitch M, Amsterdam A, 1989).

Parece por tanto probado, que en la mayoria de los casos en los que se observa una
acumulacidn bifdsica y/o prolongada de DAG en la célula tras el estimulo con un agonista,
el precursor no es otro que la fosfatidilcolina. Es obvio en el momento presente, que la
fosfatidilcolina puede ser considerada una fuente importante de al menos dos moléculas, el
dcido fosfatidico y el diacilglicerol, con importantes papeles en la transduccién de sefiales,

durante la regulacion de las funciones diferenciadas de las células.

Es ademds posible que variaciones en el recambio o contenido de PC, participen
asimismo en la sefializacién intracelular y/o sean fenomenos asociados con la proliferacion.
Las evidencias mds importantes que ligan la generacién de DAG a partir de fosfatidilcolina
con la proliferacion celular, han sido obtenidas en células transfectadas con el oncogen ras,
o microinyectadas con su producto, la p21"®, en las cuales se producen aumentos mantenidos
en los niveles de DAG, efecto que puede ser mimetizado con la activacién de proteina
quinasa C (Lacal JC et al, 1987a, 1987b; Wolfman A, Macara IG, 1987).

La transformacion de fibroblastos con ras induce un aumento documentado por varios
grupos en el recambio de fosfatidilcolina, que se traduce en aumentos citoplasmaticos de
DAG y en algunos casos de P-colina. En NIH3T3, la generacién de DAG a partir de PC,

induce una activacion de la PKC diferente de la producida por el DAG liberado de PIP,.
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Asimismo la microinyeccion de p21™ en oocitos de Xenopus laevis, parece
correlacionarse con la aparicion de hidrodlisis de PC y la generacién de DAG. La maduracién
del oocito puede activarse con microinyeccion de PLC especifica de PC y prevenirse por el
contrario, si se inyecta anticuerpo anti PLC (Diaz-Laviada I et al, 1990, 1991; Lopez-
Barahona M, et al, 1990; Garcia de Herreros A et al, 1991).

_ Los cambios en el ciclo de la fosfatidilcolina, asociados con los procesos
proliferativos, que afectan a la sintesis de PC, estdn también documentados (Teegarden D et
al, 1990). Sin embargo, la incognita de si los aumentos en la sintesis son una consecuencia
del recambio acelerado por la hidrdlisis previa, reflejan una sintesis de novo, 6 ambos

procesos ocurriendo simultineamente, no ha sido atn resuelta.

La respuesta a la cuestion acerca del grado de implicacidn del ciclo de la PC en la
regulacién de la proliferacidon celular, precisa probablemente del estudio experimental
cuidadoso de las relaciones entre sintesis/degradaciéon de PC y la proliferacidn, utilizando no
solo lineas celulares inmortalizadas, sino células normales en las que los procesos
proliferativos sean relevantes para su funcion especifica. En cualquier caso, la relevancia del
estudio del ciclo de la PC ha transcendido en mucho a aquella que por su papel en la

regulacién de las funciones celulares que le fué atribuido originalmente.
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Objetivos

Los efectos de las moléculas reguladoras, que bloquean la diferenciacién de la célula
granulosa, constituyen la base de produccion de la atresia folicular fisioldgica y
probablemente tambien de la patologfa ovdrica asociada con la atresia. Los objetivos a largo
plazo de esta Tesis Doctoral son por ello, el estudio de los mensajeros intracelulares
implicados en la transduccién de los efectos biolégicos del LHRH, el factor que parece tener
mayor protagonismo activo en el proceso de desdiferenciacién de la célula granulosa, y la

atresia folicular que este conlleva.

Por otra parte, dada la versatilidad de la célula granulosa para adquirir la capacidad
de sintetizar y secretar moléculas muy diversas y para expresar receptores a un variado
nimero de moléculas reguladoras. Y, la complejidad de los mecanismos intracelulares y de
las interacciones entre los diversos sistemas de mensajeros, que participan en su proliferacién
y diferenciacidn, la célula granulosa, es un modelo particularmente atractivo, para el estudio
de los diversos sistemas de sefializacién implicados en la proliferacién y diferenciacion

celular como procesos generales.

La proliferacion es un proceso antagonista del de la diferenciacién celular. Se acepta
en general como axioma, que en la mayoria de las células normales o tumorales, la
diferenciacion terminal, concluye el proceso proliferativo, y que la proliferacién es mds
intensa cuando el grado de desdiferenciacién celular es mayor. En célula granulosa ovdrica,
al igual que en otras células puede asumirse por tanto que los factores que inducen
desdiferenciacion, o frenan la diferenciacion, son funcionalmente equivalentes a aquellos que

inducen la proliferacién de la célula.

Durante los ultimos afios, se han obtenido evidencias experimentales, acerca de la
participacion del recambio de fosfatidilcolina, en la sefializacién de los procesos proliferativos
celulares. El sistema de sefales intracelulares del LHRH deberia ser muy similar al de
aquellas moléculas reguladoras de la proliferacién y diferenciacidn, que utilizan el ciclo de

la PC como mecanismo de sefializacion.
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Objetivos

Los conocimientos disponibles acerca de dicho sistema de sefializacion, as{ lo
confirman. La hidrélisis de PIP,-generacion de DAG, es como ya se ha discutido, el proceso
mds temprano asociado con los cambios en el ciclo de la PC en la mayoria de las células.
La generacién de DAG a partir de PC, podria ser tambien para el LHRH, el siguiente paso,

tras la hidrélisis de PIP,, en la cascada de sefiales intracelulares.

El objetivo general y principal de este proyecto, es estudiar la sintesis e hidrélisis de
fosfatidilcolina en c€lulas granulosa de rata y humanas, su regulacién por la FSH y el
LHRH, y contribuir al mismo tiempo a probar el papel del recambio de fosfatidilcolina, en

la sefalizacién intracelular de la diferenciacién y proliferacién.
Para cumplir esta meta general, se han marcado los siguientes objetivos concretos:

1.-  Probar si la FSH produce cambios en células en cultivo en la sintesis y/o hidrélisis
de fosfatidilcolina, y el mecanismo, dependiente o independiente de AMPc, por el que
dichos cambios ocurren.

2.-  Probar si el el origen del DAG que se genera a tiempos largos en la célula granulosa

en respuesta a LHRH, es la fosfatidilcolina, el mecanismo por el que la generacién

tiene lugar, y la existencia de otros efectos del LHRH sobre el ciclo de la PC.
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Material y Métodos

3.1 Productos utilizados
3.1.1 Precursores radioactivos

Los productos [*H-metilcolina] La-Dipalmitoil fosfatidilcolina (40 Ci/mmol); [“C-
metil] cloruro de colina (53 Ci/mmol); [*H-metil] cloruro de colina (85.1 Ci/mmol); [**C-
metil] fosforilcolina (50 Ci/mmol); [“C-metil] citidildifosfocolina (55.5 Ci/mmol);[“C-1,2-
cloruro] etanolamina (3 Ci/mmol); [“C-1-araquidonil] L-o-1-palmitoil, 2-araquidonil
fosfatidiletanolamina (53 mCi/mmol); [**C-1-palmitoil] lisopalmitoil fosfatidilcolina (54
mCi/mmol); [*H-9,10(N)] oleico (8 Ci/mmol) y [y-*2P]-ATP (3000 Ci/mmol), se obtuvieron
de Du Pont-New England Nuclear (Bad Homburg, Alemania).

3.1.2 Tratamientos y hormonas

La FSH porcina (75 U NIH-S1), se compré a Calbiochem. La hormona liberadora
de gonadotropinas (LHRH) y el d4cido okadaico (OK) se obtuvieron de Boehringer
Mannheim, (Mannheim, Alemania). El dietilestilbestrol (DES), dioctanoil glicerol (DiCy),
y el éster de forbol (PMA) fueron de Sigma Chemical Co., (St. Louis, MO, USA).

3.1.3 Productos y material para los cultivos celulares

Los medios de cultivo McCoy’s Sa (modificado, sin suero) y Waymouth BM752/1,
el suero de caballo, HEPES, L-glutamina, Tripsina y antibidticos utilizados en los cultivos
se obtuvieron de Gibco (Grand Island, NY, USA). Las placas de cultivo (35x10 mm), los
tubos de cultivo (12x75 mm), las botellas de 25 y 75 c¢m? y las placas de cultivo de 24
pocillos, estériles, fueron de Falcon, Becton y Dickinson, (Lincoln Park, NJ, USA) o Costar,
(Cambridge, MA, USA), al igual que el resto del material esteril utilizado. Los filtros de 0.2
pm se obtuvieron de Millipore Ibérica SA, (Madrid, Espaﬁa).
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3.1.4 Productos y material para extraccion y cromatografia

El agua, fue desionizada y bidestilada (Milli-Q, Water Purification System, Millipore
Ibérica SA, Madrid, Espana), todos los solventes se compraron a BDH (Poole, Dorset,

Inglaterra), y fueron de la mejor calidad posible (Analar* o Aristar*).

Las placas para cromatografia en capa fina de silicagel 60, con soporte de cristal (20
x 20 cm y 0.25 mm de espesor) se obtuvieron de Merck (Darmstadt, Alemania) y los

patrones de lipidos se compraron a Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo, USA).
3.1.5 Material y productos de autorradiografia

Las placas de autorradiografia, Kodak X-OMAT AR2 suministradas por Sigma
Chemical Co., (St. Louis, MO, USA) y el intensificador fue Enlightning de Du Pont-New
England Nuclear (Bad Homburg, Alemania).

3.1.6 Otros productos

El ATP, 4cido etilendiaminotetracético sal disddica (EDTA-Na,), dcido etilenglicol-
bis-[b-amino etil eter] N,N,N’,N’-tetra-acético (EGTA), dimetilsulféxido (DMSO) y Tritén
X-100, asi como la dioleina, fluoro-fenil-metil-sulfonato (PMSF), fosfatidilserina (PS),
histona III-S, leupeptina, seroalbiimina bovina (BSA), y todos los reactivos generales
utilizados en la preparacion de tampones se compraron a Sigma Chemical Co (St Louis, MO,
USA), BDH (Poole, Dorset, England) o Fluka (Buchs, Switzerland)

El DEAE Sephacel, liquido (Optiscint "Hisafe") y viales de centelleo se adquirieron
de Pharmacia LKB (Uppsala, Suecia).
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3.2 Obtencién, cultivo y marcaje de células granulosa y MA-10

3.2.1 Animales utilizados

Para los cultivos de c€lulas, se utilizaron ratas hembras de la cepa Sprague-Dawley
paridas en el animalario de la Facultad de Ciencias Médicas y de La Salud de la Universidad
de Las Palmas de Gran Canaria por hembras prefiadas consanguineas adquiridas a Lettica SA
(Barcelona, Espafia). Los animales se mantuvieron en jaulas transparentes en condiciones de
estabulacidn éptimas, a temperatura controlada (2342 °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
¢ inyectaron durante 5 dias con DES subcutdneo (1 mg/60ul) dia en solucién oleosa s.c.)

para inducir la proliferacién de una poblacién homogenea de células granulosa.

