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Introduccioén

El ovario

En los mamiferos, el ovario es el sitio de almacenamiento y desarrollo de los oocitos formados durante la
vida embridnica/fetal 6 alrededor del momento del nacimiento. La principal funcion de la gbnada femenina es
la maduracion del oocito para la fertilizacion y exitosa propagacion de la especie (McGee and Hsueh, 2000).
Para esto genera un ambiente propicio para la instalacién del cigoto, ligado a cambios inducidos por la
transformacion del foliculo ovulatorio en el cuerpo luteo (Thibault et al., 1993). Ademas, el ovario constituye
el principal portador de las células secretoras de hormonas femeninas que desarrollan y mantienen los
caracteres sexuales secundarios de la hembra, asi como también las caracteristicas adecuadas durante la
prefiez.

En la rata los ovarios estan situados cerca de los rifiones a lo largo del borde del muasculo lateral psoas
y se encuentran rodeados de grasa. Durante la adultez la superficie del ovario es nodular y se encuentra
cubierta por una capa monoestratificada de células cibicas 6 poliédricas, llamada epitelio germinal (Mae-
kawa, 1990). Esta cubierta epitelial esta frecuentemente invaginada hacia el tejido conectivo subyacente,
llamado tunica albuginea, formando pequefios pliegues, hoyos 6 criptas. Por debajo se encuentran dos
zonas: la llamada zona cortical y la zona medular, y el limite entre ambas no se encuentra bien definido. La
primera comprende al estroma ovarico (formado por tejido conectivo laxo, fibroblastos y precursores de
células tecales), y foliculos en distintos estadios de maduracién, atrésicos y cuerpos liteos. La zona
medular que se encuentra muy vascularizada e inervada, contiene células de tipo muscular y tejido conec-
tivo laxo (Bloom W. and Fawcett W.D., 1975).

El ovario de mamiferos es, por lo tanto, un érgano heterogéneo en cuanto a la poblacion celular presente
en un momento dado, y también lo es en el tiempo, a lo largo de la vida del individuo.

En el ovario adulto, las gametas no son liberadas continuamente desde el ovario, sino en forma recurren-
te a intervalos de tiempo que son especie-especificos; por ejemplo, 4-5 dias en la rata, 28 dias en le mujer,
etc. Los ovocitos se encuentran rodeados por una o varias capas de células de mdltiples funciones, como
protectoras y nutritivas, que crecen gradualmente en nimero y forman eventualmente un foliculo esférico
lleno de liquido. Se observan tantos foliculos como ovocitos, pero se encuentran simultineamente en un
amplio rango de tamafios y estadios de desarrollo. Los mecanismos involucrados en el crecimiento de los
foliculos actGian, en un mismo momento, sobre una pequefia proporcién de foliculos. De esta pequeiia
poblacién que comienza crecer, s6lo uno o unos pocos alcanzaran el tamafio especie-especifico maximo
gue permita la ruptura y liberacion de la gameta desde el ovario; el resto de los foliculos que iniciaron el
crecimiento se perderan por mecanismos que los conducen a la atresia.

Foliculogénesis

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

Desarrollo folicular

La funcién del foliculo ovarico es la de proveer el sistema de soporte necesario para que la célula
germinal femenina, el ovocito, alcance su maximo potencial, es decir que adquiera la capacidad para unirse
a una célula germinal masculina, el espermatozoide, para producir un embrién capaz de desarrollarse hasta
llegar al nacimiento. Las células somaticas del foliculo participan de varias maneras para cumplir esta
funcion esencial para la reproduccion y la supervivencia de las especies. Inicialmente, proveen los requeri-
mientos nutritivos necesarios para el crecimiento del ovocito. Luego, controlan la maduracion nuclear y
citoplasmatica de los ovocitos en foliculos seleccionados para la ovulacién y contribuyen a la atresia y
destruccion de los ovocitos en los foliculos no seleccionados. Estos efectos directos de las células folicula-
res sobre el desarrollo y destino de los ovocitos que circundan son mediados por cambios producidos en el
microambiente del foliculo, principalmente a través de productos que secretan al fluido folicular que rodea al
ovocito. Ademas, las células foliculares especializadas (células del cumulus), que forman la capa mas
interna que rodea al ovocito, estdn metabolicamente acopladas a él a través de uniones estrechas (“gap
junctions”), que permiten la entrada de nutrientes y moléculas regulatorias al ooplasma.

Debido al continuo crecimiento y a la regresion de los foliculos, la relacién volimen/contenido del ovario,
se encuentra en constante cambio (Thibault et al., 1993). El nimero total de foliculos ovaricos es determina-
do en forma temprana en la vida del individuo, y la deplecién de este pool, lleva a la senescencia de la vida
reproductiva (McGee and Hsueh, 2000). Para cada especie se encuentran diferencias en el nimero de
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foliculos que contienen como reservorios formados durante la oogénesis. Al nacimiento, el ovario contiene
20.000, 160.000, y 1.000.000 foliculos en ratas, ovejas y humanos respectivamente. Estas diferencias
también se encuentran dentro de la misma especie (Thibault et al., 1993).

El desarrollo de los foliculos comienza con la formacién de los foliculos primordiales en la etapa prenatal;
tras el nacimiento, el proceso se interrumpe, y continda en un periodo que transcurre desde la pubertad a la
menopausia. La clasificacion de los foliculos puede estar basada en los cambios morfolégicos observados
durante su desarrollo o en el tamafio o diametro folicular, o en el nimero de capas de células de la granulo-
sa, y varia segun los autores. Algunos los clasifican como foliculos primordiales, primarios, secundarios y
de De Graaf (Bloom W. and Fawcett W.D., 1975), otros como foliculos primordiales, primarios, secundarios,
y terciarios tempranos y tardios (Banka and Erickson, 1985).

Foliculos primordiales: En la mayoria de los mamiferos antes o luego del nacimiento, la oogonia es
transformada en oocitos primarios caracterizados por una profase meiética prolongada y rodeados por una
capa Unica de células foliculares aplanadas, llamadas de la pregranulosa. En esta fase, las superficie del
oocito y de las células foliculares envolventes son lisas y estan en estrecho contacto.

El foliculo primordial esta compuesto por un ovocito, arrestado en el estadio de diplotene de la profase
meidtica, rodeado por una capa de células planas epiteliales llamadas células de la granulosa. Carece de
células de la teca y tejido conectivo. Los foliculos primordiales constituyen la reserva de foliculos en
reposo, los cuales seran progresivamente eliminados durante la vida reproductiva, y se encuentran principal-
mente en la periferia de la corteza, inmediatamente por debajo de la tlnica albuginea.

Foliculos primarios: Los foliculos primordiales continuamente abandonan el reservorio para convertirse
en foliculos primarios. Esta transicion implica ciertas modificaciones citolégicas en el oocito, las células
foliculares y el tejido conjuntivo adyacente. A medida que el oocito aumenta de tamafio, la capa Unica de
células aplanadas se convierte inicialmente en una capa de células cubicas y cilindricas, y luego mediante
mitosis, da origen a las células granulosas que forman un epitelio estratificado. Entre el oocito y las células
granulosas circundantes, se originan espacios donde se deposita una sustancia que representa el inicio de
la zona pellcida, mucopolisacaridos secretados por la células de la granulosa, que mas tarde originardn un
halo translicido que rodea al ovocito. La adquisicion de la zona pellcida es una caracteristica del foliculo
preantral primario. A medida que los foliculos aumentan de tamafio, van desplazandose gradualmente hacia
el interior de la corteza. Los foliculos primarios representan un reservorio de gametas durante el periodo fértil
de la hembra. Poseen un didmetro > 60 pum.

Foliculo secundario: La transformacién del foliculo primario a secundario, implica la transformacion de
células foliculares que forman un epitelio estratificado alrededor del ovocito, llamandose células de granulo-
sa (Bloom W. and Fawcett W.D., 1975). Estas células poseen uniones estrechas (“gap junction”) que
permiten el acople metabdlico con el epitelio, asegurando la nutricién de las capas mas internas. Por fuera
de la lamina basal que separa las células de la granulosa del estroma, se diferencia una teca incipiente.
Ademas, en esta etapa se completa la maduracion de la zona peltcida (Bloom W. and Fawcett W.D., 1975).
La zona pellcida madura posee glicoproteinas, las cuales poseen propiedades funcionales durante la fecun-
dacién, mucopolisacéridos, acido sialico y acido hialurénico. Las células de granulosa del foliculo secunda-
rio tiene la capacidad de sintetizar los tres tipos de esteroides ovaricos (progestagenos, androgenos y
estrégenos) en cantidades limitadas. Sin embargo, se produce mas estrdgenos que andrdégenos o proges-
tagenos (Hillier et al., 1977). La enzima aromatasa cataliza la conversiéon de andr6genos a estrogenos
(aromatizacion) y es el factor limitante de la produccién ovérica de estrogenos. La enzima es inducida por la
FSH (Moon et al., 1975), de modo que la produccién de estrogenos esta limitada por el nUmero de recepto-
res para la hormona.

En este estadio, las células de la granulosa conforman una poblacion homogénea y adquieren recepto-
res de alta afinidad para la hormona foliculo estimulante (FSH) y hormonas esteroideas (Adashi et al., 1993).
La FSH se combina con los estrégenos para ejercer un efecto mitogénico sobre las células de granulosa
(Goldenberg et al., 1972). El destino del foliculo secundario (preantral) depende de un delicado balance de
esteroides. Es decir, en bajas concentraciones, los andrégenos aumentan su propia aromatizacion y contri-
buyen a la produccion de estrégenos. En concentraciones mas altas, la capacidad limitada de aromatiza-
cidn es sobrepasada y el foliculo deviene androgénico y se transforma en atrésico. La atresia, al igual que el
comienzo del crecimiento folicular, es un proceso continuo. Es posible que los foliculos progresen en su
desarrollo sélo si emergen cuando la FSH esté elevada y la LH (Hormona Luteinizante) baja.

