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EL SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA

£l iglema renina angictensing (RAS) e8 un siglema enzimahco-hormonal
que tiene un imporante papel en la regulacién de la lensian arterial y en ol
mantenimients del aquilibrio hidgro-electrolitico. La rering &5 una aspartil-proteass
clasicamente sinlehzada y secrelada por el aparald yuxlaglomerular renal. La
sintasis de renina oourre @ pair de un precursor inactivo de alte pesoe maleculasr
(60,000 Daj. ta prorening. que & convertida inracelularenante en remna activa
por parte de vanos engimas, entre elios el activador del plasmindgens. La cadena
snzimalica clasica es ilustrada en la Figura 1. La renina e ofigen renal aclig
sobre su substrato plasmalico, el angiotensinGgend, una wa-globuling de Sintesis
hepatica, a rivel de la unien Leu'™ieu’ formando angistensina | (Angl), el
decapéptidn M-lerminal: durante su pago por el sistema circulglorio pulmonar el
anzima convertigor [‘angiolensin converting enzyme”, ACE) carla el dipaptido
carboxi-terminal ¥, asi, transferma la Angl en el orlapéplido angotenzinag |
LAnglly, clasicamente conedido como el peglido aclive del RAS. La Angll tiene
aha vida media muy corta {TI2= 1 minuto) ¥ rapidamente da orngen a la Angill
mediante core del aminodciin Merminal. El heplapéptide Anglll maniigne pare
de |3 aclividad de la Angll v da origen a fragmentos inactivas por accidn de kas
angistensinazas circulanies [Haber y Carlsan, 1883). E RAS representa una
exceptian respecle a los demas sistemas endoorinos en gue el enzima
responsabla de |3 conversion de pro-hormona a homona acliva se segreqa por el
ifan directamente a la sangra ¥ el péplida acliva Angll =& produce
extracelularmente, faciitands asi el transpora a los organos diana, el mipsculo

ligo de |a pared arterial y la corteza de la glandula suprarrenal.
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A lravés de su gctidn estimuladora de & secrecion {de aldosterana y
yasnconsticiora, la Angll aclia como regulador de la tensidn arerial y U2 1a

hpmecstasis de volumen (Figura 2}

La Anglll no tiene activided vasocenstrictora importanle, pere €5 capaz de
estimuylar 1a produccién de aldoslerona, ejerciendo asi un papel mas tonico en e
comirel de la homenstasis hidroelecteolilica, La presian de perfusion renal, la
concenttacian de sodio wo potasio @ nivel de la macula densa y de la nefrona
distal. el sislema nervioss simpaticn y varios laclores circulantes como las
prostaglandinas, =2l potasio, el factor maliurélico atrial v la Angll regulan la
sacrecitn de rening {Haber y Carlson, 1983). La se¢recion do profening parece
estar regulada por los mismos factores. E|l mecanismo preciso de la conversion
de |la prorening 4 renina acliva en el AAdn ¥ en el plasma wdavea no ha sido
gilicidado completamenle. La prorenina cirtula en el plasma en concenlraciones
10 veces superiores a 1as de [a raning activa (Sealey y Allas, 1984), Es todavia
objeto de estudie el significade bioldégice de 1a heterogeneidad de la molécula de
la renina y el posible pape! de la interconverswn enfre remina acliva e inacliva en
gl gonirel y 1@ regulacién da la actividad de! sisterma renna angqiolensing en
respuesla a los dislintos estimulos lisinlégicos, farmacoldgices ¥ palaldgicos. Otra
arguments confrovertido es 13 existencia de vwias alternativas de formacion de |
gngll, eludends: al enzima convertidor, vy la formacion de peplidos  achwos
distintos de la Angll como por ejemplo 1z Ang 3-7 (Figura 3} [Ferraric e lyer,
1988). Eslas consideragiones son de particuksr acluaidad en relacion con la

siologia de los “sistemas reping-angiotensng Bswlars’
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Ficwa 3. Nuevo espuerna el RAS, gue mcluys b formacion
ele] péptida active ang |-7.

Estudics recienles han confirmado que la angiotensing-{1-7} ¢z un
imporante companente del RAS. que se produce a partir de la Ang | eludiendo |a
formacidn de Angll {Femaria = kyer, 1998). La formacidn de Ang-{1-F} esla
controlada por al menos 3 endopeptidasas. dependiendo del compartimento
lisular la nepriising, la thimet dligopeptidasa ¥ la propyl cligopeptidasa. La
neprisilina y la thimet clignpeptidasa estan tamhién implicadas en el metabolismo
de la bradikining y del péptido natriurético atrial, Junto con la Angl y |a bradikirna,
la Ang-{1-7) €5 un substrate enddgena para et ACE. Esla sugiere gue existe una
intarrelacion compleja enlre las vias enzimahcas gue forman Angll v atros varios
pénlidos vasodiatadores gue perenecen al mismo RAS 0 a olros sistemas

peplidérgicos. Las acciones de |la Ang-(1-7) son opuestas a las acciones descritas
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pata la Angll. Sus propiedades basicas, vasidilatadora y antihipericnsiva, 500
madiadas por un receptor distinto a los receptores AT1 y ATZ que hasta ahara
han sido caractenizados farmacologicamente. Esta agcitn es en parte directa ¥ en
parte mediada por un aumenlo de las prostagla ndinas, y del dxido nitrico {Ferrarno

£ lyer, 199E6],

LOS SISTEMAS RENINA-ANGIOTENSINA TISULARES

El concepto clasice de sistema renina-angiolensina circulante ha Sido
revisado en la oltima década, habidndose postulado y demostrads |a existencia
de sistemas renina-angiclensina sulares Iocales. EY enzima clave del sistama, la
rening. ha sido descubietz en muchos drganos y tejdos, incluido el cerabro
{Gantzn et al, 1371; Hircse et al, 1978} 1a adenohiptfisis [Maruse et al, 1981,
Maruse &l al, 1985} las giEndulas salivares (Cohen et al, 1972, Panthier et al,
1982), la pared vascular {Swales, 1973}, al miccardio {Kobon et al, 19590}, el
aparate genilal masculino [Farmentiar et al, 1983, Pandey 1 al, 1984) y femening
(Poizner gt al, 1981; Johnson ot al, 1984 Dzau et al, 1987}, la suprarrenal
(Maruse et al, 1985) v vanas glandulas endocrinas [Maruse & al, 1885} Los
esludios posteriores de biologia molecular que han evidenciada an varios tepdos
la presencia de miRMA de la renina (Pandey et al, 1384 Dzau =t al, 1986;
Deschepper gt al, 1986Y, junte a la demostracion in vtk de la sintezis de renina
por parte de varios tipog calulares {Symmonds et al. 18685, Waren at al, 1382; Re
el al. 19B, vy a la demostragién de rening en los tefidos mediante
inmunohistoguimica {Deschepper et al, 1886}, represantan una indicacicn clara

de que 'a renina in vive es sintebzada a nivel local. Otros componentes del
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sistema renina-angiotensina, el enzima convertidor (Van Sande et al, 1883}, el
substrate angistensindgena (Ohkubo et al, 1986) y el péplido activo Angll
Deschepper @l al, 1985), han sido identificados en muchos lejdos extrarrenales.
sugiriendn la posibilidad de una sinlesis local. presumiblemente intracelelar, de
angll. El significado Bioldgies de esla angiolensina tisular, con funcines distintas
de la regulacion de Ja lension arterial v del volumen plasmatco. s aclualmante

objelo de estudio.