3.2.2 Obtencion y cultivo de células granulosa

Los animales se sacrificaron por dislocacién cervical en el cuarto de cirugia y los
ovarios se extrajeron en condiciones de maxima esterilidad por aproximacion retroperitoneal.
Durante el sacrificio y extraccién de los ovarios no se emplearon 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.
Bajo una lupa binocular se separ6 el parénquima ovdrico de la cubierta grasa periovdrica y
de los restos de trompa unidos al hilio. Las células se obtuvieron por puncién cuidadosa de
los foliculos con agujas de insulina estériles (27x 1/2"). De esta forma, las células contenidas
en los foliculos fluyeron por expresién al medio de cultivo. Las células terminaron de
disociarse por aspiracién repetida del medio con pipetas pldsticas estériles, de calibre

decreciente.

Las células se lavaron y centrifugaron (4 °C, 1.500g x 5 min) cuatro veces

resuspendiendolas en 20 ml de medio fresco. El agregado de células de la dltima
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centrifugacion se resuspendié en un volumen pequefio (2.5-5 ml) de medio para realizar la

evaluacién del nimero de células existente y su viabilidad por el método del azul de tripan.

El ndmero de células totales y el nimero de células viables (que excluyen el
colorante), se determiné usando una cdmara de contaje de Neubauer. La viabilidad celular
en todos los experimentos fue mayor o igual al 80% y el nimero de células viables obtenidas

por cada ovario oscilé (10°-2x10° segiin los experimentos.

Las células granulosa se cultivaron en placas estériles Falcon (35x10 mm) o en placas
estériles de 24 pocillos, a una densidad de ~ 8x10° células viables/placa en 1 ml de medio
McCoy’s 5a modificado y se mantuvieron bajo atmdsfera himeda en un incubador Heraeus

a 37 °C y una pCO, del 5% constante durante el experimento (Fanjul LF et al, 1983).
3.2.3 Procedencia y cultivo de las células MA-10

La linea MA-10, fué obtenida de un tumor transplantable de células de Leydig,
desarrollado en ratén (M5480P) e inmortalizada y clonada con pases sucesivos del animal
huesped al cultivo in vitro (Ascoli M, 1981a). El clon MA-10, retiene la capacidad
esteroidogénica, aunque es deficiente en 17 o-hidroxilasa, por lo que el producto de la

estimulacion con LH/hCG es progesterona.

Tiene ademds de receptores a otros dos péptidos con capacidad reguladora de la
esteroidogénesis en células de Leydig (Kasson BG, Adashi EY, Hsueh AJW, 1986), el EGF
y la AVP (Ascoli M, 1981b; Ascoli M, Pignataro OP, Segaloff DL, 1989) y nos fué

generosamente cedido por el Dr. M. Ascoli (Iowa State University), en el pase 12.

Las células se cultivaron bajo atmésfera humidificada con CO, al 5%, en Waymouth
MB752/1, con 20 mM HEPES, 1.12 g/l NaHCO;, suero de caballo al 15% y 50 ug/ml de

gentamicina, en placas de 24 pocillos Costar a una densidad de 1-1.5 x 10° células por

pocillo.
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3.2.3 Marcaje metabdlico de fosfolipidos

Las células granulosa y MA-10, lavadas y en ausencia de suero, se marcaron con los
diferentes precursores radioactivos, hasta alcanzar el equilibrio isotdpico. Las cantidades
utilizadas fueron respectivamente de 0.1xCi/ml para *H-oleato y la *C-LisoPC y de 1 uCi/ml
para la *H-metil colina y “*C-metil colina. El *H-oleato y 1a "“C-Liso PC se afiadieron en una
solucién con albimina bovina al 1% para facilitar la incorporacién al medio. Posteriormente,
los fosfolipidos e intermediarios solubles en agua de la sintesis de fosfatidilcolina, se
extrajeron, separaron y cuantificaron. Los tiempos a los que se obtuvo el marcaje a actividad

especifica constante se esquematizan en la Fig. 4.

3.3  Extraccién, separacién y cuantificacion de fosfolipidos y metabolitos acuosos

3.3.1 Extraccion

Al finalizar el periodo de incubacién, se aspiraron y desecharon los medios, y las
células se lavaron dos veces con McCoy’s 5a modificado o Waymouth MB752/1, suplemen-
tado con 1 mM de colina, 6 se reincubaron durante los tiempos y con los tratamientos
indicados en las respectivas figuras. Para terminar los experimentos, los medios se aspiraron
y se afiadié 1 ml de metanol frio para extraer, 6 1 ml de TCA al 10% para precipitar los
lipidos. Despues de mantener las placas durante 15 min a 4 °C, y a continuacién los medios
se transfirieron atubos de cristal limpios (18 x 120 mm). Las células de cada placa por
separado fueron raspadas dos veces con 0.5 ml de MeOH frio e incorporadas al tubo

correspondiente.

Los lipidos se extrajeron del metanol, 6 metanol/TCA, incubando 1 h a 4 °C con 2
ml de cloroformo, tras lo cual 2 ml mds de cloroformo y 1.5 ml de agua, 6 0.5 ml de HC]
0.1N se afiadieron a cada tubo, y tras agitacién vigorosa fueron centrifugados durante 10 min

a 2.000 rpm en una Beckman GPR.
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Fig. 4: Marcaje de fosfolipidos en células granulosa.

En A, las células (10°/placa), se incubaron con 1p.Ci/ml de **C-colina de 3 a 48 h; en B, las
células (10°/placa) se incubaron con 0.1uCi/ml de "*C-lisoPC, y en C, con 0.1uCi/ml de *H-
oleico, tras lo cual los lipidos se extrajeron, cromatografiaron y la radioactividad asociada
se midié y expreso en cpm + SE de la media.
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La fase acuosa obtenida por tras la centrifugacién, fué aspirada cuando el marcaje se
realizé con *H-oleico 6 C liso-PC, o transferida a tubos limpios y evaporada a vacio para
separar los metabolitos acuosos, si el marcaje se realizé con “C-metil colina. La fase
orgdnica se lavé una vez mds con KCl 0.1M, y tras aspirar la fase superior, la inferior,
conteniendo los fosfolipidos, se almacend a -20 °C hasta ser cromatografiada, 6 se evapord

a sequedad bajo una corriente de nitrégeno.

3.3.2 Separacién de lipidos e intermediarios solubles en agua de la sintesis de

Josfatidilcolina

Las muestras secas se disolvieron en 100 ul de cloroformo y aplicaron a una placa
de cromatografia en capa fina (CCF) de silicagel con soporte de cristal. Para separar la
fosfatidilcolina (PC) de los demds glicerofosfolipidos y de la esfingomielina, las placas de
desarrollaron con el solvente cloroformo/acetona/metanol/dcido acético/agua (50:20:10:10:5),
con los patrones adecuados. Para separar el diacilglicerol (DAG) del resto de los lipidos, las
placas se desarrollaron durante 15 min con tolueno/eter/etanol/NH, (50:40:2:0.2). Para
separar los intermediarios solubles en agua de la sintesis de la PC, las muestras secas por
evaporacion a vacio, se disolvieron en 50ul de etanol al 50%, se aplicaron y desarrollaron
con metanol/CINa 0.5%/NH,OH (100:100:4). Los Rfs obtenidos con los distintos solventes,

se muestran en la Fig. 5.

3.3.3 Cuantificacion de los lipidos marcados

En algunos experimentos, y antes de contar la radioactividad asociada a las manchas,
las placas con solucién de intensificador (Enligthing). Se secaron enfrentandose despues a
placas de autorradiograffa (Kodak X-OMAT AR2) en cassettes a -70 ‘C durante tiempos
variables dependiendo de la actividad de las muestras y del experimento. Las
autorradiografias se revelaron con un sistema automatizado, tras lo cual se obtuvieron
contactos de las mismas, algunos de los cuales se han incluido, junto a las respectivas

figuras. Alternativamente, las placas se expusieron en cassettes con cristal de BaFBr:Eu sobre
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Fig. 5: RFs de los lipidos y los intermediarios solubles en agua de la sintesis de la PC.
En A, cloroformo/acetona/metanol/acético/agua (50:20:10:10:5), LPC=0.058, SM=0.2,
PC=0.32, PE=47.

En B, tolueno/eter/etanol/NH ,OH (50:40:2:0.2), GPL=0.1, MAG=0.4, DAG=0.55.

En C, metanol/CINa 0.5%/NH,OH (100:100:4), C=0.088, P-C=0.32, CDP=0.5.
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soporte de poliuretano, y fueron analizadas y cuantificadas en un equipo PhosphorImager de
Molecular Dynamics (Johnston RF et al., 1990). Una imagen obtenida en videocopiadora se

muestra en alguno de los experimentos.

Posteriormente, se rasparon regiones de un cm de alto y se cont6 la radiactividad que
tenia asociada, usando 3 ml de liquido de centelleo (Optiscint "HiSafe" de LKB Wallac), en

un contador de centelleo liquido Wallac.

3.3.4 Cuantificacion de la masa total de lipidos

Se midi6 la masa de fosfolipidos totales y PC en funcién del contenido en fésforo de
los mismos, utilizando un método espectrofotométrico (Vaskovsky VE et al., '1975), que
mide a 815nm la absorbancia del fésforo cuando reacciona en médio dcido con molibdato

sédico para producir un compuesto coloreado, el azul de fosfomolibdeno.

Para ello los lipidos se separaron como se ha descrito, y la fosfatilcolina se extrajo
de la silice con dos lavados sucesivos con metanol seguidos de incubacién a 37 °C. Los
voliimenes combinados de la extraccion se evaporaron por centrifugacién a vacio, tras lo cual
se digirieron las muestras con 0.2 ml de écido percldrico al 72% durante 20 min a 180 °C

para producir liberacién del fésforo unido a la molécula del fosfolipido.

La reaccién del fésforo con el molibdato se llevé a cabo en 0.45 ml de sulfiirico IN,
y HCl 4N, conteniendo cloruro de hidrazinio y molibdato sédico al 0.4 y 10%

respectivamente.

La absorbancia se midié a 815 nm frente a un blanco, en un espectrofotémetro
Shimazdu UV-160A. Muestras de fosfatidilcolina a concentracionres de 3.125 hasta 100 nM,
se trataron en forma idéntica a los problemas y fueron utilizadas para construir una curva

patrén como la que se muestra en la Fig. 6.
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Fig. 6: Curva de calibrado de fosfatidilcolina.
Mide la absorbancia de la fosfatidilcolina en un rango que incluye desde 3.125 hasta 100

nM.
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3.4 Determinacién de proteina quinasa C

Se determind la actividad de la proteina quinasa C (PKC, en citoplasma y membranas
de células granulosa, midiendo la incorporacién de*’P desde [y-**P]JATP a Histona III-S que

actda como aceptor de fosfato en presencia de Ca’*, fosfatidilserina (PS) y diolefna.

3.4.1 Preparacion de las muestras

Tras realizar los tratamientos,, los experimentos se terminaron con 1 ml de tampon
Tris HCI frio (20 mM, sucrosa 0.25 M, EGTA 1.2 mM, EDTA 50 mM, pH 7.5). Las placas
se rasparon con 1 ml del mismo tampon con 10 mM PMSF,, se centrifugaron, y el
precipitado fué resuspendido en tampdn, y sonicado a una amplitud de 50 watios durante 20

seg, en un Labsonic 2000.