Al final de esta fase denominada preantral, el oocito detiene su crecimiento y se vuelve competente para
reasumir la meiosis. Cuando el foliculo alcanza un didmetro aproximado de 0.2 mm y posee de seis a doce
capas de células (en humanos), aparecen unos espacios irregulares, llenos de un liquido claro entre las
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células de la granulosa. Este liquido aumenta en cantidad a medida que crece el foliculo y los espacios
irregulares que se forman entre las células de la granulosa confluyen para constituir una sola cavidad,
denominada antro. Poseen un diametro £ 120 pum.

Foliculo terciario: Con la aparicion de la cavidad antral, el foliculo se convierte en foliculo terciario, y
esta fase se denomina fase antral. En el foliculo terciario (antral), las células de la teca se dividen en dos
capas: una interior, glandular y vascularizada, llamada teca interna, y otra exterior, formada por tejido conec-
tivo y células del masculo liso, denominada teca externa. En cambio, las células de granulosa son avascu-
lares hasta después de la ovulacién. Una membrana, compuesta por colageno tipo IV, laminina y fibronecti-
na, separa a esta capa de la teca interna.

El foliculo antral esta tapizado por un epitelio estratificado de células de la granulosa que presentan un
engrosamiento localizado en uno de sus lados llamado células del cumulus, estas células mantienen una
estrecha relacion con el oocito. La relacidn con estas células se vuelve mas laxa debido a la gradual
aparicion del liquido que llena los espacios intercelulares. Al desprenderse el oocito, una 6 mas capas de
las células del cumulus, permanecen unidas a él, formando la corona radiata, envoltura celular laxa que
persiste alrededor del oocito aun despues de la ovulacion.

Foliculos preovulatorios: Son aquellos que han alcanzado los estadios finales de crecimiento y madura-
cién y han adquirido la habilidad para ovular ante los adecuados niveles de gonadotrofina LH 6 la administra-
cién de hCG.

En los foliculos preovulatorios o foliculos de De Graaf, las células de granulosa se agrandan y
adquieren inclusiones lipidicas, mientras que en las células de la teca aparecen vacuolas y aumenta la
vascularizacion. Estos foliculos se caracterizan por una baja tasa mitética de las células foliculares y una
alta relacién estrégenos/andrégenos y estrégenos/progesterona en el fluido folicular (contrario a lo que se
observa en los foliculos atrésicos asociado a pérdida de capacidad de aromatizacién por parte de las células
de la granulosa). Ademas presentan receptores de LH en células de la granulosa (ausentes 6 no funcionales
en los foliculos atrésicos), alta produccion de inhibina y alto flujo sanguineo comparado a los atrésicos
(Thibault et al., 1993).

Primordial
Follicle

Primary
Follicle

Sacondary
Follicle

Cumulus
Cravaicna Cals

Figura 1. Estructura y Clasificacion del foliculo ovéarico durante su desarrollo y crecimiento (Williams, 1998)
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Ovulacién

La ovulacién consiste en un aumento del tamafio folicular seguido de la protrusion del foliculo desde la
corteza ovarica debido a un ascenso de estroégenos, seguido de un pico de LH y FSH. Luego del pico de LH,
la concentracion de progesterona en el foliculo preovulatorio continda aumentando, hasta la ovulacién (Fig.
2).

Luego del pico preovulatorio se observa un incremento en el flujo sanguineo y por otro lado, las células de
la granulosa cercanas a la lamina basal, comienzan a soltarse debido a la desaparicion de la uniones
estrechas que las mantenian unidas. El Gnico sitio donde estas uniones no se ven alteradas es en aquellas
células que estan formando parte de la corona radiata. Otro evento que ocurre en la ruptura folicular es la
digestion proteolitica de la pared folicular, por ejemplo las colagenasas disuelven la membrana basal y el
estroma folicular durante la ovulacion.

Luteinizacion

Luego de la ovulacién, el foliculo dominante se reorganiza para convertirse en un cuerpo lateo. Los
capilares y los fibroblastos del estroma circundante proliferan y penetran la membrana basal. El cuerpo liteo
es un drgano enddcrino transiente formado por las células foliculares remanentes del foliculo que ha sido
ovulado. Su principal funcidn es la de secretar progesterona, la cual tiene numerosas funciones, entre ellas,
el acondicionamiento del Gtero para el periodo de prefiez y la regulacion de las contracciones del oviducto
para el transporte del évulo al Gtero.

La formacién del cuerpo liteo se inicia mediante numerosos cambios bioquimicos y morfolégicos que
sufren las células de la teca interna y las células de la granulosa del los foliculos preovulatorios. Estos
cambios que determinan el proceso de luteinzacion, se producen como consecuencia del incremento en los
niveles séricos de LH asociado al pico preovulatorio de esta hormona.

No todas las células se diferencian sincronicamente luego de la ovulacion. Adicionalmente, las células
del cuerpo luteo derivan de los dos tipos de células foliculares secretoras de esteroides, de la granulosa y
tecales. Por lo tanto esta glandula consiste en, al menos, dos tipos celulares de células luteales; las células
luteales grandes y las células pequefias. Las primeras derivan de la granulosa y contienen todos los elemen-
tos de las células secretoras de esteroides como numerosas mitocondrias y abundante reticulo endoplas-
maético liso. Por el contrario las células pequefias provienen de la teca y tiene moderada cantidad de mito-
condrias pero abundante reticulo endoplasmaético liso (Knobil and Neill, 1994). Ambos tipos celulares cons-
tituyen el 50 % del cuerpo lateo, que también contiene tejido conectivo y fibroblastos.

En la rata, la diferencia entre células luteales grandes y pequefias podria residir, no sélo en un origen
celular diferente, sino también en la capacidad de responder diferencialmente a determinados estimulos del
ambiente folicular, como los factores de crecimiento (O‘Hara A et al., 1987; Parmer TG et al., 1991)

La produccion de progesterona en la fase lGtea se caracteriza por una primera etapa ascendente, un
plateau y una etapa descendente (Fig 2). Esta sintesis de progesterona es una medida de la capacidad
funcional del cuerpo lateo y depende de varios factores. La acumulacion de receptores de LH y la adecuada
produccién de esteroides y otros factores durante la fase folicular, predetermina el grado de luteinizaciéon y
la capacidad funcional del cuerpo Ilteo.

El control de la secrecion de progesterona en la rata es llevada a cabo por las hormonas LH y prolactina
(ambas luteotréficas) y la sustancia luteolitica, prostaglandina F2a (PGF 2a).
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Figura 2: Esquema de todos los acontecimientos que se producen en un ciclo menstrual, que implica cambios de concentracion
hormonal y anatémicos en el ovario en el endometrio (Curtis H. and Barnes N.S., 2000).

Atresia folicular

En el ovario humano, 2 millones de ovocitos se encuentran al nacer y alrededor de 400.000 foliculos
estan presentes en la pubertad. Sin embargo, solamente 400 foliculos seran ovulados durante la vida fértil de
la mujer. Por lo tanto, el 99,9 % de los foliculos sufren cambios degenerativos y este proceso corresponde
a un normal funcionamiento del ovario. Y esto podria resultar una ventaja evolutiva seleccionando aquellos
foliculos que contengan oocitos saludables para finalmente ser ovulados (Hsueh et al., 1994). En otras
especies de mamiferos, la gran mayoria de los foliculos (entre el 70-99%) también es eliminada antes de
alcanzar la ovulacion. El proceso degenerativo por el cual los foliculos son eliminados antes de llegar a la
ovulacién se denomina atresia.

La palabra atresia deriva del idioma griego (a: no; tresia: perforado). Basandose en la definicién estricta,
la atresia se refiere a los foliculos antrales que sufren cambios degenerativos antes de llegar a la ruptura
folicular durante la ovulacion.

Desde el punto de vista morfol6gico, los foliculos antrales pueden dividirse en varios estadios (Fig 3)
(Hsueh et al., 1994):

- Estadio I: se caracteriza por un bajo niumero de células de granulosa (<10%) con nlcleo picnético cerca
del antro folicular mientras otras células se encuentran en mitosis.
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- Estadio Il: se caracteriza por la presencia de varias células de granulosa picnéticas (10-30%), pocas
células en mitosis y restos celulares en el antro. La membrana celular pierde la integridad y existe
infiltracion de leucocitos en la capas de células de granulosa. En un estadio avanzado de atresia, los
foliculos de rata no pueden ser rescatados por tratamiento con PMSG y degeneran (Hirshfield, 1988).

- Estadio lll: se caracteriza por un reduccién en el nimero de células de granulosa, ausencia de células
en mitosis y un colapso del foliculo. Las células de la teca se hiperatrofian y contienen gotas de lipidos.
Estas células forman parte ahora de las células intersticiales del estroma y se cree que son activas a
nivel esteroidogénico. También, ocurren cambios histolégicos como separacion de la membrana basal y
presencia de cuerpos apoptoticos. Con respecto al ovocito, sufre ruptura de la vesicula germinal como
resultado probablemente, de los cambios ocurridos en células de granulosa.

Figura 3: Histologia de los foliculos a los diferentes estadios de la atresia en el ovario de
rata. 1- Foliculos antrales no atrésicos normales. 2- Estadio |. 3- Estadio Il. 4-Estadio Ill.
(Hsueh et al., 1994).

El destino de la capa de células de la teca durante la atresia varia entre las diferentes especies. Mientras
gue en humanos, ratas y conejos, las células de la teca son sometidas a una extensa hipertrofia durante la
atresia, en las células de la teca de foliculos de hamster no se observan cambios morfolégicos marcados a
pesar de una pronunciada reduccién de la vascularidad folicular y un colapso total de la capa de células de
granulosa. En los ovinos, las células de la teca derivadas de foliculos atrésicos son sometidas a una
condensacion nuclear y degeneracion similar a lo observado en células de granulosa, aunque este proceso
parece estar restringido al estadio mas avanzado de la atresia. En el caso donde se observa hipertrofia de
las células de la teca, se cree que estas células de la teca pueden formar células intersticiales secundarias,
esteroidogénicamente activas en el estroma (Hsueh et al., 1994).