Campbell postulé que es posibla una interaccidn a varios niveles enlra los
sislemas renina-angiotensina locales y el sistema renina-angictensina circulante
[(Campbel, 1987). Segun su modelo, i3 formacion de Angll en un lejida pueds
ser intra o extracelular, La formacian intracelular de Angll puedg derivar de la
rotura del angiotensindgeno sintetizado localmente o de la recaptacion y rolura
del substralp plasmatico.  Allernativamante, el angiclensindgeno de origen tisular
y el plasmalico pucden coexislic en el intersticio y ser metabolizados por parte de
enzimas locales o plasmdtices, Sila formactan local de Angll puede derivar, como
hemas dicho, de la interaccién de la renina ¥y angrotensindgend de origen
plasmalico yo local, una cuestion tndavia no schiciomada es la contribucion
rolativa de cada uno de estos mecanimmos a la produccion de Angll en Mo
distintos drganes y tejidas donde ha sido poslulada la exislencia de un sistema
renina angiotensingd Ipcal. Mo podemos excluir que la produccion local de los
componentes del RAS confribuya a las concentraciones plasmalicaz de ostas
sustancias y. en definitiva, al RAS circulante. En particular, parece ser imporianle
el papel de Ips RAS locales en la produccidn de prarening girculante: aunque el
rifGn produce prorening, |a presencia de niveles de prorenina plasmadlica casi

nomiales en pacientes nefrectomizados, en ausencia de rening acliva circulante,
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indica que la sintesis extrarenal de prorening es al menos igual, 51 no superior, 3
Ia renal (Sealey el al, 1977, Es probabla que |2 aclivacion tocal de la prorening
tenga Uh papel imperante en la fisiologiz de los RAS locales, ¥ las mecanismes

implicados en esta aclivacidn sen actualmente objeto de estudio,

Resumiendo, los datos de la fiteralura cientifica indican que los RAS
tisulares puaden asumir un significado funcional s que haya modificacionas del
PAS rirculanle. Por o tante, mientras el RAS circulanta y en paricular la
secrecion de rerina por parte del aparato yuxtaglomerular da una respuesta
hemastatica rapida v eficaz a las modificaciones agudas de la tenson arerial y
del aquilibrio hidro-eleciralilico, parece evidente que los RAS tisulares lienen en

los tejidos en bos cuales existen una funcidn Mas tanica y scbre todo local.

Ciro concepto importante @ {ener en cuenta a proposito de lvs RAS
circulantes es la exislencia en estos tejidos de vias allernativas de farmacion de
la Angll que eluden la actividad del ACE. En condiciones nornales estas wias
contribuyen a aprosimadamente un 40% de la transformactan de Angl a Anghl,
pera en estados patoligicos Yas vias que no dependen del ACE representarian la
mayoria (Hollenherg et al, 1938). Una imparante implicacidn de estos resullados
gS que para fines terapéuticos son mucho mas eicaces Ips antagonistas de la

Angll que los inhibidores del ACE.

EL SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA OVARICO.
En 1972 sz demosird gque la Ang [ causz un aumenlo de la permeatnhidad
vascular {Roberson and Khairallah, 1672) v en 1985 Fernandez y colaboradores

dermosiraron  que la angictensing 1 estimula la angiogéneass (Fernandez et al,
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1685). Estos aulores aplicaron unos implantes de Ang 1l en la cormea de conejos
y observaran abundante negangiogenesis en cOmMparacion ¢on animales conlrol 3
los que se aplicaron implantes del mismo malertal, pero sin Ang |E. Estos
elegantes experimenlos abwigron el caming at esiudio del sistema renina-
angmtensing owvdrico (OVRAS), La demoslracion del papel del RAS cn Ia
angiogenesis intdujo a Fernandez y colaboradores a medir log niveles de rening
en gl fuido folicular de pacientes estmuladas con gonadotropines. gue e
sormelian @ puncion folicular para fertilizacidn m owitre (FIV), Los niveles eran
elevadisimas, significativamente mas altos que los niveles encootrados gn plasma
gblenido simultdneamente de las mismas pacienies, lo que sugeria de una parte
el origen ovarico de la actividad reninica encentrada en el fluido folicular (“Renin-
like activity”, RLA} , y de la otra un posible papel de las gonadolropinas en |a

estimulacidn de la producscidn de renina ovarica (Fernandez ef al, 1383) .

Foco después, e grupo de Sealey publicg olro trabajo demosirando
elevados niveles de prorening en ¢l fluido kolicular de pacientes estimuladas con
gonadotropinas para FIV (Glorioss et al, 1986). Este estudic confrmaba los
resultadns de Farndndez v suqgeria gue la forma principal de renina producida an
gl ovaric es la farma inactiva, la prarenina. En 1986 {Cullen vy colaboradores
ercantrarcn también slevados niveles de Ang 1l en el luido fobcular de pacienles
sometidas a FIy (Cullen el al, 1986). En 18987 Lightman y colaboradores
comparaton los niveles de Ang |l y RLA encontrados en pacientes sometidas a
FIV con los niveles presentes en los [oliculos ovaricos durante los ciclos nomales

{Lighlman et al, 1937 demostrando:
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a), Gue duranle los ciclos normales los niveles permanacen muy bajos
hasta Ios dias §-12 del oclo, aumentands en |a fase preovulalons (dhas

13-14).

bh. Que en los cicles estimulados (03 niveles faliculares son mucho mas

elevadns gue en los ciclos naturales.

ch. Que los nivelss foliculares de Ang Il y renina som. en 1oda caso,

superioras a los niveles plasmalicos.

El esiudic de Lightman y colsboradores sugeria claraments no soio el
origen ovarico de la RLA y Ang | foliculares, sino también que esle hipoielico
sistema renina-angiolensina ovarice {QVRAS) responde a las maddicaciones
cichcas de las goenadotropinas hipofisarias; especificamente &l pica preovulalorio
de LH, asi coma la administracion de hCG para desencadanar la oyulacian,

causan un aumento dramatico de [a produccion de Ang !l y RLA ovaricas,

Exta lesis e propust como primer objetive la ultenor caracterizacdn  del

OWRAS v el estudio de =u papel en |a fisio-palologia ovarica.

ATOPTOSIS

En 1991 Hughes y Gorospe (Hughes vy Goraspe, 1981} vy Tilly vy
colahoradores (Tilly et al. 1991) demostraron por primera vez la existanca de
apoptosis &N Ovanos de varias especies animalas ¥ la relacionaron con la atresia
folicular v la regresion del cuerpo [0teo. El hecha fundamental que nos SLIGEria
que pueds existir una relacion entre 2| OVRAS v |3 apoptosis es que tanlo |3

apoplasis como el OVRAS se localizan en las células de la granulosa de los

10
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foliculos atrésicos, Ademas, la apoptosis parece ocurrie durante |a regresicn del
cusrpo loleo, ¥ tambien en el cuerpo ltew se Igcalizan los componentes del
OVRAS. A raiz de estas obsemvaciongs decidimos estediar primero la relacion
enlre apoptosis y atresia folicular y después la evolucion de 1a apeptosis duranle
la formacion y regresién del cucepa [leo. A conlinuacdn, nos decidimoas a
estudiar un modelo experimental de ovarios peliquisticos para investigar & posible
papal de | apoptosis en el proceso de la cislogénesis en el sindrame de =T

poliquislicos.

APOPTOS1S: CONCEPTOS GENERALES

En 1972 Kerr v colaboradores {Kerr at al, 1572) intrpdujeron el cohcepto de
apoptosis, ¢ muerle celular programada, comg un lipe de muerte oelylar
"figinlogica™ con un imporlante papel, complementario a la milosis, &n la
homeostasis tisular, Aunque parezea ligico que 'a muerte celular, junto con 13
proliferacion y Ya diferenciacion represente una pare escnchal del ciclo celular, la
avislencia de una muerte celular fisiolGgica en los lejidos ha sido Maorada hasta
hoy. Al contrano de la necrosis, que destruye completarmente la arguitectura y
funcionalidad del drgang afectads, la apoplosis &5 un tipo de muere celular No
téxjca, que afecta a células aisladas en medio de lejido vivo y no causa ninguna
reaccion inflamataria. Las células que mueren por apoplosis eskan caracterizadas
pof una tipica {ragmentacion imernucleosomea del ONA en poliruclectidos que
son moltiples de 180-200 hp. Cuando el DNA de las celulas apoptdticas es
analizacn mediante electroforesis en el se chserva un tipice patrdn &n escalera,

A la fragmenlacién nuglear sigue la fragmentacion ded citoplazma v 1a rapida
11
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[agueitosis por parte de células blancas residentes: asi se mantiene la integridad
lisular, La lipica fragmentacion del DNA de las celulas apoploticas parece ser
debida a la activacion de urta endonucleasa dependiente de Ca’’ y Mg~ (Peitsch

cl al, 1893,

La apoplosis 85 un proceso activo, programade gensticaments, y s han
ifenlificado vanos genes que 1a modulan en lepdos espesifices [Wikamsg v Smith,
1993}, Finalmente, la apoptosis estd regulada por faciores de crecimienio que,
en cierps casos, tiepen un papel de “factores de  supervivencia®, Bien

bloquedndola o induciéndela en olros casos {Colling v Lopez-Rivas, 1933

Iricialmente la apoptosis fue estudiada durante la embripgénesis v la
metamarfosis (Clatke, 1990) ¥ solo mas recientemente 52 ha reconocide que |a
apoplosis €5 un proceso mas gereralizade que también participa en la

remadelacion de los tejidos adultos (Schwartzman y Cidlowski, 1933).