El sobrenadante de centrifugar el sonicado a 100,000 g y 4 °C durante 20 min, en una
ultracentrifuga Beckman Acta III, se consideré6 como citosol, una alicuota se utilizé para
determinar proteinas utilizando el método de Bradford (Bradford M, 1987), y el resto fué

congelado a -70 °C hasta el momento del ensayo.

El precipitado se resuspendié en Tris HCI (20 mM, sucrosa 0.25 mM, EGTA 5 mM,
EDTA 2 mM, Triton X-100 1%, pH 7.5) conteniendo 10 mM PMSF, se sonic6 en las
condiciones ya descritas, y se mantuvo durante 30 niin en frio para permitir la solubilizacion
de las membranas. A continuacién se realizé una nueva centrifugacién a 100,000 g x 20 min,

el sobrenadante de la cual fué considerado la fraccidon de membranas.

Para ensayar la actividad del enzima, se realizé una purificacién parcial del mismo,
aplicando cantidades idénticas de proteina (=500ug en 0.5 ml) a columnas de DEAE-
Sephacel (1x13 cm), previamente equilibradas con 10 volimenes de Tris HC1(20 mM, EDTA
1 mM, EGTA 1 mM, B-mercaptoetanol 50 mM, pH 5). El enzima se eluy6 con cuatro pulsos
de NaCl (0, 0.05, 0.15 y 0.5 M). El 80% de la actividad apareci6 asf a 0.15 M de NaCl.
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3.4.2 Ensayo de la actividad del enzima

Reactivos y soluciones stock mse prepararon y conservaron en pldstico, y la reaccion
se llevo a cabo tambien en tubos del mismo material, durante 3 min a 30 °C, en un volumen
final de 250 pl, con 20 ul de TRis HC1 20 mM, 50 ul de acetato magnésico 25 mM, 10 ul
de histona H III-S 0.5%, 50 ul de CaCl, 2.5 mM, 10 ul de v-**ATP (= 500,000 cpm) 0.25
mM, conteniendo 10 ug de PS y 0.5 ug de dioleina, y agua hasta completar 170 pl. La
reaccion se inicié afiadiendo 80 ul de la muestra o un volumen equivalente de agua en los

blancos.

La actividad basal de cada muestra se midié en una reaccién en ausencia de Ca’* y
lipidos. Las reacciones se terminaron con 2 ml de TCA al 25%, y los tubos se mantuvieron
en frio durante 30 min, para facilitar la precipitacién de las proteinas. El contenido de cada
tubo, se volcd sobre filtros de nitrocelulosa (Millipore HAWP 02500-HA-04=, que se
lavaron tres veces mds con 2 ml de TCA al 10%. La radioactividad retenida en los filtros,
correspondiente a la histona fosforilada, se cont6 con 3 ml de liquido de centelleo (Optiscint
HiSafe de Pharmacia), en un contador LKB/1211 Rackbeta.

3.4.3 Cadlculo de la actividad del enzima

Se realizé substrayendo las cpm del blanco y la actividad basal, y multiplicando las
cpm por la concentracién de ATP, y dividiendo por las cpm de [y’*P]JATP multiplicadas por
los 3 min de la reaccién. El resultado se expresa en nmol de ¥*P transferidos/min.
3.5 Métodos estadisticos

Las muestras fueron siempre triplicados o cuatriplicados, y los experimentos se repi-

tieron al menos tres veces. La comparacion entre las distintas muestras se hizo con la T de

Student.

35

anaria. Biblioteca Digital, 2003

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



‘BlEUED UBID Op SEW|ed SeT 9p PepISIeAn &




Resultados

4.1 Regulacion por FSH de la sintesis de fosfatidilcolina

4.1.1 Efectos sobre la sintesis

‘Para investigar si los posibles efectos de la hormona responsable de la proliferacion
y diferenciacién de la célula granulosa, y dado que la mayoria de los efectos de la hormona
tienen lugar después de espacios de tiempo prolongados, que van desde 24 a 48 horas, se
pretrataron las células granulosa con la dosis mdxima de FSH (200 ng/ml), equivalentes a
0.002 Ul/ml, durante 3, 6, 12, 24 y 48 horas, trasncurridas las cuales, las células se lavaron
y recibieron un pulso de 1uCi/ml de *C-metil colina durante 24 h, cantidad y tiempo
suficiente como se ha demostrado en la Fig. 4, para marcar toda la PC de la célula.
Extraidos los lipidos, en la Fig. 7 se representa un experimento de entre al menos otros tres,
en el que se muestra, que la FSH aumenta la incorporacién de C-metil colina a PC con sélo
3 horas de tratamiento, alcanzando un mdximo a las 48 horas donde la cantidad de PC

marcada tiene un aumento significativo del 65% sobre los controles.

El estimulo en la incorporacion de PC, tiene lugar aparentemente por una activacién
de la via de la CDP-colina, porque cuando se midieron los intermediarios de esta via de
sintesis de PC (Fig. 8), la FSH produjo un aumento de de la CDP-colina durante las primeras
12 horas de tratamiento, lo cual indica una activacién del enzima limitante de la via, la
CDP:fosfocolina citidiltransferasa (CT). Con 24 h y mds visiblemente ain con 48 h de
tratamiento, se produce una contradiccion aparente de lo anteriormente afirmado,
disminuyendo la acumulacién de CDP-colina, y aumentando la de su precursor, la P-colina,
lo que refleja una inhibicién del enzima. La contradiccion es sélo aparente, puesto que estd
descrito (Exton JH 1990, Jamil H et al 1990), que aumentos en la cantidad de PC en las
membranas son capaces de inactivar a la CT. Dicha inactivacidn tiene lugar por translocacion
del enzima ligada a membranas al citosol, y ha sido ampliamente documentada(Pelech SL et
al 1983, Sleight R, Kent C 1983, Aeberhard EE et al 1986, Cornell R, Vance DE 1987,
Chander A, Fisher AB 1988, Terce F et al 1988).
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Fig. 7: Efectos de la FSH sobre la sintesis de fosfatidilcolina.

Las células granulosa (10F/placa) se trataron con FSH (200 ng/ml) durante los tiempos
indicados, y fueron sometidas a un pulso de 1u.Ci/ml de "*C-metil colina durante 24 horas.
Los fosfolipidos fueron extraidos, y la PC separada y contada como se describe en Material
y Métodos. Los resultados se expresan como la media de las com+SE.
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Fig. 8: Efectos de la FSH sobre los intermediarios de la ruta de la CDP-colina.

Las células granulosa (10P/placa), se pretrataron por lo tiempos indicados con FSH (200
ng/ml), y se incubaron durante 24 h con 1uCi/ml de “C-metil colina. Los metabolitos
acuosos se extrajeron, cromatografiaron y contaron como se describe en Material y Métodos.
Los resultados se expresan como la media de las cpm+SE.
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4.1.2 Mecanismo de activacion de la sintesis de PC por FSH

La mayoria de los efectos de la FSH en célula granulosa ovdrica, tienen lugar por
medio del AMPc, para probar si el aumento en el marcaje de fosfatidilcolina observado, es
uno mds de estos efectos, las células granulosa (10%/placa), se incubaron a tiempos crecientes,
desde 3 hasta 48 h, con *C-metil colina en McCoys’ 5a modificado, con 200 ng/ml de FSH
6, 0.3 mg/ml de But,cAMP, un andlogo semisintético no metabolizable del AMPc, que es

capaz de mimetizar todos los efectos de la hormona en estas células.

En la Fig. 9, se muestra, que tanto la FSH como el AMPc, son capaces de aumentar
significativamente la incorporacion de *C-metil colina a fosfatidilcolina desde las 3 h de
tratamiento, alcanzando los cambios aumentos de 300% y el 400% para la FSH y el
But,cAMP respectivamente, a las 48 h. Esto parece probar, que ¢l efecto de la hormona, es

tambien en este caso dependiente de este mensajero intracelular.

La Fig. 10, muestra los resultados, elegidos de entre al menos otros tres
experimentos, de cuantificar los intermediarios intracelulares de 1a ruta de sintesis de la CDP-
colina. Al igual que la FSH, el AMPc, aumenta muy rdpidamente ( a las 3 h), la
incorporacién de “C-metil colina a la célula, hecho este que debido al disefio experimental
utilizado para obtener los resultados de las Figs. 7 y 8 no habia sido puesto de manifiesto.
Ademds, el AMPc activa, confirmando lo anteriormente observado la CT, produciendo
aumentos rdpidos, desde las 3 h hasta las 12 h en la cantidad de CDP-colina sintetizada a

partir de P-colina.

Se reproduce asimismo para la FSH y el But,cAMP, la inhibicién muy patente a las
48 h de tratamiento en la cantidad de CDP-colina acumulada simultanea con aumentos en la
acumulacién del precursor, la P-colina, que reflejarian la inhibicion de la CT, inducida por

el aumento en el contenido de PC de las membranas, ya discutida con anterioridad.
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Fig. 9: Efectos de la FSH y el But,cAMP sobre la sintesis de fosfatidilcolina.

Las células granulosa (10°/placa) se cultivaron con 200 ng/ml de FSH (M—M ), 0.3 mg/ml
But,cAMP (@ —@®), o0 medio (11—[1), junto con 1uCi/ml de "*C-metil colina durante los
tiempos indicados. La PC fué extraida y cuantificada como se describe en Material y
Meétodos y los resultados expresados como la media de las cpm+ SE.
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Fig. 10: Efectos de la FSH y el But,cAMP sobre los intermediarios de la CDP-colina.
Las células granulosa (10P/placa) se cultivaron con 200 ng/ml de FSH (M—M), 0.3 mg/mi
But,cAMP (@ —@ ), o0 medio ((1—01), junto con 1uCi/ml de "C-metil colina durante los
tiempos indicados. Colina, P-colina y CDP-colina fueron extraidas, separadas y contadas,
y los resultados expresados como media de las cpom+ SE.
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Puesto que los efectos de la FSH y el AMPc sobre €l marcaje de fosfatidilcolina en
célula granulosa ocurren a tiempos largos, y a pesar de que dichos efectos tienen lugar en
condiciones de marcaje en las que se ha alcanzado el equilibrio isotdpico, es necesario
demostrar que los aumentos en el marcaje se corresponden a aumentos reales en la masa del
fosfolipido, y no son consecuencia de un aumento en el recambio del lipido generado por la

existencia de hidrélisis previa.

Para ello el método mds comunmente utilizado, lo constituye la medicion de fésforo
inorgénico, que ha sido previamente liberado del fosfolipido por digestién con calor en medio
dcido, utilizando una curva patrén del mismo lipido. La sensibilidad del método utilizado,

permite medir cantidades que van desde los 3.125 hasta los 100 nmol tubo (Fig. 6).