El degeneramiento que sufren las células de granulosa a medida que avanza la atresia posee todas las
caracteristicas de la muerte celular programada o apoptosis.

Factores involucrados en la foliculogénesis

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

Existen dos eventos importantes durante la foliculogénesis, reclutamiento inicial y reclutamiento
ciclico (Fig 4).

Reclutamiento inicial

Se da de una forma continua y empieza en el preciso momento en que se han formado los foliculos,
mucho antes de la pubertad y es el responsable de que los foliculos primordiales salgan de su estado de
reposo y comiencen una etapa de crecimiento. Durante el reclutamiento inicial, factores intraovaricos u
otros factores desconocidos, estimulan a un grupo de foliculos primordiales a iniciar el crecimiento, mien-
tras el resto permanece senescente durante meses o afios. Este proceso podria deberse a la liberacion de
estimulos inhibitorios que hasta ese momento mantenian a los foliculos en reposo (McGee and Hsueh,
2000).
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Reclutamiento ciclico

Comienza después de la llegada a la pubertad como resultado de un aumento en los niveles de FSH
circulante durante los ciclos reproductivos. Esto permite que una cohorte de foliculos en fase antral, sea
rescatada del proceso de atresia. En este momento, los foliculos han completado su crecimiento, adquirido
la zona pellcida y se encuentran competentes para reasumir la meiosis. De este modo, s6lo un nimero de
foliculos sobrevivira, mientras que el resto entrara en atresia.
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Figura 4: Esquema representativo de los procesos que sufren los foliculos
ovéricos a lo largo de la vida reproductiva (McGee and Hsueh, 2000).

Necrosis vs. apoptosis

En base a diferencias morfolégicas y bioquimicas, existen dos vias por las cuales las células mueren:
necrosis y apoptosis. Ambos procesos difieren en sus mecanismos de induccién: la necrosis es inducida
por compuestos quimicos letales, eventos biolégicos y fisicos. Mientras que, la apoptosis requiere procesos
biolégicos que necesitan energia y que estan dirigidos genéticamente. La muerte celular por apoptosis
ocurre cuando una célula activa un programa interno de suicidio como resultado de la accién de sefales
intrinsecas o extrinsecas.

En 1972, el australiano John Kerr y sus colaboradores escoceses Andrew Wyllie y Alastair Currie descu-
brieron los diferentes aspectos de las células en la muerte programada y en la patoldgica. Para distinguirlas,
llamaron apoptosis a la primera, en oposicién a la necrosis. En griego antiguo, la palabra apoptosis significa
el “acto de caer”, como caen los pétalos de las flores y las hojas de los arboles en otofio, y fue elegido
porgue sugiere pérdidas benéficas — la muerte celular, en este caso-, necesarias para el buen funcionamien-
to y la supervivencia del organismo (M de Fatima Horta et al., 1999).

La apoptosis o0 muerte celular programada es un evento que se caracteriza por la formacién de fragmen-
tos celulares sellados, cuerpos apoptéticos, evitando la inflamacién causada por la liberaciéon descontrolada
del contenido intracelular, tal como ocurre en la necrosis. Como consecuencia del complejo mecanismo
bioguimico involucrado en la apoptosis, se producen alteraciones estructurales especificas, tales como,
formacion de ampollas (“blebbing”) en la superficie celular, retraccion celular, condensacién de cromatina,
con persistencia de la integridad de la membrana plasmatica. Este Ultimo hecho diferencia claramente a la
apoptosis de la necrosis.

Ademas de estos cambios morfoldgicos a nivel celular, ocurren cambios bioquimicos a nivel nuclear. La
caracteristica principal es la fragmentacion que sufre el ADN como consecuencia de la activacion de sefa-
les intracelulares que concluyen en la activacion de una endonucleasa CA2*/Mg? dependiente produciendo
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clivajes en el ADN de forma regular entre las unidades nucleosomales. Como resultado de la activacién de

esta enzima se generan fragmentos de mdltiplos de 200 pares de bases, que se visualiza como un patrén

caracteristico de bandas en geles de agarosa (Hsueh et al., 1994).

La apoptosis es un proceso altamente regulado que puede ser inducido, estimulado e inhibido en diferen-
tes etapas.

La cascada de apoptosis puede ser dividida en tres etapas secuenciales: iniciacién, ejecucion y muerte
apoptética.

- La etapa de iniciacién incluye a la induccién de la cascada apoptética, que puede ser provocado, por
ejemplo, por interacciones entre ligandos y receptores que llevan a los primeros eventos proteoliticos por
activacion de caspasas iniciadoras. Las caspasas son una familia de cisteina-proteasas (sitio activo, la
cisteina) intracelulares que clivan a moléculas diana cuyos sitios especificos se encuentran situados a
continuacién de un residuo de acido aspartico. El nombre deriva del inglés “cysteine aspartases”.

Las caspasas se encuentran en las células en forma inactiva, llamada procaspasas (zimégeno). La
activacion requiere su clivaje, el cual puede ocurrir en forma autocatalitica o bien ser inducido por otras
caspasas activas.

- La etapa de ejecucién comienza con la activacion de las caspasas ejecutoras. Su activacion es llamada
«punto de no retorno», ya que una vez activadas estas proteasas ejecutoras degradan una variedad de
proteinas que ocasionan dafios irreversibles en la célula.

La etapa de la muerte apoptdtica, es el resultado de una cascada de eventos muy compleja que final-

mente lleva al colapso del nacleo celular y de la célula misma. Aun en la etapa final, la célula no libera

componentes intracelulares, evitando de esta manera la reaccién inflamatoria.

La apoptosis puede ser inducida por:

Unidn de ligandos con sus respectivos receptores. Este proceso ocurre con la familia de los factores de

necrosis tumoral (TNF).

Compuestos citoliticos secretados por linfocitos citotoxicos.

Disminucién o ausencia de factores de crecimiento especificos.

Aumento o disminucién de hormonas especificas (ej. Hormonas esteroideas).

Estimulos no fisiolégicos, como la ausencia de nutrientes, irradiacion, quimioterapicos o calor.

Sobre la base de las interacciones establecidas entre los mediadores de la apoptosis, emergen 4 vias
clasicas de sefalizacion de apoptosis en las células de los mamiferos:

[Via que involucra la sefializacion inducida por la activacion de receptores de superficie, llamados recep-
tores de muerte.

[Via iniciada por dafio del DNA. Esta via es regulada por la proteina p53 y también por las proteinas de
la familia de Bcl-2.

[Via iniciada por la caida de los factores de crecimientos, que es regulada por la familia de proteinas Bcl-

2.

[La cuarta via es la iniciada por compuestos citosdlicos secretados por linfocitos citotdxicos. Estas
células liberan granzima B y perforina.

Este conjunto de multiples sefiales apoptéticas convergen en la activacion de las caspasas, llevando
finalmente a los cambios morfol6gicos que caracterizan a la apoptosis (Fig. 5)

Sefiales de supervivencia BAD fm e e
extracelulares - i Apoptosoma
A : Apaf-1
Proteinas de la i _Apal-
familia de Bel-2 — Citocromo ¢
Sefiales de muerte Val : \ AW
extracelulares —» P83 ——» ——» : Caspasas
(inestabilidad genémica) i
Sefiales de muerte Receptores de Adaptadores de Proteinas efectoras
extracelulares ’ Farrsl/uleert:eR > dominio de muerte de muerte

Figura 5: Vias convergentes en la apoptosis (Hsu and Hsueh, 2000)
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Mecanismos moleculares de la atresia

Miembros de la familia de Bcl-2

Una de las vias clasicas de sefializacion de la apoptosis mas importante en el ovario es la via que
involucra la activacion de miembros de la familia de Bcl-2. Bcl-2 es el acrénimo de B-cell leukemia/lympho-
ma 2 y se aislé por primera vez como un protooncogen cuya translocacion cromosomal se asociaba al
linfoma de células B (Tsujimoto et al., 1985). Esta traslocacion conduce a la sobreexpresion de Bcl-2 en
células linfoideas ya que queda bajo el control del promotor de la cadena pesada de inmunoglobulina,
ocasionando tumorigenésis.

Vaux y colaboradores (1988) fueron los primeros en reportar que Bcl-2 puede prolongar la supervivencia
celular. También se vio que reducciones en la expresion de bcl-2 mediada por “ antisense” aceleran el grado
de muerte celular en ausencia de factores de crecimiento (Reed et al., 1990a; Reed et al., 1990b) confirman-
do de esta forma, la importancia de Bcl-2 en la regulacion de la supervivencia celular. Por otro lado, se
observd que la sobreexpresion de la proteina Bcl-2 suprime la apoptosis inducida por distintos agentes,
tanto in vitro como in vivo (McDonnell et al., 1990; Nunez et al., 1991; Baffy et al., 1993). Sin embargo, su
accion supresora de la apoptosis no es universal y esta proteina no puede evitar la apoptosis en muchas
ocasiones (Cuende et al., 1993; Vanhaesebroeck et al., 1993), como por ejemplo en el caso de la apoptosis
inducida por la ausencia de factores tréficos como la IL-2, IL-6 o el factor neurotréfico ciliar de células
dependientes. De esta manera, la supresion de la apoptosis por Bcl-2 estd restringida a estimulos apopt6-
ticos determinados en determinados tejidos.

La proteina Bcl-2 es homdloga a la proteina Ced-9 de Caenorhabditis elegans y se localiza en la mitocon-
dria, en la membrana perinuclear y en el reticulo endoplasmatico liso.

Los miembros de esta familia poseen los siguientes dominios (Fig. 6): BH1, BH2, BH3, BH4 y TM.

-~ Dominio del receptor ®

BH4 BH3 BH1 BH2 ™
Unién a ..
Ced-4/Apaf-1 52:2::1;; de Anclaje
ligando a membrana

Formacioén de
Sitio de clivaje canales
de caspasas

Figura 6: Dominios funcionales diferentes de las proteinas de Bcl-2 (Hsu and
Hsueh, 2000).