La tabla 1 muestra algunos ejemplos de apoptosis en gjides adyllos. La
apoptams asurre durants el normal "lurnover” hsulae: por efemplo, en el higada
(Kerr, 1971] v en el intestino delgado {Folten, 1982). La atrofia de los tejidos
hormano-gependientes que ocUre COMe gonsecuencia de la  deprivacian
hgrmonal implica un extenso proceso de delecion celular mediante apoptosis
{Tabla 2). Ejemplos tipicos son la coreza suprarrenal teas deprivacion de ACTH
{Wilie wt al, 1973}, 3 prostata ventral de ratdn tras orquidectomia {Kerr y Searle,
1973), €1 endemctrio tras deprivacion eslo-progéestinica (Hopwoad v Leweon,

19761, v la gidndula mamaria tras deprivacion de prolacting {Slrange et al, 1992).

12
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Tabla 1. Fjemplos de apopiests on eyl aduloos,

Factor Crrgano/Tipo celular Referentia
AUTI Corical suprarceal CWellae el oal, LW
Arudepenos _|-’I||.:|-:it:'lr:'l vemral Kounr ¥ seark:, 1975
Prolacling Lilamihali n1iLr'r:ari.1 duranle 11 lactancin [ Smnee clal. 1992
erilsiihesirel Bursich e1 al. 14941

Tumuot cemsd estrigeno-tependen e

Meunin.s

WIF (N gruwlh Iy Slarm el al, [LYsy

—_—

Minglet-dereed growh ficlor { Higeidendrocraos Flaricn 1 al, 1942

frsulin-lie prronwti Eackor OMlipesleandnrzitng Piores el al. |92

L8 (U oleny-sintalateng faciors "L helas hemsopoytisas Williwms w1 al, 1990
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Tabla 2. Ejemplos de apoplosis toas reonoc b Je hormonas: ichenes de
crocien .

Owos tipos de atrofia, come la inducida en e higado por |3 isquemia leve
(Kerr, 18971} 0 en el nidn por la ligadura ureleral {Gobe ot al, 19E7), lambén
implican un proceso de apeptasis. La regresidn de la hiperplasia parenguimal en
varios Organos incluidos €l higado {Columbano, 1985), el rindn (Ledda-
Colurmbang 19889), y ef pancroas {Oates, 1986), lambién ocume por apoptosis,
Los sgentes antinscplasicos, come las radiaciones ionizantes y los farmacos
citoténicos  causan muere celular por apeptosis (Uekun, 19927 Dive and
Hickman, 1991). La apoplosis ocume espontansaments en |as neoplasias y el
equilibrio entre spuptosis y mitesis que, en ultima instancia, determina la
velocidad de crecimiento del tumeor, gstd geneticamente determinado {(Wyllie,
1892}, Por dlimo, Iz apoptosis ocurre extensamente en el sistema inmune
{McCarthy &l al, 1992). La delecian de los linfocites B y T durantc la selecoion

negativa n la respuesta inmune ocurre mediante apoplosis (Schmid, 1986}

Agente Edaoa Referencia
TLE) Transfirming growth | Linea velular de he patomi humans Lan 4 Che, 1962
factor-|§) £ ulas e carcinama nasnics Yiamapshara, 1942

T s haernacr, 19492

Hepigitas (e ealaenculiive Lo y Salts, 1052

L.tz mclonde &1

{3lucocarticeides Limes s "-"l"]r'ill'il:.-.l':!ﬂﬂ
r't-,;'li:.-iur: . Hepatoeilns de rata en vullive Cachwall e al, 19t
Tt ITI.'.III:::-r' meerosts Cactor]  Tionee i de racon .. Ficrtaplea et al, L9425
Antigenn F;::;".-‘-.|-:|u-'. Linfsma Ue catom i celulas T [tih cral. 1]

- .-'-.-;n.ln.n;rmn:cu Izx I remidacdes embrionies " Allas v Sulik, 194649

Tabla 3. Fjemplos de homanas, Bwtares de crecumioiio ¥ cibguans
Cpak CANSAE A[RIH OIS
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Las hormonas v facloras de crecimienlo que regulan la apoplosis o hacen a
travis de la modulacidn de la expresion ganica. La primera evidencia diracta de
que la apoptosis estd prograrnada gensticarnente proviena de esludias en el
nematodo Caenorkabditis elagans, en el cual han sida idenlificadas varios genes
que pramueven o previenen la muerte celufar (Elhs el al, 1931). Por gjemplo, a los
efeclos pro-apoptosis de los genes ced-3 y ced-d se opone el efecto supresor del
ced-9 (Hengartner €1 al, 1992). De forma similar, los prolo-cneogenes bol-2 y o-
myc respectivaments inhiben y promueven la apepiosis {Bissonette et al, 1992),
El gen supresor p53 induce apoptosis en varios sistemas. Por gjemplo, agentes
que dafan el DNA, como las radiaciones ionizantes requieren pS3 para inducir
apoptosis [(Clarke et al, 1993). La tabla 4 conbene informacion sobro algunos de

los genes implicados an la apoptasis y las respectivas proteinas codificadas.

Ceo PFroteinns Orrgumo o tipo celular | Efecto Referencias
codifieadas :
panl-y " Flepnn - Flempartaer whal 1993
-4, L Elepiny T Edenirtaner of al. 1902
Prl-3 : . i
: lr-:_'I-E ”'..'I-E':E [ Elll."HITru"-'} al s !'i-i'ﬁtl."l"l'lﬂi‘i- - H'i:w-!ﬂ”]ﬂ“ﬂ 1=l iII. I"]"JE '
i l-2[8 ’ - Huckenbery ol 2907
| By e Fitrablastos de cmbrion de t Fovian =1 @l 19492
Fulit .
pil el Timocites - Ol et al, 1942
j Loswe ot al, 1993
v-fos Fais Edueses, pacl. lelivules - Smevee o al, 158
miliferns. vrnbrivio
THPM-2 | S0P 2 Frislala ventril en regresian : Hutyan ot il L9
T -] hAare-1 Litilas WITYTS | Wl sy el o], |99
1 LN
BAiil-3 -2 PO Talies MIFEGT 3 - Wiadhwe et al. 19093
! 1Mt
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Fas ! Amigeny Linfon de celulaz T - Watamihe-Fukunsg of |
I as | al, LWl

Tabla 4 Ejemplos e genes implivados en Lo regulacion de k
TR R L {ALTEN

AFOPTOSRIS EN EL OVARIO.