Para utilizar tnicamente la parte central y mds sensible de la curva, se cultivaron
células granulosa en botellas de 25 cm? de superficie, que soportan cultivos de hasta 10
células por botella. En estas condiciones y como se muestra en la Fig. 11, tanto la FSH
como el But,cAMP, aumentaron significativamente en un 50 y 70% respectivamente el
contenido total de fosfatidilcolina de las células. Considerando el hecho de que el efecto de
la FSH tiene posiblemente lugar sélo sobre la PC existente en la membrana plasmatica, €l
cambio es de magnitud suficiente para permitir afirmar, que el efecto tiene lugar sobre la

sintesis de novo.

Para establecer atin mds firmente este hecho, se probd la existencia de un efecto de
FSH 6 But,cAMP sobre el recambio de PC. Para ello se marcaron células granulosa durante
48 h con “C-metil colina, se lavaron los cultivos, y se reincubaron a tiempos crecientes y
cortos desde los 5 a los 60 min, con objeto de observar si la hubiera desaparicion del
fosfolipido que indicara la existencia de una hidrélisis del mismo. Ni la FSH ni el
But,cAMP, produjeron cambios significativos en la cantidad de PC, a ninguno de los tiempos
estudiados, lo que permite afirmar, que los efectos de' la FSH tienen lugar sobre la sintesis

de novo, y no son el reflejo de un recambio aumentado como consecuencia de la hidrolisis.
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Fig. 11: Efectos de la FSH y el But,c AMP sobre la masa total de fosfatidilcolina (A) y la
hidrolisis de fosfatidilcolina a tiempos cortos.

En A, las células (10°/botella), se incubaron con FSH (200 ng/ml) o But,cAMP (0.3 mg/mi)
por los tiempos indicados. Los fosfolipidos se extrajeron la fosfatidilcolina se separd y
cuantificé como se describe en Material y Métodos, y los resultados se expresan en la media
de nmol+SE. En B, las células (10°/placa), se incubaron durante 48 h con 1uCi/ml de '*C-
metil colina. Las células se lavaron, y medio con 200 ng/mi de FSH (R—M ), 0.3 mg/ml de
But,cAMP (@—@®), o solo (—01), se afiadié a los tiempos sefialados. Tras extraer,
separar y contar la PC, los resultados se expresan como la media de cpm+SE.
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La mayoria de las evidencias acumuladas en la literatura, afirman que el enzima
limitante de la sintesis de PC por la ruta de la CDP-colina, la citidil transferasa, es
desactivado por el AMPc a tiempos cortos, por lo que ante el hecho experimental de una
activacion de la sintesis de PC que ocurre a tiempos largos y por medio del AMPc, era
necesario demostrar si tal activacion tiene lugar por fosforilacién o por un aumento de la

sintesis del enzima.

Para estudiar lo anteriormente enunciado, se incubaron células granulosa con “C-metil
colina, en medio sélo o en presencia de FSH (200 ng/ml) 6, FSH mds é4cido okadaico (10
*M). El 4cido okadaico, es un inhibidor de las fosfatasas de proteinas, PP1 y PP2A (), y
potencia por tanto la mayorfa de los efectos inducidos por fosforilacion. No hubo, como se
muestra en la Fig. 12, cambios en ninguno de los tiempos estudiados en la cantidad de '*C-
metil colina incorporada a PC por FSH en presencia de okadaico, lo que podria probar que

el efecto del AMPc, no tiene Jugar por fosforilacién de la CT.

Puesto que los aumentos en la sintesis de PC ocurren a tiempos largos, y no tienen
lugar por una activacién por fosforilacion del enzima limitante de la ruta de la CDP-colina,
se quiso probar, si el efecto observado es dependiente de sintesis de proteinas, lo que

hablaria en favor de la existencia de un aumento en la cantidad total del enzima.

Para ello se incubaron células granulosa durante 48 h con FSH y But,cAMP con y sin
0.01 mg/ml de cicloheximida. Tras extraer, y cuantificar la PC marcada (Fig. 13), no se
observaron cambios significativos en la cantidad de PC en los controles, en tanto que
disminuciones de mds del 50% en la cantidad de **C-metil colina incorporada a PC, pudo ser
observada en las celulas con FSH 6 But,cAMP, en presencia de la cicloheximida. La
autorradiografia de una de las cromatografias se muestra asimismo en la Fig. 13, como

prueba visual de los resultados cuantificados en ella.
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Fig. 12: Efectos del dcido okadaico sobre la sintesis de PC estimulada por FSH.

Las células (10°/placa), se incubaron por los tiempos indicados con 1uCi/ml de **C-metil
colina, sola (3—03), unida a 200 ng/ml de FSH (M—M), 6 FSH mds 10°M de dcido
okadaico (@—®@). Los fosfolipidos se extrajeron, y la PC se separé y conté como se
describe en Material y Métodos. Los resultados se expresan como la media de cpm+SE.
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Fig. 13: Efectos de la cicloheximida en la sintesis de PC estimulada por FSH y
But,cAMP.

Las células granulosa (10°/placa), se cultivaron en medio con 1uCi/ml de **C-metil colina,

200 ng/ml de FSH, o 0.3 mg/ml de But,cAMP solos o en uniéon de 0.01 mg/ml ciclohexi-

mida. La PC se cuantifico, y los resultados se expresan como la media de cpm+SE.
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4.1.3. Especificidad del efecto observado

Se quiso probar a continuacion que el efecto de la FSH sobre la sintesis de PC, no
es un efecto comin a otros fosfolipidos, a las hormonas activadoras de la esteroidogénesis,

0 a las activadoras de la proliferacion de la célula granulosa, y por tanto un epifenémeno.

Para ello se estudio en primer lugar el efecto de la FSH y el But,cAMP sobre la
sintesis de fosfatidiletanolamina (PE). La PE tiene una ruta de sintesis a partir de etanolamina
practicamente idéntica a la de la ruta de la CDP-colina para sintetizar PC. Es ademds el
sustrato para la sintesis de la PC por la ruta de la transmetilacién (Fig. 2). Por ello con cierta

frecuencia, la sintesis de ambos fosfolipiods es regulada en una forma similar.

Se incubaron células granulosa en medio con *C-cloruro de etanolamina, séla o en
presencia de FSH 6 But,cAMP, durante tiempos, que al igual que en las incubaciones con
metil-colina que oscilaron desde 3 a 48 h. Se extrajo y cuantificé la PE y la PC, y en la Fig.
14, puede observarse que no hubo cambios en la cantidad de etanolamina incorporada a PE
con ninguno de los tratamientos. Tampoco pudieron observarse cambios en la cantidad de
PC sintetizada a partir de PE, lo que parece probar que elefecto de la FSH es especifico para

la sintesis de PC por la ruta de la CDP-colina.

Se estudiaron asimismo los efectos de una hormona el dietil-estilbestrol (DES), que
es mitégena para la célula granulosa. En la Fig. 15, se muestra, que el DES produjo
incrementos en la cantidad de '“C-metil colina incorporada a PC, sélo a las 48 h y en

magnitudes (30%), muy discretas.

Para probar si el efecto de la FSH es comun a otras hormonas activadoras de la
esteroidogénesis, y que comparten igualmente el mismo mensajero intracelular, el AMPc,
se estudiaron los efectos de la hCG, sobre la sintesis de fosfatidilcolina en células MA-10.

Las células MA-10, son un clon inmortalizado, a partir de un tumor de células de Leydig
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Fig. 14: Efectos de la FSH y el But,cAMP sobre la sintesis de fosfatidiletanolamina.
Las células granulosa (10°/placa) se cultivaron con 200 ng/ml de FSH (M—M ), 0.3 mg/ml
But,cCAMP (@—@®), 0 medio ((1—03), junto con 10uCi/ml de “*C-cloruro de etanolamina
durante los tiempos indicados. La PE fué extraida y cuantificada como se describe en
Material y Métodos y los resultados expresados como la media de las cpm+SE.
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Fig. 15: Efectos del dietil-estilbestrol sobre la sintesis de PC.

Las células granulosa (10°/placa) se cultivaron con 10°M DES (R—M), 0 medio (0—0),
junto con 1uCi/ml de "*C-metil colina durante los tiempos indicados. La PC fué extraida y
cuantificada como se describe en Material y Métodos y los resultados expresados como la
media de las cpm+SE.
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desarrollado originalmente en raton (Ascoli M, 1981a), y en las que la hCG/LH conserva su
receptor acoplado a adenilato ciclasa, y capaz de estimular la esteroidogénesis tras unir la
hormona. La LH/hCG, no tiene sin embargo en estas células capacidad mitogénica, lo que
la convierte en un buen modelo para comparar los efectos de la hCG, con los de otra
hormona que como la FSH para la célula granulosa, la ACTH para las células corticales de

la adrenales, son ademds de esteroidogénicas, activadoras de la proliferacion.

Se incubaron por tanto células MA-10 (1.5x10%placa), en medio libre de suero
durante los tiempos indicados en la Fig. 16, con “C-metil colina, en ausencia o presencia de
hCG (200 ng/ml) 6 But,cAMP. Se extrajeron los lipidos, separé la PC y cuantifico la
radioactividad asociada a su molécula. En ninguno de los tiempos estudiados se produjo
variacién alguna en la cantidad de “C-metil colina incorporada a PC, con el tratamiento con
hCG 6 But,cAMP.

Por tanto la FSH estimula la sintesis de fosfatidilcolina en las membranas de células
granulosa ovdrica como un efecto especifico, para este fosfolipido de entre los de estructura
y vias de sintesis similares. El efecto es especifico para la FSH y no tiene lugar para al
menos otra hormona esteroidogénica estudiada, ni parece ser reproducido de forma idéntica

por una hormona que como el DES es mitogénica para la célula granulosa.
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Fig. 16: Efectos de la hCG y el But,c AMP en la sintesis de fosfatidilcolina en MA-10.
Las células MA-10 (1.5/10°/placa) se cultivaron con 200 ng/ml de hCG (M—M), 0.3 mg/ml
But,cAMP (@ —® ), 0 medio (1—0), junto con 1uCi/ml de *C-metil colina durante los
tiempos indicados. La PC fué extraida y cuantificada como se describe en Material y
Métodos y los resultados expresados como la media de las cpm=+SE.
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4.2 Efectos del LHRH sobre el ciclo de la fosfatidilcolina

El LHRH, pertenece al grupo de hormonas que, poseyendo un receptor acoplado a
hidrdlisis rdpida de PIP,, produce al mismo tiempo aumentos prolongados del DAG. Por ello
para estudiar los efectos del péptido sobre el ciclo de la PC en célula granulosa ovérica, se
decidié estudiar primero la posibilidad de que esta hormona produjera hidrdlisis de
fosfatidilcolina, en tiempos compatibles con aquellos en los que se produce la acumulacién
del DAG en la célula.

4.2.1 Efectos del LHRH sobre la hidrdlisis de fosfatidilcolina

Se incubaron células granulosa mantenidas en cultivo primario, durante 48 h con
1uCi/ml de “C-metil colina, tras lo cual los cultivos se lavaron con medio y reincubaron
desde 5 hasta 30 min con LHRH (10°M). La fosfatidilcolina y los productos de su hidrdlisis
se aislaron y cuantificaron en funcién de la radioactividad asociada a su molécula, y en la
Fig. 17, se muestran los resultados de uno del al menos tres experimentos diferentes, en los
que el LHRH, produjo la desaparicién significativa de un 30% de la radioactividad asociada

a la PC a los 15 min, habiendose recuperado los niveles basales, transcurridos 30 min.