Algunos miembros de la familia de Bcl-2:

- Bax (Bcl-2 Associated X Protein) de 21 kD fue originalmente identificada por su capacidad para unirse no
covalentemente con Bcl-2 (Oltvai et al., 1993). Sin embargo, Bax probablemente actla en forma indepen-
diente para inducir la apoptosis por un mecanismo desconocido aun.

Bcl-x es otro miembro de la familia de Bcl-2 y sufre splicing alternativo, dando una isoforma corta, Bclx-
S (proapoptética), y una isoforma larga, Bclx-L (antiapopt6tica).

Bok (Bcl-2 Related Ovarian Killer) conserva los dominios BH1, 2, 3 y una regién transmembrana presente
en otras proteinas de la familia de Bcl-2 pero carece del dominio BH4. Bok sdélo heterodimeriza con
proteinas antiapoptéticas selectivas como Mcl-1, BHRF-1 y Bfl-1.

Bad (Bcl-2 Associated Death Promoter) interactla con Bcl-2 a través de ambos dominios de Bcl-2, el
BH4 y el BH2 (Kaipia et al., 1997). El grado de fosforilacién de BAD juega un rol importante en su
actividad proapoptética y se sugiere que es un mecanismo por el cual las gonadotrofinas y otros factores
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de supervivencia que se encuentran “upstream” suprimen la apoptosis aumentando la fosforilacion de
BAD. De esta manera, permiten su union a las proteinas 14-3-3. Estas proteinas son proteinas sefial
gque se encuentran “upstream” y que se unen a BAD preferentemente en su estado inactivado (Hsu and
Hsueh, 2000). La proteina P11 también se puede unir a BAD para frenar o reducir la actividad apoptotica
de BAD. Esta es una proteina temprana inducida en respuesta a factores de supervivencia.

Bad es solamente funcional luego de una falta de sefiales de supervivencia seguida de una desfosforilacion.

1)

2)

3)

Bod (Bcl-2 Related Ovarian Death) posee 3 variantes (larga, media y corta) y todas contienen el dominio
BH3. Interactta con Bcl-2, Mcl-1, Bcl-xL, Bcl-w y BHRF-1 (Hsu et al., 1998).

Mcl-1 (Myeloid Cell Leukemia-1)posee los dominios BH1, 2 y 3, asi como también el dominio transmem-
brana. Interactia fuertemente con Bax, Bak, Bok, Bik y Bod, y débilmente con Bcl-w, Bfl-1, CED-9 y
BHRF-1).

Las proteinas de la super familia de Bcl-2 se pueden dividir en tres grandes grupos (Fig 7) :

Proteinas antiapoptéticas formadoras de canales con dominios BH (Bcl-2 Homolo BH1 a 4) y con
una secuencia de anclaje transmembrana:

- Bcl-2, Belx-L, Mcl-1

Proteinas proapoptéticas formadoras de canales con todos los dominios BH menos el BH4 (esencial
para la inhibicién de la apoptosis):

- Bax, Bak, Bok

Ligandos proapoptoticos que poseen solamente el dominio BH3 (esencial para su actividad de unién):
- Bik, Hrk, Bad, Bod

Proteinas antiapoptoéticas formadoras de canales

|
Bcl-2, Bcl-xL,
.BH4. | . .BHl. .BHZ. .TM. Mcl-1. Below

Proteinas proapoptoéticas formadoras de canales

e | e Bax, Bak, Bok
BH3 ,BHl' BH2 ™
Ligandos proapoptoticos
| | I ]
Bik, Blk, Hrk
Bad, Bid, Bod
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Los dos primeros grupos de proteinas se cree que se anclan a la membrana mitocondrial, mientras que
el tercer grupo de proteinas actla como ligando que dimeriza con los receptores de la familia de Bcl-2
formadores de canales, anclados en la membrana.

Las proteinas de la familia de Bcl-2 ancladas en la membrana mitocondrial (representadas por Bcl-2 y
Ced-9) forman probablemente canales idnicos capaces de mantener la homeostasis y evitar la liberacion de
citocromo c, favoreciendo la supervivencia celular. Estas proteinas también interactian con Apaf-1 (factor
activador de la apoptosis) a través del dominio BH4 para evitar su activacion de caspasas asociadas, supri-
miendo la cascada de caspasas y por lo tanto la apoptosis. Ademas de Ced-9 y Bcl-2 muchas otras
proteinas de la familia de Bcl-2 (Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1 y Bfl-1) tienen una actividad antiapopt6tica y arreglos
funcionales similares pero con un patron de distribucién de tejidos Unicos o superpuestos.

Las proteinas del segundo grupo no soélo antagonizan la accion de la supervivencia de las proteinas
antiapoptoticas sino que también desencadenan activamente la apoptosis en células transfectadas. Estas
proteinas pueden forman heterodimeros con las proteinas antiapoptéticas de Bcl-2 y de esta manera liberan
al Apaf-1 de la supresién ejercida por las proteinas antiapoptéticas y producen alteracion de las caspasas.
Pueden también producir la apoptosis alterando la homeostasis mitocondrial e incrementando la liberacion
del citocromo c.

Los miembros de la familia de Bcl-2 son proteinas multifuncionales y las interacciones proteina-proteina
cumplen un importante rol en la regulacién de la apoptosis. Uno de los mecanismos por los cuales las
proteinas de Bcl-2 regulan la apoptosis es a través de la homodimerizacién y heterodimerizacién con protei-
nas de la misma familia. ElI dominio BH3 en las proteinas proapoptéticas funciona como un ligando par
unirse al dominio receptor de las proteinas antiapoptéticas.

La relacion existente entre las proteinas antiapoptoéticas (Bcl-2, Bclx-L) respecto a las proteinas proapop-
téticas (Bax, Bclx-S) funciona como un “reostato” que determina la susceptibilidad de la célula a la apopto-
sis (Oltvai et al., 1993; Korsmeyer et al., 1993).

El patron de expresién de los homologos de Bcl-2 en los distintos tejidos parece estar bien determinado,
algunos se encuentran ampliamente distribuidos mientras otros se encuentran limitados. Los homdlogos
de Bcl-2 regulan la apoptosis de una manera tejido-especifica (Hsu and Hsueh, 2000).

En el ovario, la presencia y los cambios en la expresion de bcl-2, bax y bcl-x ha sido documentada en
varias especies (Tilly and Tilly, 1995; Rueda et al., 1997) . En el ovario del roedor, el modelo mas estudiado
para la investigacion de la muerte celular ovérica, Bax tiene un importante rol en la regulacion de la muerte
de células de granulosa y en células germinales. Tilly et al (1995) evaluaron el efecto in vivo de gonadotrofi-
nas en la expresion ovérica de bcl-2, bax y bcl-x y encontraron una fuerte correlacion positiva entre la
expresion de bax respecto a bcl-2 y bcl-xL, y la induccién de la apoptosis en cultivos de células de granulo-
sa de foliculos atrésicos. Ademas, estos resultados son reforzados por otros analisis realizados en ratones
deficientes de Bax (Knudson et al., 1995) donde se observé que foliculos provenientes de estas ratas
mostraban resistencia a la induccion de la muerte celular durante la atresia. Estos resultados llevaron a
proponer un modelo que explica el rol de la proteina Bax en la seleccion del foliculo dominante en presencia
de gonadotrofinas (Tilly et al., 1997). Las células de granulosa de diferentes foliculos tendrian niveles
distintos de la proteina Bax y los foliculos que tienen células con bajos niveles de esta proteina serian
seleccionados como foliculos dominantes.

Al menos 3 mecanismos pueden ser propuestos para la accién proapoptética de las proteinas

Bcl-2 (Fig 8):

1) El subgrupo de las proteinas proapoptéticas con solamente el dominio BH3 heterodimerizan con las
proteinas antiapoptéticas unidas a membrana para regulara la apoptosis.

2) El subgrupo de las proteinas proapoptéticas formadoras de canal con los dominios BH1, BH2, BH3 y el
dominio transmembrana heterodimerizan con las proteinas antiapoptéticas (Mcl-1/Bfl-1) o funcionan como
un canal mitocondrial para regular la apoptosis.

3) La Unica variante de Bok que no dimeriza con proteinas antiapoptéticas (Bok-S) pero que probablemente
forme canales mitocondriales para regular la apoptosis.

Aungue multiples trabajos sugieren un rol por parte de las proteinas de la familia de Bcl-2 en la formacién
de canales mitocondriales, no existen evidencias directas in vivo para dichos canales de modo que se

necesitan estudios adicionales para confirmar esta hip6tesis (Hsu and Hsueh, 2000).
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Figura 8: Modelo de la regulacién de la apoptosis por proteinas de la familia de
Bcl-2 (Hsu and Hsueh, 2000).