El ovario €5 un tejide dindmico, caracterizade por la conlinua ramaodelacion
de sus componenles, o que le hace un modelo ideal para el esludio de la
apoptosis. A lo lango de la vida fetal y adulta, Ya mayaria de los foliculos ovaricos,
por ra2ones tadavia descanocidas, muaren en el procese de la atresia folicular. EI
proceso de la seleccidn folicular tamming con la formacidn de una o mas loliculos
dominantes destinados a ovular y |3 concomitanie atresia de olios numMernsos
foliculos que eventualmenle mueren y desaparecen. La apoplosks, - Un proceso
de muerte calular fisiclogica - parece un metodo eficene para 12 eliminacitn de
oslos foliculos sin afeclar la funcionalidad owvérica. A pesar de sU frecuenie
oourrencia v su lundamental impartancia en Iz fisiclogia ovariea, los mecanismos
moleculares de la atresia folicular han sido descanocidoes hasla hace pocos anos,
En 1941 Tilly v colaboradores identificaron la tipica degradacian en escalera del
DMA que caracleriza la apoptosis en foliculos alrésicos de aves y cerdos (Tilly et
al. 1991). Hughes y Goraspe, n el misme ano, abservaron gue la atresia folicukar
nducida por PMSG (deprivacidn hormonal] en la rala s& asocta 3 [ragmantacion
apoptética del DMA (Hughes y Gerospe, 1991), Estos esludios abreron el caming
a muchas olras investigaciones schre la apoplosis y 2l fenomena de la atresia.
Tilly ¥ cols, demosiraron que |a apoptosis ocurre en celulas de la granulosa de
(ala en cultive v que ol tratamiento de ias célula con factores de crecimiento

especificos la prewene (Tily et al, 1982} Muestra gropo esludid celulas de la

16
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granulosa de rata mantenidas en cultive durante 2-7 dias demostrando que el
ralzmiento con DHEAS aumenia la apoptosis y el tralameenlo con FSH la redyce
{Palumba y ¥eh, Society for Gynecologic Investigation, 1923). Todos estos
esiudios estaban basados en = andlisis del DNA extraido de homogenadas de
tefido o de células sih permitic 13 identificacion de los lipos celulares implicados,
Con este proyecta nos propusimoes obtener datas sobre la precisa tocalizacion de
la apoptosis en las celulas tos foliculos de rata en distintos estadios funcionales,
mediante una técnica i sifv. Las absendaciones iniciales de Tilly ¥ colaboradoras
indicahan también 3 presencia de apoptosis durante la regresion del cusrpo
luteo. Para valorar la incidencia de apoplasis en relacian con la fisiologa del
cuerpo lUteo decidimos emptear el modelo de la rala superovulada, que permite
datar perfectamente gl cuarpo lteo. Por oltimo, tras chsenvar que "in vilro” el
iratamiento con DHEA causa apoptosis en cultivos de célolas de la granulpsa de
rala, decidimos estudiar al modelo de sindrome de ovarios poliquishcos de la rata

inmadura tratada con GHEA.

RELACTON ENTRE EL SISTEMA RENINA-ANGTIOTENSINA Y
APOPLOSIS

Mumerosos estudios recientes han demastrade que existe una relacion entre
el sistema remna-angidtensing vy la apoplesis  en vanos igjidos. Como
comentamos anteriormente, han sido clonados dos clases de receptores de la
Angll, lamados respectivamente AT1 y AT2 (Inagami, 1939). Frincipalmenle, es
al receptor ATZ2 gue estd implicado on la activacion del procesa de |a apoplosis

{(*Yamada &t al, 1996}

17
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Horiuchi v colaboradores han clonado el receptor AT2 y han demostrado
que este receptor actia de forma cpuesta al receplor AT1 {Horiuchi ot al, 1938).
Mientras el receplor ATY media [os efectos que promueven el crecimientg, el
receptar ATZ2 tiene efectos inhibiterios y pro-apopldlicos, antagonizando log
efectos del receplor AT1 v de los factores de crecimicnto en varias lineas
celulares, includas las célutas musculares lisas de la pared vascular. 0%
cardiomiocitns, células neuronales (PC12W) y fibroblastos (R3T3). El recaptor
AT? getjva tirosin fosfatasas como la MKP-1 [milogen-activated protein {MAP)
kinase-phosphatase-1], & inactiva la MAF quinasa [extracellular signal-regulated
kinase [ERK1 y ERKZ}|. resultande en defosforilacion de Bol-2 y elvacion cn la

zintesis (up-regulaticn) de Bax (Horiuchi et al. | 1893).

En las células nevronales PC12W la estimulacion del receptor AT2 induce
apoptosis mediante un aurento de la sintesis de ceramida, dependiente de la
dosis y del liempo. Este efects de ta Angll es completamenle Blaquaado por |3
co-incubacion con ¢l anlagonista receptorial anti-AT2, PD123177 ¥ no por el

fosartdn, un antagonista especifico del receptor AT1 (Gallinal et al, T338).

En la glandula suprarrenal Angll causa apoplosis, antagonizando asi el
efecto dal ACTH (Carsia et al, 1937).  En la pared vascular, la Angll puede
contribuic 3 la patogenia de la artenpscleresis mediante apoptosis de fas celulas
endoteliales, un efecio qua se previene con el blogueo simultaneo de ambos
receptares AT1 y ATZ2 y no con el bloguer de cada receptor individualmente
(Cimmeler et al, 1997). La estimulacion selectiva de los receptores AT2 lambien
rausa apoplosis de las células endoteliales, Tanto la apoptosis mediada por
Angl, comag la apoptosis mediada por |a estimulacidn del receptor AT 2 se asocian

en esle models 3 la aclivacion de la caspasa-3. El oxido nitroso [NO) bloguea

18
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completamcnle la apoptosis inducida por Angll interfiriendo con fa activacion de la

cascada de |a caspasa

En el ovario, varos estudios realizados gn los dltimos afnos sugieraen que al
receptor AT2 media la progresian de |a atresia folicular medanle apoplosis de las

células de la granulosa {Tanaks el al, 19950 Kotani et al. 1599),

Tanaka y colahoradores esludiando células de la granulosa en Gullivo
demostraron que los receptores ATZ no son modificades por FSH, poro avmentan
marcadamente en ausencia de FEH. Las c&lulas de la granulosa cultivada en
ausencia de FSH muestran la fragmentacion del DNA tipica de la apoplosis que
acufre durante la atresia folicular {Falurmbo and Yeh, 1993, Tanaka el al, 18%3).
En el esludio de Tanaka, 12 Angll incrementd la elavacion de los receplores ATZ
observado en ausencia de FSH, un efecto que fue blogueado por un antagonista
seleclive de los receptares ATZ2 y no por un antagonista de 05 receplores AT1.
Eslos datos sugieren gue 1a Angll incremanta |a expresion de 05 receptores ATZ
a través del misma receptor AT2 y sostienen la hipotesis de que el receptar ATZ
pueda modular ¢l inicio v la progresicn ¢e la alresia folicular que ocurre mediante

apoplosis de las celulas de la granulosa.

Mas recientemente Kalani y colabaradores han estudiado 1a expresion de
los receplores AT2 durante a progresion de 1a alresia folicular en ratas inmaduras
tratadas con PMSG, en las cuales |os foliculos que empiezan a madurar bajo el
estimule harmonal, sucesivamenle s& convigrtan en alresicos Como consecuancia
de |la deprivacion homonal. La concantracian de los receplores ATZ en este
models aumenta paralelamente 3 la progresidn de |la atresiafapoptosis folicular,
tanla |la cantidad de receplores {medida mediante autoradiogralia), como a3
abundancia de mRNA {medide mediante {RT}-PCR). Los mismos autores en

cullives de células de la granulosa de rata inmadura han demostrado que la Angll

14
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a3 traves de la estimulaciaon de los receptores AT2, inhibe la capacidad de la FSH

de prevenit 13 apoplosis,

il
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ELANTEAMIES PO YT ROWEN | AL

Demostracion de  la expreésion de renina y Ang (I en los  distinios
compartimentos del avario de rata y humane. en digtintos estados fisiologicos

v Bajo estimulacion gonodotropinica.

Estudic del posible papel del OVRAS en la requlacian de fa esteroidogenesis

ovarica.

Estudio de la posible implicacion del OVRAS en los procesos de maduracion

del pvacilo y ovulacion,

Estudio del posible papel patogenético del OWRAS en el sindrome de ovarnos

poliquisticos.
Demastraciin de apoptosis en el proceso de la atresia folicular.

Evolucidn del proceso de |3 apoplosis en el curso de fa formacion y regresion

del cuerpo [dted da rala.