Paralelamente a la desaparicion de PC se produjo, con el tratamiento con LHRH, una
acumulacién de colina del 100% con respecto a los controles, que se mantuvo durante todo
el tiempo en el que realizé el experimento. No hubo por el contrario, ninglin cambio en la
cantidad de P-colina en el interior de las células. Estos resultados parecen confirmar una
obervacion realizada anteriormente (Liscovitch M y Amsterdam A, 1989), acerca de la
capacidad del LHRH para activar una PLD en célula granulosa ovdrica, que romperia
fosfatidilcolina para producir colina y dcido fosfatidico. Segin los autores mencionados, el
dcido fosfatidico, se acumularia en el interior de la célula, y podria ser utilizado por la célula
granulosa, como mensajero intracelular, al igual que ocurre en otros tejidos (Billah MM et
al, 1991).
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Fig. 17: Efectos del LHRH sobre el contenido e intermediarios de la sintesis de PC.
Las células granulosa (10°/placa), se marcaron durante 48 h con 1uCi/ml de “C-metil

colina. Los cultivos se lavaron 'y el LHRH (10°M), se afiadié a los tiempos expresados. La

PC, colina, P-colina y CDP-colina, se extrajeron, cromatografiaron y contaron como se
describe en el Material y Métodos. Los resultados, se expresan en media de las cpm+SE.
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Dado que el LHRH tambien acumula DAG con los mismos tiempos, se decidid
estudiar la procedencia del DAG acumulado en respuesta a LHRH. Para ello, se incubaron
células granulosa durante tres h, con 0.1xCi/ml de **C-liso-PC, que se incorpora uinicamente
durante este tiempo a fosfatidilcolina (Fig. 4). El DAG que puede ser medido en la célula

en estas condiciones, debe provenir dnicamente de la molécula de fosfatidilcolina.

En la Fig. 18, se muestra una vez mds, que tras la aplicacion de LHRH (10°M) a las
células granulosa marcadas con “C-liso-PC, se produce un descenso en la radioactividad
asociada al fosfolipido, que no se hace patente hasta trasncurridos 10 mni de tratamiento de
las células con el péptido. Igualmente, se muestra que existe una acumulacién de DAG, que

empieza a ser significativa a los 10 min, y se prolonga hasta los 30 min.

No pueden apreciarse sin embargo, cambios en la acumulacién de DAG a tiempos
cortos despues de la aplicacion del LHRH a los cultivos, lo que probaria que el DAG

acumulado en esta fase, no proviene de PIP,, y si de fosfatidilcolina.

Para probar si los efectos del LHRH sobre el contenido en PC y la acumulacion de
colina y DAG tienen lugar mediados por la activacién de proteina quinasa C (PKC), se
repitieron los mismos experimentos, utilizando el diester de forbol miristato-acetato (PMA),
que activa la proteina quinasa C muy rdpidamente y de forma irreversible (), y es utilizado

universalmente como activador del enzima.

Las células granulosa se incubaron con “C-metil colina durante 48 h., los cultivos se
lavaron, y el PMA (10"M) se afiadi6 a tiempos de 1, 2, 5, 10 y 15 min. Como se muestra
en la Fig. 19, el PMA produjo una rdpida (1 min) y significativa desaparicién de la
radioactividad asociada a la molécula de fosfatidilcolina, que se mantuvo durante todo el
tiempo de realizacién del experimento. La activacién directa de la PKC, fué por lo tanto mds
rdpida y eficaz en, en romper fosfatidilcolina que el propio agonista que supuestamente

activaria la hidrdlisis del fosfolipido a traves de una activacion de la PKC.
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Fig. 18: Efectos del LHRH sobre el contenido y productos de la hidrélisis de PC.

Las células granulosa (10°/placa), se marcaron durante 3 h con 0.1 uCi/mi de "C-liso-PC.

Los cultivos se lavaron y el LHRH (10°M), se afiadié a los tiempos expresados. La PC,
colina, P-colinay CDP-colina, se extrajeron, cromatografiaron y contaron como se describe
en el Material y Métodos. Los resultados, se expresan en media de las cpm+SE.
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Fig. 19: Efectos del PMA sobre el contenido e intermediarios de la sintesis de PC.

Las células granulosa (10°/placa), se marcaron durante 3 h con 0.1uCi/mi de "*C-liso-PC.
Los cultivos se lavaron y el PMA (10°M), se afiadié a los tiempos expresados. La PC,
colina, P-colinay CDP-colina, se extrajeron, cromatografiaron y contaron como se desctibe
en el Material y Mérodos. Los resultados, se expresan en media de las cpm+SE.

56

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



Resultados

Para probar si ademas de activar como el LHRH una PLD especifica de
fosfatidilcolina, el PMA es capaz asimismo de producir acumulacién de DAG en la célula
a los mismos tiempos en los que la genera el LHRH, las células granulosa se incubaron
conjuntamente con 3H—Voleico (0.1xCl/ml) y *C-liso-PC (0.1uCi/ml), durante tres horas. Tras
lavar los cultivos, para limpiar los isétopos no incorporados por las células, se reincubaron
con PMA (10"M), durante 1,2, 5 10 y 30 min.

Tras extraer y cromatografiar el DAG, las muestras se contaron con un programa de
doble is6topo, de forma que la radioactividad asociada al *H, es aquella del DAG que ha
podido liberarse de todos los fosfolipidos de membrana, entre ellos naturalmente el PIP, y
la PC, en tanto que el DAG marcado con “C, ha podido ser generado tinicamente a partir
de PC.

Los resultados se muestran en la Fig. 20, y en ellos puede observarse, que el LHRH
produce acumulacién de DAG en una forma bifdsica, con el DAG generado a partir de PIP,
(Fig. A), empezando a acumularse muy rdpidamente (2 min), tras el tratamiento, y
alcanzando el mdximo a los 10 min, momento en el que tambien alcanza la médxima
acumulacién el DAG procedente de PC (Fig. B). Esto pareceria confirmar la hipétesis de que
el DAG medido en A, tiene distinta procedencia durante la primera fase (hasta los 10 min)

que durante la segunda (de 10 hasta 30 min).

Por el contrario el DAG procedente de PIP,, y fosfolipidos en general, se acumula
mucho mds lentamente cuando las células han sido estimuladas con PMA, no existiendo
acumulacién durante los primeros 5 min, en una cronologia coincidente con la del DAG
procedente del lipido marcado con *C, que es la PC. Esto probarfa, que la hidrélisis de PC,
y la generacidn de DAG a partir de PC, ocurren como consecuencia de la activacion de una
PLD, y la transformacién del PA en DAG por la accion de la PA: fosfohidrolasa y, que la
secuencia de eventos que culminan con la generacién de DAG, tiene lugar tnicamente

despues de la activaciéon de PKC.
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Fig. 20: Efectos del LHRH y el PMA sobre la generacion de DAG.

Las células granulosa (10P/placa), se marcaron durante 3 h con 0.1uCi/mi de *H-oleico (A),
y 0.1uCi C-liso-PC (B). Los cultivos se lavaron y 10°™ LHRH (M—M) o 10’M PMA
(@ —@ ), se afiadieron a los tiempos expresados. El DAG, se extrajo y cuantifico como se
ha descrito. Los resultados se expresan como la media de las cpom+ SE.
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4.2.2 Efectos del LHRH sobre la sintesis de PC

Puesto que en algunas células, la activacion de la hidrélisis de PC por PKC, sucede
conjuntamente con un estimulo de la sintesis, quisimos investigar si este era el caso del
LHRH, en célula granulosa. Para investigar este punto, las células granulosa se incubaron
a tiempos crecientes desde 3 hasta 24 h con “C-metil colina (1 #Ci/ml), con LHRH (10°M),
PMA (10'M).

Los resultados se muestran en la Fig. 21, y prueban que tanto el LHRH como el
PMA, son capaces de estimular significativamente (100%), la incorporacién de *C-metil

colina a fosfatidilcolina después de las 24 h de tratamiento.

Para probar si el aumento de incorporacion de C-metil colina, es s6lo un resultado
de la activacién del ciclo de la PC como consecuencia de la hidrélisis previa que ambos
agonistas inducen, se midi6 la masa total de fosfatidilcolina, en 10’ células tratadas con
LHRH (10°M) 6 PMA (10"M). En la Fig. 21 (interna), se muestra que tanto el LHRH como
el PMA, aumentan la masa total de fosfatidilcolina en un 90%, despues de las 48 horas de

tratamiento.

De los resultados presentados, podria por tanto deducirse que el LHRH, induce la
sintesis de novo, asi cono aumenta el recambio del lipido en célula granulosa y, que los
efectos tienen lugar tras la hipotética activacion de PKC, en respuesta a la union del péptido

con su receptor en la membrana citoplasmatica.
La activacion de la PKC, serfa una consecuencia de la hidrdlisis previa de PIP,, y

liberacién de DAG a partir de este fosfolipido producida al activarse una PLC especifica

asociada al receptor de LHRH, en célula granulosa ovdrica.
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Fig. 21: Efectos del LHRH y el PMA sobre la sintesis de fosfatitilcolina.

Las células granulosa (10°/placa) se cultivaron con 10°M LHRHM—M), 10°’M PMA
(@—@®), 0 medio (1—01), junto con 1uCi/ml de "*C-metil colina durante los tiempos
indicados. La PC fué extraida y cuantificada como se describe en Material y Métodos y los
resultados expresados como la media de las cpom+ SE.
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4.2.3 Medida de la activacion de proteina quinasa C por LHRH

Para probar que en efecto las acciones de LHRH sobre el ciclo de la fosfatidilcolina,
tienen lugar a través de la activacién de PKC, las células granulosa se incubaron con el
péptido (10°M), durante los tiempos indicados en la Fig. 22. Las células se incubaron
asimismo en presencia de PMA (10"M), que fué utilizado como control positivo de la

activacion cldsica de la PKC.

Los experimentos se terminaron con tampon de ensayo frio, y el enzima se purificé
parcialmente como se describe en el Material y Métodos. El PMA, produjo una activacién
rdpida (5 min) y mantenida del enzima, disminuyendo su actividad en el citosol en mds de
un 50%, y apareciendo un incremento similar aunque no estequiométrico de la actividad

asociada con la fraccién de membranas.

EL LHRH, indujo igualmente una activacién del enzima, que no fué aparente hasta
los 10 min, con una translocacién cronolégicamente compatible del enzima a las membranas.
La amplitud de la activacién con LHRH, fué menor que con PMA, aunque se prolongé hasta

los 30 min durante los que se realizé el experimento.
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Fig. 22: Activacion de la proteina quinasa C por LHRH y PMA.
Las células granulosa (10/placa), se incubaron a los tiempos indicados con medio ([ 1—01),
10°M LHRH (B—M ), 6 10°’M PMA (@ —@® ). Los experimentos se terminaron con tampon
de ensayo frio y la actividad de citosol y membranas, medida como se describe en Material
Yy Métodos, se expresa como la media de los nmol/min+SE.
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Discusion

Se presentan evidencias en la presente Tesis Doctoral, de la existencia de una
activacion de la sintesis del que constituye el lipido mayoritario de las membranas, la
fosfatidilcolina por la FSH, la hormona que inicia y mantiene la proliferacion y

diferenciacion de la célula granulosa ovdrica.