Caspasas como ejecutoras de la apoptosis

Las caspasas son proteasas intracelulares que actian como reguladores de la muerte celular. Estas
proteasas presentan una alta homologia con gen de muerte de Caenorhabditis elegans, ced-3 y contribuyen
a la iniciacion o progresion de la apoptosis en las células de granulosa durante la atresia (Hengartner and
Horvitz, 1994). Las proteinas de muerte codificadas por miembros de esta familia de genes en vertebrados
incluyen a la enzima convertidora de interleukina-1b (ICE), al homologo-I-ced-3 y ICE (ICH-1), a la proteasa
cisteina P32 (CPP32), ICE , Il (TX, ICH-2), ICE 1ll y MCH-2. Estas proteasas comparten una secuencia
conservada QACRG que actia como un dominio que cliva proteinas en residuos aspartato. Los miembros
de esta familia degradan a un diverso espectro de proteinas especificas estructurales y homeostaticas
como la polimerasa ADP-ribosa (enzima que repara ADN), ribonucleoproteinas nucleares (factores respon-
sables del ensamblaje del spliceosoma y procesamiento del ARN) y proteinas estructurales responsables
del plegamiento nuclear (Martin and Green, 1995). En ovario de rata, la expresion y la regulaciéon por gona-
dotrofinas de ICE, CPP32 y ICH-1 ha sido demostrada por varios trabajos (Flaws et al., 1995). La enzima
convertidora de interleukina-1b (ICE) per se no intervendria en la apoptosis de células de granulosa ya que se
observaron bajos niveles de RNAm de ICE en ovario y ausencia de actividad de ICE en foliculos cultivados in
vitro para inducir la apoptosis. En cuanto a la familia de genes de bcl-2 se conoce muy poco acerca de la
participacidn de las caspasas y otras proteasas posibles en la muerte celular de las células de granulosa.
El primer trabajo publicado sobre este tema evallGa el efecto de las gonadotrofinas en los niveles de ARNm
de la caspasa-1 (ICE), caspasa-2 (Ich-1) y caspasa-3 (CPP32) en el ovario de ratas inmaduras (Flaws et al.,
1995). Los niveles de ARNm de la caspasa-1 fueron extremadamente bajos y no fueron afectados por el
tratamiento in vivo de gonadotrofinas. Lo que descarta la posibilidad de que mecanismos post-traducciona-
les sean la forma primaria de regulacion de estas enzimas en el ovario. En cambio, el tratamiento in vivo de
gonadotrofinas redujo los nivles de ARNm de las caspasas 2 y 3 en el ovario de ratas inmaduras. Los niveles
abundantes de ARNm de las caspasas 2 y 3 en homogenatos de ovario humano asi como en células de
granulosa-luteinicas humanas purificadas en colchdn de Percoll sugieren que estas enzimas son moléculas
efectoras importantes en las células de granulosa (Kugu et al., 1998).
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Los cambios mitocondriales juegan un papel central en la regulacién de la apoptosis en un modelo de

apoptosis de 3 pasos (Hsu and Hsueh, 2000) (Fig. 9):

1) Paso Premitocondrial: Durante el cual se activan los caminos de trasduccion de sefiales “upstream” para
regular a las proteinas de Bcl-2.

2) Paso Mitocondrial: Durante el cudl la homeostasis mitocondrial se pierde, provocando la liberacién de
proteinas que activan a las caspasas asi como también una disrupcion del transporte de electrones
mitocondrial, de la fosforilacién oxidativa y de la producciéon de ATP.

3] Paso Postmitocondrial: Durante el cual la liberaciéon de proteinas de la mitocondria produce la activacion
del Apaf-1 y de las caspasas iniciadoras seguido de una activacién secuencial de la cascada de caspa-
sas.

Upstream signals

\

BAD, BOD

Anti-apoptotic
Bel-2 '
proteins

[{:ymchmme c)
" Caspase 9 Apaf-1 I\E’EPHSG 9

Inactive complex Active apoptosome mmplek
Caspase 3

Figura 9: Formacién del complejo apoptosoma activo para la iniciacién de la cascada de
caspasas (Hsu and Hsueh, 2000).

La regulaciéon de la homeostasis mitocondrial por las proteinas de la familia de Bcl-2 formadoras de
canales anti y proapoptéticas controla la liberacion del citocromo ¢ de la superficie externa de la membrana
interna mitocondrial al citoplasma. La liberaciéon del citocromo c¢ se asocia al Apaf-1 y a la procaspasa-9
para formar el complejo apoptosoma activo.

Un incremento en la permeabilidad de la membrana mitocondrial puede causar la liberacion de activado-
res de caspasas y caspasas una vez activadas, pudiendo aumentar la permeabilidad de la membrana
mitocondrial a través de la conversion de proteinas de la familia de Bcl-2 antiapopt6ticas en proapoptéticas
y de la activacion de ligandos proapoptéticos.

El rol potencial de diferentes iones como el Na* y el K*deberia ser considerado en la activaciéon de las
caspasas ademas del rol del citocromo c.

Se han identificado dos familias adicionales importantes en la regulacion de la actividad de las caspasas
(Hsu and Hsueh, 2000):

- El primer grupo incluye a las NIAP, clAP-1(Inhibitor of Apoptosis Protein), clAP-2, xIAP, survivinas y
actGan como sustratos inhibidores de las caspasas para bloquear su activacién por los distintos efecto-
res.

- El segundo grupo incluye a las proteinas inhibidoras del FLICE (FLIP) y a la proteina efectora de muerte
en los testiculos (DEFT) e interacttan directamente con los iniciadores de las caspasas a través de sus
dominios efectores de muerte.
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Sistema Fas/Fas ligando y proteina p53

El antigeno Fas (Fas) pertenece a la familia de glicoproteinas integrales de membrana que incluyen al
receptor del factor de crecimiento nervioso y al receptor del factor de necrosis tumoral. Su ligando (FasL) es
una proteina integral de membrana de tipo || homéloga al factor de necrosis tumoral cuya funcion es ser un
potente factor de muerte celular (Suda et al., 1993). Se ha demostrado la presencia de la proteina Fas y su
mensajero en células de granulosa (Hakuno et al., 1996; Quirk et al., 1995).

Otro componente importante en el mecanismo de sefiales de muerte en células, particularmente en
células tumorales expuestas a radioterapia o quimioterapia, es la proteina p53. Este factor transcripcional
se comporta como una proteina bifuncional en cuanto a la regulacion de la proliferacion y muerte celular
(Tilly JL, 1998). El p53 puede interactuar con otros factores regulatorios de muerte celular a nivel transcrip-
cional. Por ejemplo, existe un elemento de respuesta a p53 en el promotor del gen de bax , produciendo
altos niveles de expresion de bax cuando este elemento de respuesta esta activado (Miyashita and Reed,
1995). Ademas, el promotor del gen de bcl-2 posee un elemento represor que interactla con p53, suprimien-
do la expresion génica (Miyashita et al., 1994). En el ovario, se ha identificado la presencia nuclear de p53
en células de granulosa de foliculos ovaricos destinados a la atresia.

Estos resultados son consistentes con el rol de p53 en promover la apoptosis mediante la expresién
inducida de bax en este tipo de células (Tilly et al., 1995). Ademas, Kim y col. (1999) demostraron la
participacion del sistema Fas/FasL en la apoptosis de células de granulosa mediada por p53 durante el
desarrollo y la atresia folicular.

GnRH como regulador de la sintesis y liberacién de gonadotrofinas

El sistema hipotalamo- hipéfisis coordina el proceso que destina a un foliculo a ser ovulado mediante el
control del ciclo menstrual en la mujer y el estral en las ratas.

El factor que regula la funcién reproductiva es un decapéptido, GnRH, (Hormona liberadora de las gona-
dotrofinas) (Fig 10) y el area del cerebro responsable de su secrecidn, es el nlcleo arcuato en el hipotalamo
medio basal.

La molécula tiene una configuracion en horquilla, haciendo los aminoacidos 6-7 mas vulnerables a la
degradacion por las endopeptidasas hipofisiarias. La accién de las peptidasas hipofisiarias es responsable
de la vida media corta de la GnRH (2-8 minutos). Los amino&cidos 1, 6 y 10 son esenciales en el manteni-
miento de la configuracidon necesaria para la union de la hormona a las células gonadotropas. La capacidad
de la GnRH para inducir la sintesis y liberacién de las gonadotrofinas (FSH y LH) reside en el segundo y
tercer aminoécido.

Lugar de activacion
del receptor

|
GIu—His-Trp-Ser-Tyr\
1 2 3 4 5

6
HoN-Gly-Pro-Arg-Leu o o
10 9 8 7 Lugar dedivision

!

Lugar dedivision

Gly

Figura 10: Molécula de GnRH
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La liberacion de este factor se encuentra influenciada por neuronas ubicadas en otras regiones cuyas
terminales nerviosas contactan con el nlicleo arcuato. Este recibe factores estimuladores como epinefrina 'y
norepinefrina (que aumentan su secrecion) 6 factores inhibidores como dopamina, serotonina y opioides
enddgenos (que disminuyen su secrecion).

Este factor liberador actla en las células gonadotropas de la hipofisis anterior encargadas de sintetizar
LH y FSH, y tras su union a receptores de alta afinidad expuestos en membrana, estimula la liberacién de
las gonadotrofinas. La respuesta inducida por GnRH, es dependiente de la activacién de proteina kinasa C
(PKC) y requiere calcio. El rol de PKC en la secrecion de gonadotrofinas, se sugiere por la capacidad de
GnRH de causar la traslocacion de la enzima citosélica a la membrana (Stojilkovic et al., 1989) .

Ademas es indispensable que su secrecion se dé en forma pulsétil, para la secreciéon normal de gona-
dotrofinas hipofisarias. La administracion continua de altas dosis de GnRH resultan en una supresion
gonadal o “castracion quimica o farmacolégica”, la cual pueder ser mantenida indefinidamente en res-
puesta a la administracion crénica del péptido (Imai et al., 1992). La hormona liberadora de gonadotrofinas
(GnRH) regula la sintesis y el almacenamiento de las gonadotrofinas y la activacion o movimiento de los
pooles de reserva para su secrecion.

Gonadotrofinas

La FSH y la LH comparten caracteriticas estructurales y quimicas similares. Ambas son glicoproteinas
compuestas por dos cadenas polipeptidicas a y b asociadas de forma no covalente. La subunidad a es
idéntica y se la conoce como una subunidad glicoproteica “comun”, expresada por un Unico gen. Mientras la
subunidad b es Unica y confiere actividad especifica sobre el heterodimero ab. los tamafios moleculares de
la LH y la FSH son de alrededor 28 KDa y 33 KDa respectivamente.

La biosintesis y la secrecion de las gonadotrofinas estan estrictamente reguladas a través del ciclo
reproductivo. La expresion se encuentra regulada por factores hipotalamicos (GnRH), factores intrahipofisa-
rios (principalmente los péptidos, las activina y la folistatina) y la retroalimentacién gonadal (tanto de esteroi-
des como de péptidos). Ademas la expresién de estas hormonas puede ser modulada en muchos niveles
que incluyen alteraciones en las tasas de transcripcion, estabilizacién del mensajero, modificaciones pos-
traduccionales y cambios en el numero de gonadotropos.

La homona foliculo estimulante y la LH son liberadas de forma coordinada y regulan el desarrollo folicular,
la ovulacion y el mantenimiento del cuerpo luteo.