Demaostracion de la apopicsis en un modelo exparimental de sindrome de

ovarios poliquisticos da rata.
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MATERIALES

Ratas adultas & inmaduras. Ralaz Sprague-Dawtey manlenidas en
rondiciones constantes de e y temperatura, con agua y comida ad Sbderm,
adultas {250 gr.) o inmaduras (25 dias). Las ratas inmaduras se someliercn a
distintos tipos de tratamiente en los vanos grupos de expenmentos, Camo
explicarermos en cada saccion. En todos los experimentos reakzados se hiciaran
tados los csfuerzos posibles para minimizar el sufrimiento de los ammales
utilizados y siempre se siguieron los consajes del Convenio de Helsinki. Las ratas
se sacrificaron ulilizando G002, Para los experimentos sobre &l OWRAS se
ulilizaron ratas mantenidas en el animalario de la Universidad de Yate, {Charles
River Farms, Wilmingten, JS4). Para el estudio de la apoptosis en la atresia
folicular v en el cucrpo Wteo las ratas provenian del animatario de ta Umiversidad
de La Laguna. Para el estedic del sindrome de ovaries poliquisticos las ratas
provenian del animalano de s Universidad de Harvard (Taconic, Germanlawn,

NY, USA).

Mujeres normales. Se estudiaren tejidas cvaricos de 12 mujeres en edad
reproductiva emre 30 ¥ 48 afos de edad, con ciclas menstruales regularas sin
patologia  endocring, operadas por patplogia ginecalégica benigna en el
Ocparlamenta de Ginecologia y Obstetricia del Yale New Haven Hospital, New
Hawen, Connecticut. Ademas, sc estudid el cuerps Wteg de una mujer con
cmbarazo ectdpice en la semana 97 de geslacign, Antes de la intervencidn las

pacientes dicron el consentimiento informado para |3 participacidn en &1 esludic.
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Mujeras sometidas a induccion de la ovulacion. Se obtuvieron celulas
de la granulssa-luteinicas per aspiracion transvaginal de los foliculos ovaricos de
20 pacientes sometidas a induccion de la owulacion con hMG  {human
menopausal gonadetroping y hCG (human chorionic gonadotroping v fertiizacion
in vitro en gl Departamentlo de Ginecologia y Ubstetricia del Yale New Haven
Hospital, New Haven, Connecticut, FSA. Se estudio tambien una biepsia de un
folicule preovelatorio de una pacients gue se somelic a induccidn de la ovulacion
v recuperacion de ovogilos laparoscopica para ferlilizacion in wvitro, Antes de a
intervencidn  las  pacientes  dieron el consenlimento  infarmada  para  la

paricipacion en el estudic.

Mujeres con sindromae de ovarios poliquisticos, Utihzando e diagnostco
histolagica de las muestras guirirgicas del Departamento de Anatomia Patatgica
del Yale Mew Hawven Hospital, se seleccionaron 7 pacientes con sindrome de
owarios poliguistico. Tres de estas myjeres se someliercn a ristergctomia
abdominal total v doble anexcctomia por un carcingma de endometrio bien o
moderadamente diferenciado. La olras 4 se someticron a reseccidn en cufa
bilateral para cl tratamiento de la infertilidad. Todas presentaban una historia de
hirsulisma, ciclos menstrvales irregulares [oligo-amenorrea), y eslenlidad. Las
caracteristicas chnicas de cslas pacientes estan resumidas en |3 tabla 3. Los
criterios histaldgicos para el diagnoshice de S0P incluyen la presencia de una
capsula auvdrica engrosada con vagos superficiales prominenles, |2 prascncia de
mulliple foliculos quishcos subcapsulares, hiperplasia estromal ¥ luteimzacion.

Como controles para estos experimentos se utilizaron & rujeres normales, de las
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cugles 2 fuergn en fase folicular, 2 en Tase periovulalorra y 2 en fase lotea. Fuestn

que np =e realizaron medidas de LH es imposible solo hisloldgicamente

azlablecer la relacion exacta con la ovulacion {pre o post).

- Paclenie Edad GravideFara Ilistoria

I 25 (FR ) Evsterilindand, 1 Leesulismm

2 > Al Eaterilidad, Thsetsmm, Polor pelvica vranicn

1 &7 (L Esteriludad. [hirsutisimg

4 gy (0 Toster Lodaed, Ao normea, Tirsutisnes

3 ) R Retrase mental, poliposis adenmmictiza de colon.
€ ancinnmd endomotrial Bica daferenciada

0 S K% Lsterilictad, breegulricades mensdroates, Hirsulisme,
apeitemna @ rdometriad mederadaments Ederenciada

T In EX ] Erateerilidie, Trecpuliridade s mensiroal, Hirsabsme,
e neema endoeserial ko e e iado

Tabla 5. Caracteristicas climicas dit k15 pacumies con S0

FARMACOS ¥ PRODUCTOS QUIMICOS:

Angintensina || [MeS-Angictensing 1| sintitica], saralasina [Sart, les, Vald-

angiolensina |l], 3.3 -daminchenzidina, peniciling, estreptomicing, hialurardasa y

albliming serca boving (BSA, lraction V), axra-avidina peraxidaga, solucion no-

enzimatica de disociacion celular se adguitieron de Sigma Chemicals Co., St

Louig, Missoun, DA,
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La rening humana se obluva de U5, Biochamicals, Cleveland, Chic. La
renina de ratén, gque se extrajo de la glandula submaxilar de ratan fue una

donacidn del Or. Chris Deshepper.

Gonadotrapina de yegua prefiada (Pregnant Mare Serum Gonadotropin,
PMSG, Gestyll y la gonadolroping coridnica humana (hCG, Pregmyy se
adquirizron de Organon Pharmaceuticals, West Qrange, New Jersey, USA. La
kermona foliculo estimulante (FSHY v la hormona luteinizante {LH) s& adquineron

de Seromno, Randoiph, Massachusetls, USA.

Las medios de cultivg Ham F-10 y  rminimo (minimal essential rmediuom,
MEM) se obtuvieron de Grand |sland Biclogical Co, {GIBCO), Grand [slang, New

Yark, E| kit Yectastain ABC se comprd a los Vectar Laboratories Inc., Burlingame,

Califarnia.

Los radicinmunoensayes que se utilizaron para medir los esleroides fueran
hMaia Estradiol ['™] Kit, Maia Progesterone [“1] Kit ¥ Maia Testosteronel ["1] Ki

Je Serono [Randolph, Massachusetts),

La deaxinucleotidil transferasa terminal s2 obtevo de la USE (Cleveland,
Chiay, El deoxiundintrifosfate bistinlade  (dUTP) se obtuvo de Clontech (Palo
Alte. California, USA). La DNasa | se obtuyo de Boehringer-hannheim

Biochermcals (Indianapelis, Indiana, USAL

Los demas productos guimicos ulilizados, de emplec habitual en el
laboratorio, adquitieran de Fisher Scientilic Chemical Corparation (Far Lawn, New

Jersay).

27



MATERIALES ¥ M- 0TIS

ANTISUEROS

Los anticuarpos wlilizados en los experimentos de inmunohistoquimica se
obtuvieron de varias fugntes. El antisuera de conejo contra la renina huomana fue
una donacitn del Dr. Victor Dzau, Brigham and Women's Hosplal Boston,
Massachuselts. Las antisueros de congje contra la renina de la glandula
submasxilar de ratén {indrcados con las siglas LAR y TADY), fucron una donacion
del Dr. Chris Deshepper, Universily of Califprnia, San Francisco. Lag antisueros
de conejo conlra la angiolensina |l fuersn denados respectivamenta per of Dr. A

Magro-Vilar {antisuaro NV y por ¢l Dr, D. Ganten (antisuero DE).

IMSTRLUMENTOS:

Ademds del material de uso cormin en laboratorio 58 uliizaron los
siguientes: Tubos de ensayo Vacutainer y placas Multiwell TM para cultives de
tejide de Bectan-Dickinson, Rutherford, New Jersey. Tubos estérilas de Corning

Glagss Works, Corning, New York,

Se utilizaron tambign una centrifuga RTECO0D, Sorvall (Newten, Cannacticut)

v uno estereomicroscopio VWILD {Heerbrugg, Switzerland).