La sintesis de fosfatidilcolina depende bdsicamente de la actividad del enzima limitante
de la ruta de la CDP-colina (Sundler R, Akesson B, 1975; Pelech SL, Vance DE, 1984), la
citidil transferasa (CT). La activacién de dicho enzima depende como ha sido demostrado en
varios tipos celulares de su translocacion desde un reservorio citoplasmdtico inactivo, a las
membranas, donde se convierte en activa por interaccién con los fosfolipidos de estas (Pelech
SL et al, 1983; Sleight R, Kent C, 1983; Aeberhard EE et al, 1986; Comnell R, Vance DE,
1987; Chander A, Fisher AB, 1988; Tercé et al, 1988).

En condiciones basales, en ausencia de estimulo hormonal, tres factores regulan la
trasnlocacién del enzima de o hacia las membranas inactivandola o activindola en
consecuencia, i) el aumento en el contenido de colina (Yao Z et al, 1990) en el citoplasma
celular y de fosfatidilcolina (Jamil H et al; 1990), induce la inactivacion del enzima, ii) el
enzima es modulada positivamente en forma no bien comprendida por los dcidos grasos
(Pelech SL et al 1984; Weinhold PA et al, 1984; Anderson KE et al, 1985; Mock T et al,
1986), aunque evidencias recientes sugieren que un proceso de defosforilacion estd implicado
en la activacion (Wang Y et al, 1993), y iii) algunos pruebas experimentales sugieren que
el diacilglicerol podria asimismo inducir directamente o a través de PKC, la activacion del
enzima (Kolesnick RN, Hemer MR, 1990; Utal AM et al, 1991).

La citidil transferasa se regula por fosforilacion/defosforilacién, y la proteina quinasa
A es capaz de fosforilar en extractos celulares al enzima (Pelech SL, Vance DE, 1982), en
residuos serina (Sanghera JS, Vance DE, 1989). Un inhibidor de las fosfatasas, el dcido
okadaico, promueve asimismo la translocacion del enzima a la fraccion citosélica, y la
inactivacion del mismo (Hatch GM et al 1990, 1991).
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La utilizacién de andlogos no metabolizables del AMPc, y de los agonistas acoplados
a la generacién del nucledtido como el glucagon, inhiben la sintesis de PC, inactivando el
enzima al producir la translocacién desde la fraccién microsomal que contiene las
membranas, a la fraccién citoplasmdtica soluble (Pelech SL et al, 1981; Pelech et al, 1984).
Sin embargo no estd atin claro si la inhibicién del enzima causado por las hormonas
acopladas a generacion de AMPc y por los andlogos no metabolizables de este, ocurre por
fosforilacién o indirectamente por disminucién de los niveles celulares de DAG que a su vez

regulan la sintesis por un mecanismo aun no desvelado (Jamil H et al, 1992).

Nosotros hemos presentado evidencias de que la FSH aumenta la incorporacion de
14C_metil colina al interior de la célula y a fosfatidilcolina, y tambien que el aumento en la
incorporacién se corresponde con aumentos similares en la masa real del fosfolipido, lo que
probarfa que los efectos de la hormona tienen lugar en dos puntos diferentes de la ruta de la

CDP-colina, y se traducen en activacién de la sintesis de novo de la PC.

Hemos probado que dichos efectos son mimetizados con exactitud por los andlogos
no metabolizables del AMPc, hecho este que estd en aparente contradiccién con los datos
existentes en la literatura. Sin embargo, creemos haber probado tambien, aunque no
definitivamente, que no es a través de una activacién por fosforilacion como el AMPc, y la
FSH que induce su produccidn, activan la citidil transferasa, siné aumentando el contenido
total del enzima en la célula, como lo prueba el hecho de que los efectos de la FSH son
totalmente contrarrestados con el uso de la cicloheximida, un inhibidor de la sintesis de

proteinas.

Adicionalmente aunque la activacién por fosforilacién/defosforilacién de la citidil
transferasa es sensible en otros tejidos al 4cido okadaico, como fué discutido anteriormente,
la utilizacién de este, no produjo ningtin efecto en la sintesis de PC estimulada por FSH, lo
probarfa atin mds la independencia de procesos de fosforilacién/defosforilacion del efecto

observado.
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Alternativamente, el estimulo de la sintesis de PC por la FSH, podria ser una
consecuencia del aumento del recambio del lipido, y no un aumento de la sintesis neta. Esta
hipétesis puede ser asimismo descartada ante la ausencia de efectos a corto plazo de la FSH

6 el AMPc, sobre la hidrdlisis de fosfatidilcolina.

Finalmente es necesario sefialar que, el lugar en el que se produce el estimulo de la
sintesis del enzima, as{ como el propio hecho de que dicho estimulo exista, deben ser
probados mas firmemente en el futuro utilizando inhibidores selectivos de los distintos niveles
a los que la sintesis de proteinas tiene lugar, cuantificando la cantidad del enzima y, de

existir una sonda, la expresién del mensajero para la proteina.

En lo que se refiere a la regulacién basal, no dependiente de estimulos hormonales
de la citidil transferasa, en célula granulosa ovdrica, no parece ser diferente de la que tiene
lugar en otras células, como lo prueba indirectamente el hecho experimental observado por
nosotros de que, la acumulacion de CDP-colina disminuye, y la de P-colina aumenta, en los
tiempos (24 y 48 h) en los que se produce la médxima estimulacién del contenido en

fosfatidilcolina en las membranas por parte de la FSH y el AMPc (Fig. 8 y 10).

En cuanto a la importancia del efecto observado, hemos intentado separarlo de los
efectos metabdlicos generales que la FSH tiene en célula granulosa, y definir su
especificidad, para poder emitir la hipdtesis de su relacién con la regulacién de alguno de los
dos procesos bdsicos que la hormona controla en célula granulosa, relacién que se discutird

despues.

En primer lugar investigamos si el efecto pudiera ser parte de una regulacién
generalizada de la sintesis de fosfolipidos por la hormona. La fosfotidiletanolamina, fué
elegida por las similitudes estructurales con la fosfatidilcolina, asi como por la identidad de
sus rutas de sintesis mayoritaria. No existe como se describi6 en los Resultados ningiin efecto

de 1a FSH ni del AMPc sobre la sintesis de fosfatidiletanolamina, lo que pareceria probar la
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especificidad, al menos en este aspecto, del observado con respecto a la fosfatidilcolina.

Se estudié asimismo el efecto de la LH/hCG, en otro tejido esteroidogénico, las
células MA-10. En este tumor de células de Leydig, la LH/hCG, estimula al igual que la
FSH en granulosa la sintesis de esteroides por un mecanismo dependiente de AMPc. Ni la
hCG ni el AMPc fueron capaces de activar la sintesis de PC a partir de *C-metil colina en
células MA-10, lo que probaria asimismo la especificidad de hormona y mensajero

intracelular, observadas para la FSH.

Finalmente la utilizacién del DES produjo una discreta elevacién de la incorporacion
de la "“C-metil colina a fosfatidilcolina a las 48 h de tratamiento, sin embargo, este parece
ser un efecto comin a todos los esteroides, del cual se desconoce el significado en el
momento presente, pero que tiene posiblemente mds relacion con un efecto tréfico sobre la
composicién de las membranas celulares que con la existencia de un mecanismo de

sefializacion acoplado a la hormona (Rooney SA et al, 1990).

El significado funcional del estimulo de la sintesis de PC por la FSH, es en este
momento sélo una hipdtesis. La FSH es el protagonista, en la célula granulosa, de la
regulacion de los dos fendmenos mds importantes que tienen lugar en cualquier célula, el de

la proliferacién y la inducién de sus funciones diferenciadas.

Los niveles de fosfatidilcolina en las membranas celulares, y el contenido total del
fosfolipido en las células, ha sido relacionado muy estrechamente con la sintesis y
movimiento a través de las membranas de las lipoproteinas (Graham A et al, 1988; Vance
JE, Vance DE, 1988; Yao ZM, Vance DE, 1989; Robinson BS et al, 1989). Puesto que estas
moléculas constituyen la fuente mds importante del colesterol celular, a partir del cual las
células sintetizan los esteroides, uno de los posibles significados del aumento observado en
el contenido en PC, pudiera ser el de facilitar la sintesis progesterona, que ya es inducida por

la FSH a otros niveles. El hecho de que otra hormona esteroidogénica la LH/hCG, no
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produzca ningiin efecto sobre los niveles de PC, no apoyaria sin embargo esta primera

hipétesis.

Aumentos en la sintesis de fosfatidilcolina, se han descrito en relacién con procesos
proliferativos en general (Tones MA et al,1988; Lacal JC, 1990). El factor estimulador del
crecimiento de colonias (CSF) aumenta la sintesis de PC y mRNA de CT en macréfagos y
neutréfilos (Tessner TG et al, 1991). Puesto que la FSH es un enzima clave para la iniciacién
de la proliferacién de la célula granulosa, el efecto sobre la PC, podria tener relacion con

esta funcidn de la hormona.

Alternativamente y puesto que el diacilglicerol y la activacién por este de proteina
quinasa C, tienen efectos desdiferenciadores sobre la célula granulosa ovdrica (Hsueh ATW
et al, 1984), inhibiendo la sintesis de esteroides inducida por FSH (Flores JA et al, 1993),
el aumento de la sintesis de PC podria estar siendo utilizado, como ya ha sido sugerido
(Florin-Christensen J et al, 1993), como una forma de terminar la sefial iniciada por los
antagonistas de la diferenciacién (que generan DAG), y permitir la diferenciacidn de la célula
granulosa y el foliculo, e impedir el fracaso de la maduracién folicular y la atresia que le

sigue.

El principal inductor de la desdiferenciacién, de la célula granulosa es el LHRH
(Hsueh AJW, Jones PBC, 1981), cuyo receptor estd acoplado a hidrélisis de PIP,, y
generacion de DAG (Ma F, Leung CK, 1985; Davis JS et al, 1986). La acumulacién de
DAG en la célula granulosa en respuesta al LHRH (Fanjul LF et al, 1992), al igual que
como se ha discutico sucede en otras muchas células, tiene lugar durante tiempos mucho
mds largos que los que serfan compatibles con la hidrdlisis de PIP, que el péptido es capaz
de producir y, la observacion de Liscovitch y Amsterdam (Liscovitch M Amsterdam AS,
1989) acerca de la existencia de produccién activacion de una PLD en respuesta a LHRH,
hacen obvia enunciacion de la hipdtesis de que la acumulacién de DAG debiera estar

ocuriendo en forma bifdsica y por transformacién de moléculas diferentes.
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Al igual que en todos las células y tejidos que fueron descritos en la Introduccion de
este trabajo, a los que podrfan asimismo unirse miocitos y adipocitos en respuesta a la
insulina (Farese RV et al, 1989), fibroblastos estimulados por EGF, PDGF y bombesina
(Wright TM et al, 1990; Price BD et al, 1989), células glomerulosa en respuesta a la ACTH
(Cozza EN et al, 1990), y probablemente la mayoria de las células de los organismos vivos,
en lo que parece ser un mecanismo universal de produccién de diacilglicerol y estimulo
mantenido de PKC, la célula granulosa posee un mecanismo de sefializacidn dependiente de

hidrélisis secuencial de PC, que es activado por el LHRH.