Ademas de requerir la pulsatilidad de GnRH, existe una regulacion de parte de hormonas ovéricas en la
hipofisis como en el hipotdlamo. A todo este sistema de regulacion que comprende el factor liberador del
hipotdlamo, gonadotrofinas liberadas por la hipdfisis y sintesis y secrecion de hormonas ovéricas, se lo
denomina eje-hipotalamo-hipéfiso-ovérico

GnRH y receptores de GnRH

La exposicion prolongada 6 continua a la GnRH 6 a sus agonistas determina una supresion profunda de
la liberacion de gonadotrofinas conocida como ‘down-regulation” y como consecuencia la deficiencia
resultante de hormonas sexuales (Imai et al., 1992).

Se han propuesto dos mecanismos mediante los cuales se explica la accién antigonadotréfica de GnRH:
la desensibilizacion y la regulacién inhibitoria. El primero se refiere a un desacoplamiento de la unién GnRH-
receptor de la liberacién de las gonadotrofinas. El segundo se refiere a un numero reducido de receptores
disponibles debido a una internalizacién de los complejos hormona-receptor por un mecanismo de “down
regulation”. Aunque puede existir sintesis de novo de receptores, la administracion continua de GnRH no
permitiria la restitucion de receptores no ocupados (Friedman et al., 1988).

Del total de receptores presentes en la célula, sélo se requiere el 10% ocupado para producir la maxima
liberacion de gonadotrofinas; posteriormente se produce una microagregacion de los complejos hormona-
receptor, lo cual amplifica la accién de GnRH. Luego de la activacion, los complejos son internalizados en la
célula, donde la GnRH es degradada y el receptor, reciclado o degradado.

En un principio se creia que la GnRH hipotalamica actuaba exclusivamente en hipéfisis, aumentando la
sintesis de gonadotrofinas, pero luego se encontraron receptores para GnRH en tejidos extrahipofisarios,
como ovario, testiculo, mamas, cerebro y placenta (Fraser et al., 1986). Los receptores de GnRH se han
caracterizado en células de la teca interna, granulosa y cuerpo liteo de numerosas especies (Seguin et al.,
1982; Hazum and Nimrod, 1982; Whitelaw et al., 1995). En la rata se han descripto receptores de alta
afinidad en células de granulosa y luteales. En cambio, en bovinos, equinos, porcinos y en humanos, no se
encontraron receptores de alta afinidad para GnRH, pero si de baja afinidad, en cuerpos liteos y células de
granulosa de foliculos dominantes humanos (Hsueh et al., 1994).
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La caracterizacion del receptor de GnRH ovarico resultd en la identificacién de dos componentes con
peso molecular aparente de 60 y 54 kDa; dado que sélo el de 60 kDa esta presente en la hipdfisis, se
sugiere que el componente extra participaria en funciones especificas en el ovario (Hsueh et al., 1994). Por
ejemplo, estudios realizados en cultivos de células de granulosa humana demostraron que el tratamiento in
vitro con GnRH afecta la secrecién basal y estimulada por FSH y LH de progesterona y estradiol (Oloffson
et al., 1994; Guerrero et al., 1993).

Péptidos similares a GnRH producidos en el ovario

Los niveles circulantes de GnRH son muy bajos para interactuar con el receptor ya que se requieren
niveles constantes y altos de hormona para desencadenar una respuesta. Para ello, se ha propuesto la
presencia de péptidos que serian sintetizados en el ovario y tendrian un rol autdcrino o paracrino en la
funciéon gonadal.

Varios estudios demostraron la presencia de ARNm para péptidos similares a GnRH, cuya secuencia
presenta alta homologia con la hormona hipotalamica (Oikawa et al., 1990; Goubau et al., 1992; Minaretzis
et al., 1995; Whitelaw et al., 1995). La afirmacién de que estos péptidos similares a GhnRH son hormonas
gonadales se basa en sus efectos estimulatorios e inhibitorios sobre el ovario y en las células ovaricas
aisladas. Los péptidos similares a GnRH en el ovario serian también una sefial atrésica ya que una mera
interferencia en su accién con la administracion de un antagonista competitivo resulta en un aumento en el
namero de foliculos capaces de ser ovulados (Birnbaumer et al., 1985).

Anélogos de GnRH

Los anélogos de GnRH pueden clasificarse en agonistas o antagonistas. Los antagonistas bloquean al
receptor y no permiten una respuesta bioldégica a GnRH, mientras que los agonistas, dependiendo de la
forma de administracion, producen o no una respuesta bioldgica.

Los agonistas se sintetizaron inicialmente mediante la sustitucion del sexto amino&cido por un D-ami-
noécido con o sin la supresion y con un reemplazo del décimo aminoacido por una media etilamida (NH-Et).
El reemplazo de Gly10-NH2 por NH-Et produce un analogo cinco veces mas potente que la GnRH original
debido a una menor degradacion por las peptidasas hipofisiarias y a una mayor resistencia a la filtracion
glomerular. Por lo tanto, se unen a los receptores en forma mas prolongada y poseen un mayor efecto en la
liberacion de LH y FSH. La combinacién de 2 sustituciones efectivas producirdn agonistas 15 veces mas
potentes que el original. En general se observa una mayor potencia cuando se usan en la posicién 6 la
mayor cantidad de residuos hidrofébicos. Los agonistas poseen una mayor vida media que varia desde 80 a
480 minutos.

La alta afinidad de los agonistas por los receptores y su mayor vida media lleva a una unién mas
prolongada y a una mayor pérdida de receptores. Esta situacion imita a la administracién continua de altas
dosis de GnRH, produciendo una estimulacién inicial de liberacién de gonadotrofinas, seguido de una supre-
sion crénica de las mismas y de esteroides gonadales. Este efecto se conoce como la respuesta bifasica
de gonadotrofinas y esteroides ovéaricos producidos por la administracion crénica de agonistas de GnRH
(Tesone et al., 1999).

Los agonistas sintéticos de la hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH-a) se utilizan frecuentemen-
te en la mujer para el tratamiento de enfermedades endécrinas reproductivas (pubertad precoz, endometrio-
sis, leiomiomas, infertilidad, etc.). Como se ha explicado, estas moléculas reducen la secrecion enddgena
de gonadotrofinas a través de un mecanismo de desensibilizacién hipofisaria, provocando un descenso en
los niveles de los esteroides ovaricos. En ciclos de hiperestimulacion ovéarica en pacientes sometidas a
tratamientos de fertilizacion asistida, se administran junto a gonadotrofinas para inhibir el pico endégeno de
LH y mejorar el reclutamiento folicular. Este tipo de tratamiento favorece a la sincronizacién del desarrollo
folicular debido a que impide que maduren los foliculos antrales tempranos de una manera asincrénica,
mejorando el reclutamiento folicular de foliculos preovulatorios al final del ciclo de estimulacion. Varios
trabajos demostraron que la administracién del analogo junto a gonadotrofinas causa un mayor niamero de
ovocitos recuperados, un aumento en el nimero de embriones y una frecuencia alta de embarazos. Sin
embargo, cuando se administran analogos de GhnRH son necesarias mayores dosis de gonadotrofinas para
inducir la hiperestimulacién, lo cual sugeriria una menor capacidad de respuesta a las gonadotrofinas ligado,
probablemente, a un efecto inhibitorio en el ovario.

Actualmente, en algunos laboratorios de reproduccion asistida, a las pacientes bajas respondedoras a
FSH, se les reduce la dosis administrada de analogos de GnRH. Entre los analogos de GnRH mas usados
en la clinica, se encuentra el acetato de leuprolide (LA) que posee una sustitucion de D-leucina en la
posicion 6 y una supresion de Glicina con una hemitilamida unida a la prolina en posicion 9. Esta molécula
es de 15 a 80 veces mas potente que la GnRH original y tiene una vida media de 2,9 hs cuando se administra
en forma subcuténea.
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En nuestro laboratorio, se ha demostrado la accién inhibitoria del analogo de GnRH (LA) sobre los
receptores de LH y la actividad de la aromatasa en células de granulosa (Guerrero et al., 1993), como
también el aumento de apoptosis en foliculos ovéaricos provenientes de ratas tratadas con el analogo
(Andreu et al., 1998; Parborell et al., 2001). Otros trabajos demuestran que la buserelina, otro agonista de
GnRH, estimula la diferenciacion celular de foliculos preovulatorios (Yano et al., 1997). Sin embargo, poco
se sabe acerca del mecanismo de accion de estos agonistas sobre la proliferacion y diferenciacion de
células foliculares.

Hipétesis y objetivos

En nuestro laboratorio, se ha demostrado que el tratamiento con LA produce un aumento en el porcenta-
je de células apoptdticas en foliculos preantrales y antrales y preovulatorios. Sin embargo, poco se sabe
acerca del mecanismo de accién de estos agonistas sobre el crecimiento y muerte celular programada de
células foliculares.

Tilly et al (Tilly and Tilly, 1995) demostraron que la inhibicién por gonadotrofinas de la apoptosis de las
células de granulosa que lleva a la atresia folicular esté relacionada con la habilidad de las gonadotrofinas en
reducir la expresién de bax en las células de granulosa, produciendo un cambio en la relacion entre bax y los
niveles constitutivos de bcl-2 y bcl-xL

Hipotesis

La hipétesis a ser testeada en esta investigacion es que el aumento de la apoptosis en celulas ovaricas
observado luego del tratamiento con un andlogo de GnRH a ratas tratadas con gonadotrofinas se debe a
cambios en la expresion de genes pro o antiapoptoticos de la familia de bcl-2.

Objetivos

v' Poner a punto la técnica de RT-PCR para la medicién de los genes mencionados utilizando un kit de
deteccién (Biosource International),

v Evaluar por medio de este kit los niveles de expresion de genes pro y antiapoptéticos en ovarios de ratas
tratadas con PMSG y PMSG + LA.