FROGRAMAS ESTADHSTICOHS

El software Slats Plus {Human Systems Dinarmics, Nonhridge, Calfornia) y
gl saftware Statworks (Data Metrcs, Inc.. Philadelphia, Pennsylvania) se

utilizaron &n un PC.
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METODS

INMUNOHISTOQLHMICA,

Proceasamienta y saccion de los tejides. Log telidos da ratdn y humanos
ulilizados para los  experimentos  de  inmunohistoquimica  se  fijaron
inmediatamente después de su obtencidén en paraformaldeido al 4% durante &-24
haras a 49, se deshidralarch v se incluyeron en parafina. Se obfuviergn cortes
de 4 1 gue se montaron n portas tratados con poli-L-lisina y se pusieron en un
hormo a 608G durante 30 mingtos. Los corles se desparafiharon en xileno y
rehidrataron en soluciones de alcohol progresivas. Des cortes de cada bloque se

procesaran con hematoxilina-eosina para el estudio stolégico.

Anticuerpos utilizados. Los antisueros de congjo cantra la Angll, DE y
WY, ya {uercn descritps previamente (Brownfield et al, 1383). Son altamenle
especificos, pero tienen reaccion cruzada completa ¢on la Anglll (des-asp
angiotensin |1}, El anticuerpo MY se utibizd a una dilugién entre 1:1000 v 1:2000;
el anticuerpo DE se utilizd a una dilugidn entre 1:700 y 1:800. Empleamos dos
anficuerpas de coneja cenira la regnina: un anticuerpa contra [a renina humana,
que se utilizd a una concentracion de 1:10.000 (donacion del Or. DEzau); y un
anticuerpo contra la renina de la glandula submaxilar de raton, ulilizade a una
dilucian entre ;500 y 11000 {donacién del Tr. Chris Deshepper). MNa asta
documentado si estos anticuerpos pueden diferenciar entre 2 renina activa y 1a
grorening, Cuando se ullizarcen en nAdn de ratén ¥ humano con el metodo de la
avidina-biolina—peroxidasa, todos los anticuerpos tiferon exclusivamente las

sélulas yuxtaglomerulares {Figura 4.) y ta tincion desaparecia con la preabsorcin
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Figura 4. Ritoo humano. Obséevese kipositividad  seloetiva del
aparate yuxtuplomenalar con un anticuerp antifeening CRUTAETHELT
TAD 1100,

de los anticuerpos con el anligeno especifica conlra &1 Cual habian sido

obtenidos.

Tincién inmunohistegquimica. Para la tingién inmunchistoquimnica se utilizd
el protocolo de Hsu y colaboradores, segon el metodo de la avidina-biotina-
peroxidasa, ublizando el kit comercial Vectastain ABC v la digminobenzidina como
subslrato de |3 peroxidasa (Hsu et al, 1981). La actividad de 12 percxidasa
endfgena se blogued con perdxido de hidrogeno al .3% en metanal durante 30
minulos, Tras lavado en lampdn PBS con 1% BSA durante 30 minutos e
incubacidn durante 30 minutos con suera normal de cabra al 20% para reducir f

fondo no especifico, las muestras fueron incubadas durante 16 horas 3 47 con
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log anticuerpos primarios. Tras lavade en PBS. se realizo una incubacion de 30
rrinutos can 196G biotiniladas de conelo y despues olra incubacion con el complejo
avidina-horseradish peroxidasa bwotimlada, Tras el lavado, Yas moeslras se
incubaron durapte 5 minutes con diamingbenziding al 0.1% en PBS con peroxido
e hidrageno al .03%. A continuacién, los portas se lavaron en PBS, coloraran

con hematoxilina, deshidrataron en alcohol, limpiaron en xileno, y se mantaron.

Controles. Para confirmar  la  especificidad  de  la  coloragion
inmunohistoquimica los siguientes sueros de contral se substituyeron por €l
anticuerpo primano, suero de coneje normal, anlicuerpe anti-Angll pre-absorbido
con Angll, anlicuerpo anti-renind humana preabsarbide con renina humana
purificada y anticuerpo anti-renina de ratén preadsorbide  con renina humana,
Todas las preincubaciones s higieron con un exceso del respectivo anligeno

durante 24 noras a 4° C en presencia de albumina humana al 0.1%.

Seleccion y preparacion de los telidos para los experimantos de
inmunchistoquimica en la rata. Se estudiaron 4 grypos de ratas, En el primer
grupo de 10 ratas inmaduras, 5 recibieron 10 Ul de PMSG 5.0 con 25 dias de
edad {p25) v 2 U de hCG s.c 48 horas despuss (p27), y ofras 5 ratas recibieran
4 Ul de PMSG v 1.2 Ul de hCG a las 4B horas. Para asegurar la formacion de
cuerpos Witens funcipnales (pseudoembarazo), 12-14 horas después de la
adritimigtracion de hCG se praclicd también una esbmulacidn cenacal con un
cilindro de cristal. En el sequndo grupo de 10 ratas inmaduras, 5 recibieron 10 Ul
de PMSG s.¢ ¥ 5 recibrieron 4 LW con 25 dias de edad (p23). Todas las ratas de
eslos dus primeros grupos fueron sacrificadas 12 dias despueés de I3

administracién de PMSS (p37) vy los ovarios se extrajeron y fijaron como se
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describig anteriormente, El tercer grupo de 5 ratas inmaduras no recibid mingun
tratamiento; estas ratas lueron sacrificadas con 25 dias de edad (p 25). En &l
cuarta grupo & incluyercn ratas adultas con giclos regulares en las cuales e
rezlizd estimulacion cervical la mahana del esho, para inducir un estado de
pseudoembarazo. Loz ovarios sa obluvieron 10 dias después de fa eshmulacion
cervical. El estado de pseudoembarazo se comprobs mediante clalogia vaginal,
qua muestra células epiteliales y kucocios. El rifdn de [as ratas inmaduras y
adultas se ulilizd comao control positivo para los anticuerpes anti-angiotensina |l
Como ulterior control se utilizd [a eminencia media de dos ratas aduitas tras

perlusién intracardiaca con solucion de Bouin.

ESTUMO DEL EFECTO DE LA ANGIOTENSINA 11 SOBRE LA
PRODUCCION DE HORMONAS ESTEROIDEAS POR CELULAS DE
LA GRANULOSA-LUTEINICA HUMANAS EN CULTIVO.

Aislamiento de las células. Las células de la granulosa se astaton coma
descritieran Polan v colaboradares de 8 pacientes sometidas a fertilizacion in
vitro en el Departamento de Ginecologia y Obstetricia de! Yale Mew Haven
Hospital {Palan at al, 1984) El desarrollo folicular se indujo con hMGHCG
{Laufer =t al., 1883), Todos los foliculos ovdncos visibles se aspiraron por via
transvaginal, bajo visuahzacion ecagrafica. Tras centrifugacion y aislamiento de
los ovocilos, < fluido folicutar se centrifugd a 1000 % g durante 15 minutos.
Decantado el Nuido folicular, las células de 3 granulosa obtenidas de lodos los
loliculos que contenian ovocitos de cada pacienle se unilicaron. A centinuacian,

tas celulas se lavarch dos veces en 2 mbk de Harm F-10 con B3A al 1% y =8
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centrilugaran a 1500 »x g duranme 10 minutos. Sucesivamente, las celulas se
astratificaron sobre columnas de percoll (90%, 5 ml) ¥ se centrifugaren a 500 x g
dutante 30 minutes para separar los globulos rojos. Esta preparacion purificada
de células de la granulosa-luteinicas se aspird de la interfaces percaolkirquido. s
lave v resuspendtd en Ham F-10. Las cgélulas se contaron ¢on hemocilormetro: |a

vitalidad celular se determind mediante coloracion vital con trypan Blu.