Nuestos datos experimentales sugieren, confirmando lo observado por Liscovitch y
Amsterdam, que la tdnica fosfolipasa especifica de PC que se activa es la PLD, y que la
segunda fase de produccién de DAG, cuya existencia creemos ha quedado suficientemente
probada, seria consecuencia de la metabolizacién del PA, posiblemente tras la activacién de
la PA: fosfohidrolasa. Pruebas de la existencia de un mecanismo similar, han sido ya
obtenidas en neutrdfilos y células cromafines (Billah MM et al, 1989, Mullmann TJ et al,
1990a y 1990b; Tuominen RK et al,1993), células endoteliales y misculo liso (Martin TW,
Michaelis KM, 1988 y 1989; Lassegue et al, 1993) 6 fibroblastos (Cabot MC et al, 1988b;
Pettitt TR, Wakelam JO, 1993).

El efecto del LHRH es reproducido activando la PKC con ésteres del forbol, lo que
sugiere que la hidrdlisis de PIP, inducida por el LHRH, y la posterior activacién de la PKC
por el DAG liberado, constituirian el primer paso de la cascada de sefiales que culminan con

la elevacidn continuada de los niveles de DAG en la célula granulosa.
Aunque era suficientemente obvio, hemos demostrado tambien, que el LHRH activa

la proteina quinasa C, en tiempos compatibles con aquellos en los que se produce la primera

liberacion de diacilglicerol desde PIP;.
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Discusion

El diacilglicerol generado en células de neuroblastoma, cuando son sometidas a los
efectos de la PLC, es capaz de aumentar la sintesis de fosfatidilcolina en estas células (Slack
BE et al, 1991). La PLC y el PMA, aumentan igualmente la sintesis de fosfatidilcolina en
células CHO (Jones GA, Kent C, 1991). En sentido contrario, se ha sido observado que la
colecistoquinina, inhibe la sintesis de fosfatidilcolina para poder producir aumentos
simultdneos de la cantidad de DAG existente en la célula (Matozaki T et al, 1991). Estas y
otras muchas evidencias experimentales parecidas (Kolesnick RN, 1987, Kolesnick RN, Paley
AE, 1987), junto con la observacion de que el DAG en exceso en la célula se metaboliza
preferentemente hacia fosfatidilcolina (Florin-Christensen J et al, 1993), mas el hecho
observado repetidamente y ya discutido de que el diacilglicerol regula la actividad de la citidil
transferasa (Jamil H et al, 1992), sugieren la emergente y atractiva hipdtesis, de que si bien
la hidrélisis de fosfatidilcolina, constituye un mecanismo extraordinariamente eficaz para
mantener activada la proteina quinasa C, durante la regulacién de funciones celulares que
ocurren a largo plazo, el mismo diacilglicerol solo, o a través de la PKC, tendria la
capacidad de limitar la sefial e impedir su perpetuacién en el tiempo, que conduciria
inevitablemente a la desrregulacion de las funciones celulares, que pretenden regular, y

eventualmente a la muerte de la célula.

De acuerdo con esta hipétesis, el mecanismo de activacion de hidrolisis a corto plazo
seguido de aumentos mds duraderos de la sintesis de PC observado por nosotros para el
LHRH en célula granulosa, supondria la confirmacién de la existencia de una autorregulacion

o limitacién de la sefial generada tras la hidrélisis de fosfatidilcolina.

En el caso de la célula granulosa, a la cual el LHRH antagoniza, la FSH, reforzaria
ademds el mecanismo de terminacién de la sefial, activando tambien la sintesis de
fosfatidilcolina, y la atenuacién por tanto de los procesos cuya activacién/inactivacion
dependen de la PKC. Esta hipdtesis apbyada en los datos ofrecidos por la literatura y
sustentada por las evidencias obtenidas por nosotros que se han presentado en este trabajo,

es coherente con las funciones que FSH y LHRH regulan en célula granulosa ovirica.
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Conclusiones

La FSH aumenta por un mecanismo dependiente de AMPc la sintesis de

fosfatidilcolina en célula granulosa ovdrica.

El aumento de la sintesis es un efecto especifico, que tiene lugar por la ruta de la
CDP-colina, y ocurre posiblemente por incrementos sensibles a cicloheximida, en la
sintesis de la CDP: fosfocolina citidil transferasa, y no por activacién a través de

fosforilacion del enzima
El LHRH utiliza la hidrolisis secuencial de la fosfatidilcolina, como forma de
producir aumentos bifdsicos y prolongados del DAG en la célula, de los que depende

su efecto antagonista de la diferenciacion de la granulosa.

El LHRH, activa asimismo la sintesis de fosfatidilcolina, posiblemente como una

forma de terminar la sefial previamente generada.

El mecanismo utilizado por el LHRH para regular el ciclo de la fosfatidilcolina, es

dependiente la PKC, que el péptido activa despues de hidrolizar PIP,.
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Sodium and Chloride Transport
in the Lizard Duodenum

ANTHONIO LORENZO!, Pino SANTANA, ToMas G6MEz and PiLar BaDia

Laboratorio de Fisiologia Animal, Departamento de Biologia Animal,
Facultad de Biologia, Universidad de La Laguna, Tenerife, Esparia

ABSTRACT—The mechanisms by which Na and Cl ions are transported across the duodenal
epithelium of the lizard Gallotia galloti were studied under voltage-clamped conditions. The lizard
duodenum actively absorbed sodium and chloride with a ratio of approximately 2:1. In the absence of
sodium, the short-circuit current (Isc) and net chloride flux (J,.,) were abolished. In the absence of
chloride, the net sodium flux (JN,.,) was halved but the short-circuit current (Isc) was not changed
significantly. Treatment with acetazolamide, amiloride, or disuifonic stilbene (DIDS) abolished the net
chloride flux almost completely, whereas the Isc was not changed significantly. When ouabain was
added to the serosal side, the short-circuit current and net fluxes of sodium and chloride were abolished.
From an analysis of the effects of these inhibitors, a plausible model was developed to explain the
characteristics of the sodium and chloride transport. It is proposed that the entry of sodium into the cell
across the luminal membrane occurs via two pathways. A part of the Na* entry occurs through the Na*
/H* antiporter and a part through an electrogenic pathway. The entry of Cl™ across the apical

© 1989 Zoological Society of Japan

membrane occurs through the CI7/HCO; ™ antiport. Chloride seems to exit the cell by a diffusional

process.

INTRODUCTION

Electrolyte transport across leaky epithelia such
as the gallbladder, renal proximal tubule and small
intestine has been studied extensively in vivo and
in vitro by measuring electrical parameters and
tracer fluxes [1-3]. Numerous studies have demon-
strated an interdependence of net transepithelial
Na™ and C1~ fluxes [4-7]. These results have been
interpreted by the existence of direct coupling of
Na* and CI™ fluxes through a ternary-complex of
Na* and Cl7, and cotransporter at the
apical membrane [2]. However, the other possibili-
ty of neutral, coupled NaCl transport resulting
from the simultaneous operation of Na*/H* and
CI/OH™ exchanges has been suggested [8-10].
These transport mechanisms have been studied
specially in the small intestine of mammals and few
references are found in reptilian intestine, where
electrolyte transport has been studied especially in

Accepted November 21, 1988
Received July 12, 1988
! To whom reprint requests should be addressed.

the colon. Studies of the proximal and distal colon
of Testudo graeca [11] have demonstrated that
sodium and chloride are transported at a similar
rate. Active transport of sodium and chioride ions
has also been shown across the isolated turtie
colon [12], lizard colon [13], and ileum [14].

The purpose of the present study was to investi-
gate mechanisms of CI™ and Na® transport across
isolated lizard duodenum by measuring uni-
directional sodium and chloride fluxes in presence
of several inhibitors. The results suggest that
about 50% of apical sodium entry results from
amiloride sensitive Na*/H™ exchange and that of
the other 50% of the sodium uptake is elec-
trogenic. The entry of chloride into the cell across
the luminal membrane results from a CYHCO;
exchange.

MATERIALS AND METHODS

Animals and preparation

Experiments were performed on male and
female Gallotia galloti lizards (mean body weight

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



Testicular 3B-hydroxysteroid dehydrogenase/ A>* isomerase
in the hypophysectomized rat: effect of treatment with
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ABSTRACT

The in-vivo regulatory effect of androgens on steroido-
genesis was investigated. Adult (2 to 3 months old)
hypophysectomized rats were treated intratesticularly
with increasing doses of Sa-dihydrotestosterone
(DHT; 10200 ng/100 g body weight) or vehicle (50 ul
dimethyl sulphoxide; DMSO) in the contralateral
testis. Intratesticular testosterone concentrations were
extremely low in hypophysectomized rats 15-20 days
after surgery. Treatment with DHT caused a dose-
dependent inhibition of testicular 3B-hydroxysteroid
dehydrogenase/A>* isomerase (3B-HSD) 2h later,
and this effect was apparent at the dose of 20 ug/100 g
body weight (P<0-01). The inhibitory effect of 3§3-
HSD was not due to a possible interference of DHT in
the enzyme assay, since various concentrations of the

androgen (0-1-100 pmol/l) were ineffective as inhibi-
tors of 38-HSD. The highest dose of DHT used in this
study (200 pg/100 g body weight) resulted in a rapid
(1-2h) and transient (4-6h) inhibition (approxi-
mately 80%) of 38-HSD activity. Pretreatment of rats
with the antiandrogen cyproterone acetate (5 mg/rat)
or the protein synthesis inhibitor cycloheximide
(10 mg/rat) did not affect the enzyme activity of testes
injected with DMSO, but counteracted the inhibitory
effect of DHT on 3B-HSD activity in the contralateral
testis. The results presented suggest that the inhibitory
effect of the non-aromatizable androgen DHT is
receptor-mediated and involves the synthesis of a
factor(s) that modulates 35-HSD activity.