Materiales y metodos

Animales

Para los experimentos realizados en este trabajo, se utilizaron ratas prepuberes (23-25 dias) de la cepa
Sprague-Dowley, provenientes del bioterio del Instituto de Biologia y Medicina Experimental. Estos animales
fueron mantenidos con periodos de 12 horas luz (7 a 19 horas) y 12 horas oscuridad , a temperatura
controlada entre 21 y 24°C con alimento y agua ad libitum.

Tratamientos
Obtencion de ratas superovuladas.

Los animales fueron superovulados con gonadotrofinas: PMSG (Pregnant Mare Serum Gonadotrophin),
la cual posee actividad de FSH y promueve el desarrollo de folicular hasta el estadio de foliculo preovulatorio.
La dosis Unica aplicada fue de 25 Ul/rata.

Administracion del andlogo de GnRH

Los animales fueron divididos en dos grupos: Control (C) y tratados con Acetato de Leuprolide (LA). Los
pertenecientes al primer grupo fueron inyectados, como se mencioné en el punto anterior, una Unica vez,
subcutaneamente con PMSG.

El tratamiento del grupo LA, comenz6 simultdneamente con la dosis Unica de PMSG, inyectando LA
(Img/rata/dia) en dos inyecciones diarias durante 48 hs. Todas las ratas se sacrificaron por dislocacion
cervical a las 3, 6 y 12 hs después de la ultima inyeccion con LA.

Aislamiento del ARN

A partir de ovarios extraidos de ratas superovuladas con PMSG (Grupo control) o con PMSG + LA (Grupo
LA) se aislé el ARN utilizando Trizol y el método de extraccién desarrollado por Chomczynski y Sacchi
(1987). Se homogenizaron los ovarios en Trizol, se incubaron a temperatura ambiente para disociar los
complejos nucleoproteicos y se agregoé cloroformo para separar las proteinas del ARN. Luego se precipito el
ARN, se lavé y se midi6 la absorbancia a 260 nm. Finalmente se corrieron en un gel de agarosa 1% tefiido

con bromuro de etidio para verificar la integridad de las muestras.
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Tratamiento con ADNasa

Antes de utilizar las muestras se trataron con ADNasa libre de ARNAsas para eliminar los restos de
ADN que pudieran haber quedado.

Se utilizaron las siguientes condiciones:

En la mezcla de reaccién se utilizaron 0,75 pl de ADNasa por cada g de ARN y se realiza el siguiente
protocolo:
- Incubacion 10 minutos a temperatura ambiente
- Agregado de 1 pl de EDTA por cada ug de ARN
- Incubacién 10 minutos a 65°C.

RT-PCR para b-actina

La RT-PCR (Reverse Transcriptase-Polimerase Chain Reaction) es una técnica que permite amplificar
un gen o una region del mismo a partir de ARN. Primero se obtiene una copia del ADN (ADNCc) a partir del
ARN por medio de la transcriptasa reversa (TR) utilizando como primers a oligodTs y luego se procede a la
amplificacion.

Antes de realizar la PCR multiple se evalué la integridad del ADN vy la eliminacion de contaminacién,
luego del tratamiento con ADNasa, para el gen de a-actina.

Se realiz6 la RT-PCR siguiendo las siguientes condiciones, las cuales fueron las mismas que para la RT-
PCR mudltiple:
- Desnaturalizacion inicial a 96°C durante 1 minuto.

2 ciclos : - Paso de desnaturalizacion a 96°C durante 1 minuto.

- Paso de hibridacion a 59°C durante 4 minutos.

30 ciclos: - Paso de desnaturalizaciéon a 94°C durante 1 minuto.

- Paso de hibridacién a 59°C durante 2,5 minutos.

Polimerizacion a 70°C durante 10 minutos.

RT-PCR multiple (RT-MPCR)

A partir del ARN aislado se realizé una RT-PCR mudltiple cuantitativa utilizando un kit de deteccion
(Biosource International), el cual proporciona un método alternativo y preciso para detectar la expresion de
multiples genes amplificando todos los genes bajo las mismas condiciones (Chamberlain et al., 1994).
Variaciones en el aislamiento del ARN, errores de cuantificacion iniciales o variaciones entre tubos en la RT
y en la PCR se compensaron incluyendo un gen de expresion constitutiva como el GAPDH (glucosa 6
fosfato deshidrogenasa) en la RT-MPCR.

Se realiz6 la RT-PCR siguiendo las mismas condiciones que para la RT-PCR para &-actina.

Gel de agarosa 1%
Se realiz6 un gel de agarosa 1 % para chequear la RT-PCR de b-actina y se tifié con Bret (bromuro de
etidio).

Gel de poliacrilamida 8%
Se realizé un gel de poliacrilamida 8% a partir de una solucién de acrilamida-bisacrilamida 29:1. Se
corrié a 10mV constantes durante 1-1:30 hs.

Tincién con plata
Una vez desmontado el gel se procedio a la tincion con plata segun el siguiente protocolo:
Fijacion en EtOH 10% durante 10 minutos.
Incubacion en HNO 3% durante 3 minutos.
2 lavados con agua destilada.
Tincién con AgNO3 (2,02 g/l) durante 20 minutos.
2 lavados con agua destilada.
Revelado con Na2C03 (29,6 g/l) + formaldehido 37% (540ul/1).
Detencion con &cido acético 10%.
Montado en papel Whatmann 3MM y secado durante 2 hs a 80°C.

Andlisis de los datos

Los experimentos se repitieron dos veces con 6 animales por grupo experimental, obteniéndose resulta-
dos semejantes en las corridas electroforéticas para ambos experimentos, mostrandose en resultados un
gel representativo de dichos experimentos.

La densitometria se realizo utilizando el programa Scion Image beta 4.02 win.
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Resultados y discusion

Puesta a punto de la técnica de RT-PCR

Nuestro primer objetivo fue poner a punto la técnica de RT-PCR para poder evaluar la expresion de genes
pro y anti apoptéticos en ovarios de ratas prepuberes tratadas con PMSG y PMSG + LA. Después de haber
corroborado que no hubo degradaciéon del ARNm luego de su extraccion (dato no mostrado), se procedio a
realizar un control de la integridad del ADNc obtenido luego de la transcripcion reversa. Para esto se realizé
una PCR utilizando primers de b-actina, un gen de expresion constitutiva. Al obtener contaminacién con
ADN en sucesivas PCRs se procedio entonces a tratar las muestras con ADNasa (libre de ARNasas),una
vez extraido el ARN. Se tuvo que poner a punto el tratamiento con dicha enzima utilizando distintas condi-
ciones debido a que con las condiciones recomendadas se produjo también la degradacion del ARN, como
se muestra en la Fig. 1. Mientras que con las condiciones ajustadas la integridad del ARN permanece,
pudiéndose observar en la Fig. 2 la subunidad 18S y la 28S. A continuacion se detallan las distintas condi-
ciones ensayadas:

Condiciones recomendadas por Invitrogen:
En la mezcla de reaccion se utilizan 1 pl de ADNasa por cada pg de ARN y se realiza el siguiente
protocolo:
- Incubacion 15 minutos a temperatura ambiente
- Agregado de 1 pul de EDTA por cada pg de ARN
- Incubacién 10 minutos a 65°C.

Condiciones ajustadas:
En la mezcla de reaccion se utilizan 0,75 pl de ADNasa por cada pg de ARN y se realiza el siguiente
protocolo:
- Incubacion 10 minutos a temperatura ambiente
- Agregado de 1 pul de EDTA por cada pg de ARN
- Incubacién 10 minutos a 65° C.

ARN —>»
degradado

Figura 1: Gel de agarosa 1% de ARN de las muestras tratadas con laADNasaen las
condiciones recomendadas. El ARN se obtuvo de ovarios de ratas tratadas con PM SG
(Control) y con PMSG + LA (LA) sacrificadasalas 3, 6, y 12 hs. después de la tltima
inyeccion con LA. Cada calle representa alas distintas muestras.
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28S

18S

Figura 2: Gel de agarosa 1% de ARN de las muestras tratadas con la ADNasa
en las condiciones ajustadas. Cada calle representa a las distintas muestras:

1- Control 3hs, 2- LA 3hs, 3- control 6hs, 4- LA 6hs, 5- Control 12hs, 6- LA 12hs.

RT-PCR de b-actina

Luego de encontrar las condiciones 6ptimas del tratamiento con ADNasa se procedid a realizar una PCR
de b-actina para chequear tanto la integridad del ADNc obtenido asi como también la ausencia de contami-
nacion. En la Fig. 3 podemos observar que tanto las muestras como los controles negativos dieron los

resultados esperados.
- - - ‘
& - L]

Figura 3: Gel de agarose 1% de los productos de la RT-PCR para b-actina tefiido con
bromuro de etidio. A partir del ARN extraido se realizd una RT-PCR para b-actina de
las distintas muestras con sus respectivos controles negativos.

1- Marcador de PM, 2- Control 3hs, 3- Control 3hs sin TR, 4- LA 3hs, 5- LA 3hs sin
TR, 6- Control 6hs, 7- Control 6 hs sin TR, 8- LA 6hs, 9- LA 6hs sin TR, 10- Control
12hs, 11- Control 12hs sin TR, 12- LA 12hs, 13- LA 12hs sin TR
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Ensayos preliminares

Al no obtener una buena resolucién en los geles de agarosa con el producto de una PCR multiple con
muestras de prueba (Fig. 4) y por lo tanto no poder realizar la densitometria de las bandas se procedio a
correr las muestras en un gel de poliacrilamida 8% (Fig. 6). La mayoria de las especies de ADN de doble
cadena migran, en los geles de poliacrilamida no desnaturalizados a una distancia que es inversamente
proporcional al log,, de su tamafio. Sin embargo, se encontraron diferencias en la migracion de algunas
bandas en el gel de poliacrilamida rescpecto al de agarosa. Esto se deberia a que su movilidad se encuen-
tra también afectada por su secuencia y composicion de bases. De esta manera, ADNs doble cadena de
exactamente el mismo tamafio pueden migrar con una movilidad que difiere en un 10%. Este efecto se cree
que esté causado por el superenrollamiento que se forma en secuencias especificas de la doble cadena
(Sambrook et al., 1989).