Cultivos celulares. Las celulas se mantuvieron en cultivnr durante 24 horas
a A7'C, a una densidad de 50,000 células por pocillo {well}, en replicas de 3 o0 4
en 1 ml de Ham-F-10 con 1% BSA en una almdsfera da 5% COZ - B5% are. Las
células se eslimularon con dosis progresivas de Ang )l desde 107 hasta 107 en
presencia y ausencia de una concentracion de 107° de saratasina. Parte de las
celulas se ingubaron con dosis progresivas de saralasing, desde 107" hasta 10"
Al final de las 74 horas de cultivo, &l medio de cultive de cada pocillo se aspird ¥

conseryd a manos 2000 hasta el momento do las mediciones hormanales,

Radipinmunecensayos {RIA). El medioc de cultive abtenido de cada pocillo
ge analizé en duplicado mediante RIA para la medicidn de progestarana,

testosterona y estradiol,

La progesterona se migio wilizando el kit comercial Maia Progesterone 1]

{Serono Diagnostics, Norwell, MA). Se hizo an cada ensayo una curva estandar
completa, gue se compard con las atras. La sensiblidad del método es 0.08
ng/mg, y los ¢peficientes de vanacién intra- y intar-ensayo fueron 11% y £.4%
respectivamente. B! antisuerp tiene una reactividad cruzada de lo 0.05% con fa

17-hidroxi-progeslerona y del 9.14% con |a testosterona.
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Para medr la testosterona se empled el kit comercial Testosterone ['71]
{Sercno Diagnaostics, Morwell, MA), repitisnde en cada ensayo una curva estandar
compteta. La sensibiidad del método es (.04 ngimg, y los coeficientes de
vanacian intra- y imter-ensayo fueron 9% v §.7%, respastivarmente. La reactrvidad

cruzada con la dihidrotestosterana 25 del 22.5%.

El 17 bela-estradicl & midid mediante el ket comercial Maia Estradiol
['**I][Serone Diagnostics. Norwel, MAL utilizando en cada ensayo una curva
estandar completa, que se compard con 1as ofras. La sensibilidad de! meétodo es
1.8 pg/ml y los coeficientas de yariacian intra- e inler-ansayo fuergn 4.2% y 7.6%
respectivamenta. El antisuero tieme uha reactividad cruzada del 0.4% con &l

eslricl, mientras la reactividad cruzada con otras estercides es inferior al 0.007%..

Analisiz astadfstico, Los resultados =2 expréasan como madia masimonons
desvizcion estandar. El elecio de los distintes ratamigntos sobre la secrecion
ecteroidea 2o valord mediante analisis de [a varianza de 3 vias, €l test de Dunnatt

y el test de Neurhan-Keuls.

ESTUDIO DEL EFECTO DE LA ANGIOTENSINA [1 SOBRE LA
OVULACION ¥ LA MADURACION DE LOS OVOCITOS.

Al BLOGUED FARMACOLOGICO DE LA OVULACION MEDIANTE

SARALASINA INTRAPERITOMEAL .

Para gstos experimentos ulilizamos ratas inmaduras (25 dias) traladas con
10 mg de PM5G s para inducir el desarrolle folicular; 48 horas despues se

administré hCG para inducir la ovulacion, A varios intervalos de la adminstracion
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de la hCG {1 hora anles ¢ 1, 3 & 5 horas despues} se adminislrarcn inyecciones
intraperitoneales de Saralasing, 100 pl de una solucion 1 mhi. Como control 5e
utilizaren ratas tratadas con 100 Wl de solugidn saling. Un tercer grupo de ratas
recibieron 2! mismo tiemps saralasing y angiotensina N, 2 igual concentracion y
wolumen. Todas las ratas fueron sacrilicadas 17-20 horas despues Jde la
adrmnistracion da hGG. Se extirparon los ovarios ¥ trompas y observaron al
micrascopio. En la fase inmediatamente preovulatoria. la ampolla de Ja {rompa de
Falopio ¢n la rata es claramenle visible. Al puncicnar con un aguja lina dicha
ampolla, los ovocitos pegajosos salen, generalments 1odos juntes, al medic de
cullive, Lag ovorcitos contenidos en la ampella lubarica se transfirieron a pocillos
que contienen HamF-19 y higuronidasa (100ugfml) para facilitar Iz dispersidn de

las células del cumutus v 58 contaran a los 10 minutos.

By, BLOQUED FARMACOLOGICO DE LA MADURACION FOLICULAR.

Para el estudio de la maduracidn folcular se utilizaren dos modalos, uno "It

viva"y olrg n wilre®

Parz los expermentos “fn wive" las ratas inmaduras se estimularon oom
PMS3G ¢ hCG como para el estudio de |a ovulacién. Una hora dospues de la
administraciin de hCG se administra ena inyeccion intraperilgneal de saralasina,
100 ul de una solucidn 1 uM 6 1 mM. Ocho horas despues de la inyeccion de
R =e sacrficaron todas las ratas, se extirparan 105 avarios, se observaron en
un eslerepmicroscopio v se liberarcn de la grasa y de la bolsa ovarica {una bolsa
de tejido conectiva que raviste el ovaric de 1a rata). Se pudieron asi exponer y
visyalizar los {oliculos pregvulatonas, gque se puncianaran para gue salieran los
ovocitos. lnmediatamentz los ovocilos se observaron al microscopio para valorar
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la presencia de degradacion de la vesicula germinal [{GVBL, gemiinal vesicle

breakdawn} coma indice de maduracion.

Fara los experimentas in viftro, se ulilizaren ratas mmadueras \ratadas can
PIMSG {10 mg s.c.} para inducir el desarrolle folicular. Las ralas se sacnlicaron
48 horas después. se extirparon los cvanos y se aslaron los foliculos, que se
pusieron en cullive en 250wl de MEM con 1% glutamina. Los foliculss se
intubaron duranle 5 horas a 379C en presencia de los siguientes tratamientos:

1. HGCG 20 Ulimi

2. HCG 20 Uiimil y Saralasina 10nh, 10H M o 1 phd

1. HCG 20 VIrml, Saralasing 10y Angll 10 nhd, 100 nkd, 1 ubd g 10 M,

4. Seincluyd lambién un grupo control sio ralamiento.

C1. AMALISIS ESTADISTICO.

Los resultados se analizaron medianta ANOVA 3 wvias ¥ lest de

comparacion maltiple de Duncan.

ESTUDIO DE LA APOPTOSIS EN LA ATRESLIA FOLICUTLAR EN
VARION ESTADIORN FUNCIONALES

Ay DETECCION "IN SITLM DE LA APOPTOS(S.

Seleccitn de los tajidos y preparacidn para los experimentos in situ. Se

obtuvieron ovarins de vanos grupos de ratas:

1 - Ratas inmaduras de 26 dias {n=5]

de
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9 . Rataz de 26 dias traladas con 10 Ul de FMSG v sacriicadas 48 horas

después de la adminisiracidn de PMaG (n=2),

3.- Ralas de 26 dias eslimuladas con 10U de FM3G y sacrficadas o dias

después de la administracion de PMSG (n=2];

4.- Ralas adultas de 60 dias con ciclos regulares valoradas mediante
citolagia vaginal, sacrificades en cada fase del ciclo estral {n=3, 2 ratas

por cada dia del cicla).

Log owarins se fAjaron gn parafolmaldemde al 4%, deshidrataren e
incluyeron en paralina. Se wotilizaron corles seriados de 4-6 pm montadas en
portachielos gelatinizados v puesios en horno a E60FC durante 30 minulos, Las
mueslras se desparafinaron en xileno y rehidrataron en alooholes seriados. Des
cortes de cada ovario $e coloraran con hemataxilina-aosing para |1a identiRcacién

histaiogica de [os comparlimentos ovancos.