Journal of Endocrinology (1992) 133, 237-243

INTRODUCTION

Leydig cells are the primary site for testosterone syn-
thesis within the mammalian testis (Ewing & Zirkin,
1983; Tahkid, 1986). Although there is little doubt
about the important role of pulsatile-secreted luteiniz-
ing hormone (LH) in the regulation of Leydig cell
steroidogenesis, locally produced growth factors
(T'sutsumi, Kurachi & Oka, 1986; Casella, Smith, Van
Wyck ef al. 1987) and neuropeptides (Bhasin, Heber,
Peterson & Swerdloff, 1983; Pintar, Schachter, Herman
et al. 1984; Berry & Hirsh-Pescovitz, 1988; Yoon, Sklar
& David, 1988; Audhya, Hollander, Schlessinger &
Hutchinson, 1989) are thought to modulate testicular
androgen biosynthesis. In addition, testicular oestro-
gens (Hsueh, Dufau & Catt, 1978; Nozu, Dehejia,
Zawistowich et al. 1981; Brinkmann, Leemborg,
Rommerts & Van der Molen, 1982; Abney & Keel,

1986) and androgens (Purvis & Hansson, 1978; Purvis,
Clausse & Hansson, 1979; Adashi & Hsueh, 1981; Ruiz
de Galarreta, Fanjul, Meidan & Hsueh, 1983; Hales,
Shah & Payne, 1987; Fanjul, Estévez, Déniz et al. 1989)
can regulate testosterone biosynthesis by processes
mediated through different receptors and at different
steps along the steroidogenic pathway (Tahka, 1986;
Dufau, 1988).

Although the inhibitory effect of oestrogens on
testicular steroidogenesis in the intact animal is well
documented (Hsueh et al. 1978; Nozu et al. 1981;
Brinkmann et al. 1982; Abney & Keel, 1986), no direct
evidence for such mechanism(s) operating under
in-vivo conditions has been reported for androgens
(Purvis, Calandra, Haug & Hansson, 1977; Dalterio,
Bartke, Brodie & Mayfield, 1983). .

In the present study evidence is presented to indi-
cate that in the adult hypophysectomized male rat

Journal of Endocrinology (1992) 133, 237-243 © 1992 Journal of Endocrinology Ltd  Printed in Great Britain
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R5020 Enhances PGE, Stimulated Steroidogenesis in
Cultured Rat Granulosa Cells

L. F. Fanjul, J. Gonzilez, P. Santana, F. Estévez, J. Quintana
and C. M. Ruiz de Galarreta*

Departamento de Endocrinologia Celular y Molecular
Facultad de Ciencias Médicas y de la Salud
Universidad de Las Palmas de G.C.

35086 Las Palmas (Spain)
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L. F. FANJUL, ]. GONZALEZ, P. SANTANA, F. ESTEVEZ, ]. QUINTANA
and C. M. RUIZ DE GALARRETA. R5020 Enhances PGE, Stimulated Steroido-
genesis in Cultured Rat Granulosa Cells. Rev. esp. Fisiol., 48 (3), 167-170, 1992.

Progesterone biosynthesis and metabolization to 20x-hydroxyprogesterone
was stimulated in granulosa cells cultured in the presence of 20 ng/ml of follicle
stimulating hormone (FSH) or increasing concentrations of PGE, (107%-1077 M).
Concurrent treatment with the synthetic progestin R5020 (107® M) enhanced the
FSH or PGE, stimulated progesterone and 20«-hydroxyprogesterone accumulation
in culture media, as well as A*-38-hydroxysteroid dehydrogenase activity in gran-
ulosa cell homogenates. These findings may represent another example of an au-
tocrine control mechanism in which the steroidogenic product of the granulosa cell
exerts an ultra-short loop regulation of its own production.

Key words: Prostaglandins, R5020, Steroidogenesis, Granulosa cells.

Maturation of ovarian follicles results to
a great extent from the FSH induced dif-
ferentiation of granulosa cells. After bind-
ing to specific receptors in the granulosa
cell membrane, FSH induces intracellular
cAMP accumulation, increases membrane
luteinizing hormone (LH) and prolactin
receptor content and stimulates the secre-
tion of estrogens, progestins and other
non steroidal secretory products, impor-

%

* To whom all correspondence should be ad-
dressed.

tant for optimal folliculogenesis and oo-
cyte maturation (2, 5, 17).

Ovarian prostaglandin synthesis (F and
E series) is stimulated by gonadotropins,
and its concentration increases in the fol-
licular fluid of several species as ovulation
approaches (1, 6, 9, 18). Early studies
based on the ability of prostaglandin syn-
thesis inhibitors to prevent ovulation,
suggested a role for these molecules as
regulators of ovarian function (4, 10, 11).
An explanation of the possible mechanism
of prostaglandin regulation of follicle rup-

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2003
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DIACYLGLYCEROL RATHER THAN Ca** MEDIATES GnRH INHIBITION OF
FSH INDUCED STEROIDOGENESIS IN OVARIAN GRANULOSA CELLS

Luisa F. Fanjul, Antonio Déniz, José Quintana, Pino Santana, Juan Gonzalez,
Francisco Estevez and Carlos M. Ruiz de Galarretal

Departamento de Endocrinologia Celular y Molecular, Facultad de Medicina, Universidad

de Las Palmas de Gran Canaria, 35086, Las Palmas de Gran Canaria, Spain

Received August 10, 1992

SUMMARY: Treatment of cultured granulosa cells with PLC or GnRH stimulated the rapid
generation of DAG and phosphoinositide turnover. The PKC activators PLC (3 mU/ml) and
TPA (107M) or the decapeptide GnRH (10°M) elicited similar inhibitory responses on FSH
or CAMP stimulated granulosa cell steroidogenesis. Mobilization of intracellular Ca?* with
A23187 (10*M) was followed by a slight increase in the steroidogenic activity of cultured
granulosa cells, whereas elevation of extracellular K* (50 mM) largely augmented the
steroid biosynthetic activity of the granulosa cells. These results suggest that the inhibitory
effect of GnRH on granulosa cell steroidogenesis is mediated by generation of DAG, rather

than by increases in intracellular Ca®* concentrations. © 1992 academic press, Inc.

Interaction of FSH with its plasma membrane receptor on granulosa cell generates an
increase in intracellular cAMP which elicits the activation of steroidogenic enzymes and the
expression of peptide hormone receptors (reviewed in Refs. 1,2). These biochemical events
elicited by the gonadotropin are accompanied by morphological changes of the immature cell
and its transformation into its fully mature counterpart. After binding to specific receptors
on granulosa cell membranes (3,4) the decapeptide GnRH can exert stimulatory (5,6) or
inhibitory (7-9) control of the differentiation process, depending on the duration of GnRH

treatment or the presence of other endocrine, paracrine or autocrine regulatory ligands

(reviewed in Refs. 10,11). In the presence of FSH, GnRH prevents gonadotropin-stimulated

granulosa cell steroidogenesis, and receptor expression processes (6,7) but the intracellular
mechanism(s) whereby the decapeptide inhibits granulosa cell function are not completely

1To whom correspondence should be addressed at DECYM, Universidad de Las Palmas

de Gran Canaria, School of Medicine, Apdo. 550, Las Palmas 35086, Spain.

Abbreviations: GnRH, gonadotropin-releasing hormone; FSH, Follicle stimulating hormone;
DAG, diacylglycerol; PLC, phospholipase C; TPA, 12-O-tetradecanoylphorbol-13- acetate;
PKC, protein kinase C; 38-HSD, 38-hydroxystroid dehydrogenase /A%-* isomerase.
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Follicle-Stimulating Hormone and Human
Chorionic Gonadotropin Induced
Changes in Granulosa Cell
Glycosyl-Phosphatidylinositol Concentration

LUISA F. FANJUL, ISABEL MARRERO, F. ESTEVEZ, ]. GONZALEZ, ). QUINTANA,
PINO SANTANA, ano CM. RUIZ DE GALARRETA*
Departamento de Endocrlnologla Celular y Molecular, Universidad de Las Palmas de Gran
Canaria, 35080 Las Palmas, Spain

In the present investigation, a hCG sensitive glycosyl-phosphatidylinositol (GP1)
was isolated from cultured rat granulosa cells obtained from the ovaries of dieth-
ylstilbestrol (DES) implanted immature rats. The inositol-phosphoglycan (IPG)
moiety of the GPl-lipid contains galactose, glucosamine, and myoinositol as
demonstrated by metabolic labelling of granulosa cells for different time periods
(5-96 h) with [°H]galactose, {*H]glucosamine, or [*H]myoinositol and treatment
of the purified [PHIGPI with phosphatidylinositol-specific phospholipase C. La-
belling equilibrium of the GPI-lipid was achieved after 24 h ([*H]galactose and
[*H]myoinositol) or 72 h {I°H]glucosamine) incubation, whereas incorporation of
other labelled carbohydrates tested ([*H]galactosamine, [*H]mannose, and
{*H]sorbitol) was negligible throughout the time period studied. The glucosamine
C-1 appears to be linked through a glycosidic bond to the myoinositol molecule of
the IPG moiety as revealed by the generation of phosphatidylinositol (PtdIns) after
nitrous acid deamination of dual labelled (I*Hlglucosamine/{**Clpalmitate or
*H]glucosamine/{ ' *Cimyristate) glycosyl-phosphatidylinositol. To investigate the
fatty acid composition of the diacylglycerol (DAG) backbone of the GPI, granu-
losa cells were also labelled (5-72 hr) with ['*Cllinoleate, [*HImyristate, {*H]-
oleate, [*H]palmitate, or [>H]stearate and the radioactivity associated with the
purified glycosyl-phosphatidylinositol determined. Incorporation of [*H]palmitate
and [PHlmyristate into the GPl-lipid peaked after 8 h and 24 h of labelling,
respectively, and both fatty acids were partially released after PLA, treatment of
the dual labelled ([*Higlucosamine/[**Clpalmitate or [*Hlglucosamine/
{"*Clmyristate) GP1. In parallel experiments no significant incorporation of la-
belled stearate, oleate, or linoleic acid into the DAG backbone of the glycosyl-
phosphatidylinositol could be detected. Granulosa cells were also labelled with
[’Hlglucosamine in the presence of FSH (30 ng/ml), cholera toxin (1 ug/mi), or the
membrane permeable cAMP analog (but),cAMP (1 mM). Time related increases
in GPI-labelling were apparent after 48 h and reached a maximum level (3-, 5-,
and 7-fold for FSH, CT, and (but),cAMP, respectively) after 72 h in culture. In
another set of experiments, granulosa cells were labelled for 72 h with [*H]glu-
cosamine in the presence of (but);cAMP {1 mM), TPA (10~7 M), or combination
thereof. The effect of treatment with the membrane permeable cAMP analog on
GPI labelling was prevented in the presence of TPA, whereas no differences in
[*HIGP! content could be observed in untreated granulosa cells or cells cultured
in the presence of the protein kinase C-activating phorbol ester alone. iIn cells
differentiated with FSH (30 ng/ml for 3 days) to induce LH receptors, treatment
with hCG (100 ng/ml) induced a rapid (60 sec) and transient (5 min) decrease in
the GPI content, whereas no effect of the hormone on undifferentiated granulosa
cells could be observed. The rapid effect elicited by hCG on GPI content and
turnover may be an early transduction mechanism involved in the biological
effects of LH/HCG in differentiated granulosa cells.  ® 1993 wiley-Liss, Inc.

Proliferation and differentiation of ovarian granu-
losa cells are initiated by FSH binding to specific .
membrane receptors with. subsequent stimulation of Received March 31, 1992; accepted September 9, 1992.
adenylate cyclase activity,.followed by increases in  *To whom reprint requests/correspondence should be addressed.
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