Con los valores obtenidos de las distancias de migracién en el gel de agarosa de las bandas del marca-
dor del peso molecular y el log,, del nimero de pares de bases de las mismas, se realizd una regresion
lineal (Fig. 5). Esto se realiz6 para corroborar que las bandas obtenidas en el control del correspondieran a
los fragmentos de amplificacion esperados (GAPDH, LICE, bcl-xL, bax, bcl-2).

Para mejorar ain mas la resolucidn y poder asi cuantificar se procedié a hacer una tincién con plata
debido a que ésta posee una mayor sensibilidad (Fig. 7).

600 pb GAPDH
500 pb <+

400 pb =
300 pb :: E?I)-(Z
200 pb

Figura 4: Gel de agarose 2.5 % de los productos de la PCR Multiple tefiido
con bromuro de etidio.

1- Marcador de PM, 2- Control Kit lote 2, 3- Control 3hs, 4- LA 3hs, 5-
Control 6hs, 6- LA 6hs, 7- Control 12hs, 8- LA 12hs, 9- Sin ADNc, 10-
Contol kit lote 1.
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N/

0 05 1 15 2 25 3 35
Distancia (cm) R = 0,9986

Figura 5: Gréafico de migracién de las bandas del marcador del peso molecular.

500 pb > ~ADNKH
400 pb —®»
LICE
300 pb —» bel-xL
bax
bcl-2
200 pb
100 pb —»

Figura 6: Gel de poliacrilamida 8 % de los productos de la
PCR Multiple tefiido con bromuro de etidio.

1- Marcador de PM, 2- Control kit lote 2, 3- Control 6hs, 4-
LA 6hs, 5- Control 12hs, 6- LA 12hs, 7- Control 3hs, 8-
Control kit lote 1.
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<4— 500 pb
4= 400 pb

<— 300 pb

<4— 200 pb

<— 100 pb

Figura 7: Gel de poliacrilamida 8 % de los productos
de la PCR Multiple tefiido con plata.

1- Control kit lote 1, 2- Control 3hs, 3- LA 12hs, 4-
Control 12hs, 5- LA 6hs, 6- Control 6hs, 7- Control kit
lote 2, 8 - Marcador de PM.

RT-PCR multiple de las muestras Cy LA

Se sometieron muestras de ARN obtenidos de ovarios de ratas del grupo C y LA, obtenidos a distintos
tempos de sacrificio luego de la Ultima inyeccion de LA. Se realiz6 la RT-PCR mudltiple en geles de poliacri-
lamida tefiidos con plata. La Figura 8 (Panel A) muestra el gel obtenido y el panel B la densitometria de las
bandas.

Con los valores de esta densitometria se analizé la expresion de cada gen o pares de genes a los
distintos tiempos estudiados.
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|
|
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500 pb ~P | B

400 PD . \t
300 pb P b

LICE
bel-xL
Dimero

bax
bcl-2

Mt 41

200 pb — P e
100pb_>H1~:HH HH"JV

Figura 8. A. Gel de poliacrilamida 8 % de los productos de
la PCR Multiple tefiido con plata

1- Marcador de PM, 2- Control kit, 3- Control 3hs, 4- LA 3hs,
5- Control 6hs, 6- LA 6hs, 7- Control 12hs, 8- LA 12hs,

9- Sin ADNCc.

160
140 | | EEE Control 3hs
1 LA 3hs
I Control 6hs
120 [ LA 6hs
I Control 12hs
100 4 | EEEE LA 12hs
80 -
60
40 -
20 -
0 ! I
Bcel-xL LICE Dimeros Bax Bcl-2 Bcl-xS

Figura 8. B. Niveles de ARNm a los distintos tiempos de sacrificio.
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Expresién de bax y bcl2. Andlisis de la relacion entre ambos genes

Como se menciond en la Introduccién Bax (proteina proapoptética) forma heterodimeros con Bcl-2 (pro-
teina antiapoptdtica), y de esta relacion en parte depende la sobrevida o muerte celular. De manera que se
grafico la relacion entre la expresion de estos genes, especulando que una relacion mayor a 1 lleva a la
muerte celular y menor a la sobrevida.

En la figura 9 se observa una disminucion de la relacién bax-bcl-2 con el tratamiento in vivo de PMSG
(Control) a los distintos tiempos de sacrificio. Este resultado explica un posible mecanismo por el cual las
gonadotrofinas producen el rescate de la atresia folicular. Ademas, corrobora los estudios de Tilly et al (Tilly
and Tilly, 1995), que describen un aumento en la expresion de bax sin cambios en bcl-2 en ovario de ratas
estimuladas con gonadotrofinas. El tratamiento in vivo con PMSG+LA (LA) en cambio, produjo una gran
disminucion a las 3 hs de sacrificio en la relacién de bax y bcl-2 comparando con el dato obtenido para
PMSG. Este resultado es totalmente opuesto al esperado, porque indicaria una tendencia a la sobrevida
celular, siendo nuestra hip6tesis que LA seria un factor atretogénico. En cambio, a las 6 y 12 hs la relacion
es la misma que para el control, lo que descartaria a estos genes como mediadores de la accion de LA.

En trabajos previos del laboratorio (Parborell et al., 2002) , se demostrd que no se observan cambios en
los niveles de la proteina Bax en foliculos preovulatorios de ratas tratadas con PMSG+LA, lo que apoya
nuestros resultados.

O- -I.'-o

0 T T T
3 hs 6 hs 12 hs

Figura 9: Relacién bax/bcl-2 a los distintos tiempos de sacrificio.
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Expresién de bcl-xL

En la Figura 10 se muestra un aumento en la expresion de bcl-xL (gen antiapoptotico) con el tratamiento
in vivo de PMSG a los distintos tiempos de sacrificio. Estos resultados, junto con la disminucién en la
relacion bax-bcl-2 son concordantes con trabajos previos que demuestran que PMSG tendria un efecto
protector de la apoptosis ovarica. El tratamiento in vivo con LA produce una importante disminucién de la
expresion de bcl-xL luego de 12 hs de sacrificio. Este resultado sugiere que este gen podria estar involucra-
do en el mecanismo de interferencia que ejerceria LA sobre el rescate de la apoptosis ejercido por la
gonadotrofina.

Cabe mencionar que en un trabajo previo del laboratorio (Parborell et al., 2002), se describe una disminu-
cion, en foliculos preovulatorios, en la estabilidad de la proteina Bcl-xL luego del tratamiento con LA, lo cual,
junto con los resultados mostrados en esta tesina confieren un importante rol de esta proteina en la muerte
celular inducida por LA.

Por otro lado, en este punto hay que tomar en consideracion que bcl-xS y bcl-xL forman dimeros in vitro,
lo cual seria una limitaciéon del método utilizado, sin embargo, la formacion de dimeros a 3 y 6 hs es muy
semejante, o0 sea que los resultados igual serian validos. A las 12 hs hay mayor formacién de dimeros en el
control (casi 100%), sin embargo ésto favorece nuestros resultados ya que si estos dimeros no se produje-
ran, la diferencia entre los dos grupos se amplificaria.

Con respecto a bcl-xS, éste no fue tomado en cuenta, ya que se encontré su expresion a un solo tiempo
estudiado (6 hs)

40

—@— Control

30

25

20

15

10 T T T
3 hs 6 hs 12 hs

Figura 10: Niveles de ARNm de bcl-xL a los distintos tiempos de sacrificio.
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Expresion de la caspasa-3

En la Figura 11 se observa un importante aumento de la expresion de la caspasa-3 en el grupo PMSG, lo
cual no se observa en el grupo PMSG+LA Esta enzima, entre otras acciones, activa a nucleasas provocan-
do la fragmentacion del ADN por apoptosis. Estos resultados en el grupo PMSG podrian deberse a que esta
caspasa no solo interviene en la via de la apoptosis mediada por la familia de Bcl-2 sino que también se
encuentra en otras vias de activacion como ser la via de los receptores de muerte como FAS y FAS ligando.
Otra alternativa seria que la PMSG no solo tiene un efecto en los foliculos que llegan a ovular, sino que
muchos de los foliculos no alcanzan a desarrollarse y sufren atresia. De esta manera, al ser mayor la
cantidad de foliculos que sufren atresia que los que sobreviven se puede observar un aumento en la expre-
sion de esta caspasa-3. Alternativamente, que aumenten los niveles de ARNm de esta caspasa no significa
que se desencadene la apoptosis debido a que para ésto se debe producir la traduccion y posteriormente el
clivaje de dicha enzima a su forma activa. Sin embargo, se describié que la expresidn de esta caspasa se
ve disminuida por el tratamiento in vivo de gonadotrofinas (Flaws et al., 1995), pudiéndose deber esta discre-
pancia al modelo experimental utilizado, que difiere en el tiempo de andlisis luego de la administracion de
PMSG, que fue menor al utilizado en este trabajo. Los resultados obtenidos para el grupo LA descartarian,
en nuestro modelo experimental un efecto mediador del agonista sobre la expresion de la caspasa- 3.

40

35 —&— Control

30

25 +

20

15 ~

10 ~

0 T T T
3 hs 6 hs 12 hs

Figura 11: Niveles de ARNm de la caspasa-3 a los distintos tiempos de
sacrificio.
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Conclusion

En esta tesina se ha puesto a punto la medicién de la expresion de genes de la familia de bcl-2 y de la
caspasa 3 por RT-PCR utilizando el kit de deteccién (Biosource International).

En base a estudios previos del laboratorio que demuestran un aumento de la apoptosis ovarica luego del
tatamiento in vivo con LA a ratas superovuladas con gonadotrofinas, se propuso estudiar si la expresion
diferencial de estos genes estaria involucrada en este proceso. Se comparo la expresion ovarica de estos
genes en los dos grupos experimentales estudiados: PMSG y PMSG+LA.

Se encontré una disminucién en la expresion de bcl-xL en el grupo tratado con LA, con lo cual se
propone que, de los genes estudiados, éste podria estar involucrado en el mecanismo apoptotico inducido
por el agonista de GnRH, LA.
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