Criterios histoldglees de atresia. Les foliculos atrésicos se reconocieron
por vanas caracteristicas histologicas: distorsion, picnass y reduccion (Thinning)

del esirate de células de la granulosa con cierte grade de hiperrofta de la teca,

Técnica “in site”. El método de deteccion i sie de 1@ apoptosis, descrito
por Gavrieli y ools, consiste en Una reaccion enzimatica y colorimetrica que se
realiza directamente sobre los cortes histologicos, para identificar tos nicleos de
las células apoptdlicas cuyo DMA esld corlado en fragmenlos (Gavrieli et al,
18942}, Las secciones se incubaron con proteimasa K (20ugmb} durante 15
minulos @ temperalura ambiente para exponer |05 lerminales 3'-Mydroxi (3-0H)

de DMA, se favargn en agua bidestilada y se tralaren con Ha0O5 al 2% &n methanol

ar



MATEREALES Y ME HITHE

duranle 20 minutes para bloguear 3 actividad de fa peroxidasa endogena. A
continuacion, 10z cortes se preincubarcn con solucion lampen [tampon TdT}
durante 5 minutos antes de la Incubacisan con desoxinucleolida biotindadae {Biolin-
dUTP, 20uM) y descxinucteatidil-transferasa (TdT 0.3 euul) en tampon TdT
durante 1 hara a 37%C en una camara humidificada. Para bloguear la raaccion,
log cofes se pusierch en tampdn cilrato sodico ($5C) durante 15 minutos a
termperatura ambiente. Tras lavado durante 10 minutos & lemperatura ambiantes
en PBS con BSA al 2% vy Jdespués con PBE durante S minutns a temperatura
ambiente, las muestras se incubarcen con extra-avidina-peroxidasa (1:30) duranta
30 minutos 3 37°C. Las mueslas se lavaron de nuewvo en PBS y despues se
incubaron en una solucién de 3.3-diaminobenzidina (0.1% in PB3) y 0.002%
H-{3, durante 2-3 minulos. Se lavaron en aqua corfighte, se deshidratarcn en

soluciones de alcahol seriadas, se aclararon ¢on sileno y se montaran,

Cantrales. Se incluyercn controles posilivos  y negativos en cada
experimento. Los controles positivos se obtuvieron pre-tratanda los tejidos con
DMasa | {1-8 pg/ml) en tampon DMNasa durante 10 minutes antes de la reaccitn
de a2 TdT. Comao controles negativos se realizaron incubaciones omiticndo o el

enzima TdT o el substrato, dUTP Biotinlado,

£, EXTRACGIOM Y ANALISIS DEL DNA OBTENIDO DE CELULAS DE LA

GRANULOSA PURIFICADAS DE OVARIOS OE BATAS INMADURAS

Selaccion de las ratas y preparacion de las células de la granuloza.
Para estos experimentos se ulilizaron 30 ratas de 25 dias, como descrlo por

Anderson y coautores (Andersan et al, 1988; Yeh et al, 18593). Los animales s&
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sacrificaron can ©O2 v los ovarios s extrajeron rapidamente y se pusieron en
media de cultive MeCaoy's en higlo. Los ovarios se puncignanon aproximadamentie
a0 vaces con agujas de inseclo estériles #00 y se pusieron en una solucidn ng
enzimatica de discciacidn celular a 37°C durante 10 minulos ¥y despuss se
incubaron &n una solucion de sacarcsa hiperlonica en medio Mooy a
temperalrura ambients durante 5 minulos. Para recolectar las ceélulas de |a
granulosa los ovarios se pusieron &n un fubo de polipropilenn de 15 ml en 1 ml de
medio de cullive MoCoy con gentamicing y BSA al 1%. Los ovarios se prensaron
sugvermente con un piston de weflon v filtraron a traves de una malla di nilon de
S0um. A corinuacion, las celulas se centrifugaron a 4°C a 1000-1500 rpm (200
504 x g} durante 3-4 minulos v €l pellet se resuspendic en & m| de medio McCoy.
las cilulas se contaron y 13 viabildad se determing medianle la lEcnica de
exclusian can trypan blue. La suspansidn celular se centrifugd nuevarmente a 4°C,
el pellet se lavd en PES, s& congeld en nilrdgens liquide y se conservd a —70FC
hazla el moemento de |la extraccion de ODNA, El randimiento fue de 22 millones de

células procedentes de 30 ralas, con una viabihdad del 36%.

Extraccidn y analisis del DMA El pellet da ceélulas de la granulesa se
resuspendio en 30 pl de PBE en hielo, se anadigron 350 pl de ioduro de sodia 6M
y se mezclaron susvermente con la suspension de celulas, Despues de una
extraccion con fencl y cloroformo, el DNA se incubd con RMasa A hbre de Dnasa
{i0pgiml) durante 30 minutes a 37°C. Se repitio 13 extragcion con fencl y el DMA
sa precipitd con elanol y resuspendic en tampen TRIS-EDTA, La concentracian

se determind medianle cspectrofotometria a 260 y 250 nm.
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El DMNA se analizé mediante gel de agarosa al 1.5% con bromurd de etidia,
cargando de 10 a 30 pg de DNA. Como marcador de peso molecular se ulibzo

una ladder de 100bp,

ESTUDIO DE LA APOPTOSIS DURANTE LA FORMACION Y
REGRESION DEL CUERFO LUTEQ,

Praparacitn de ratas superovuladas. Para el estudic del cuerpo lUteg se
eligio el modela de |a rata superovulada. Ratas inmaduras de 23 dias recibieron
50 1 de PMSG y 56 horas despuas 25 IW de HCG para inducir la formacian de
cuerpos lileos muoltiples. Las ratas, 4 en cada grupo, se sacrhcaron en dias
alternos desdc el dia 0 al dia 17 de fratamiente. Los ovarios =ze extirparcn,
impiaren y congelaron en nitrdgena liguido ¥ conservaron a —7PC hasta el

momenlo del analisis.

Extraccion y andlisis del DNA. Para la extraccion del DMA se utihzaron 2
mitados. La principal diferencia entre Ins dos métodos esta en fla composician del
tampin de extraccian: para imhibir las DNasas el metado 1 utiliza 100m EDTA v
gl melodo 2 ulifiza Locianato de guanidina 4M; el método 1 utiliza RMasa en el
tampan de exiraccion, mientras el método 2 eliming el RNA e un pasa SUCesive,
En ambos casos &) lelido congslado se pulverizo en nilrdgeno liquide. El tejido
pulverizado se afadio lentamente a 10 volimenas de tampdn de extraccion an un
recipienie. Cuando todo el rmaterial paso a Ia solucidn, esta se ranshred a un tubg

de centrifuga de 50 ml.
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Método 1. Después de una incubacion de una hora a 37°C, se anadic
proteinasa ¥ (100pg/ml) y la selucion & incubo a 50°C durante 3 heoras. A
eontinuacion, se realiza una extraccion can fenol y clorofomme v una pregipitacion

con elanol, Bl precipitads de DNA se diluyd en tampan TE.

Métndo 2. Se realizd uma exdraccion con fenol y clorafermo. A continuacion
se siadio un volumen de clorare de lilio 5k v i3 solucidn s incuba durante 1 hora
en hislo, Esla paso ef necezario para precipitar &l RMNA. Despues de una
centrifugacian a 10,000 rp.m. a 4°C durante 10-15 minutos, el sobrenatante se
kansfiid @ otro tuba. El DNA se precipitd con etanol y resuspendid en lampon

TE.

Para determinar la concentracion v la pureza de la muesira s& midid la
abzorbancia a 260 y 280 nm en ambos casos. Después de la lectura
espectrofolométrica, el DMNA se separd mediante electroforesis en gel de agarosa

al 2% con bramuro de elidio cargando 30 pg de cada muesira.

ESTUTMO DE LA APOPTOS1S EN UN MODELO DE O¥aARIO
POLIQUISTICO DE RATA.

Ratas de 26 dias (p26y recibieron diariamente por wia subgutanga con
dehidroepiandrosterona (Bmg/100g peso corpdres] en 0.2 ml de aceie de
sbzamo durante 10 o 28 dias. comao habia sido descrito previamente (Roy et al,
1962 Ward et al, 1978; Lee ot al, 1891). Digz ratas fueron sacrificadas el decimo
dia (p%) y 10 al dia 28 de tratamiento (p53} Los controles (4 en cada qrupo)

recibigran 0.7 m) de aceite de sésamo durante ef mismo periodo de tiempa. Los
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ovarios & exiraigron, se fjaron inmediatamente en parafolmaldeida al 4% v se
incluyeron gn parafina. Se obiluvieron cores de 4 wm, gue se montaron n
poraobjctos gelatinizados ¥ se pusigron €n un harno a B0° C. A continuacion, 103
cores Se procesarch con una técnica jn situ. como se ha descrito en la Sencidn

antaricr.

CRITERIOS PARA LA VALORACION DE LOS QUISTES Y DE LOS FOLICULOS

ATRESICOS.

Los gquistes se clasihicaron en pequenos, medanes y grandes. Los foliculos
atrésicos se clasificaron en preanirales y antrales, idénticos eslus altimos a los
quistes peguefos. Como tamano, los quistes pequefos lienan un diamelro
infarior @ 300 wn, los quistes medianos miden entre 300 ume y 750 um, y |0s
quisles grandes son mayores de 750 um v puaden llegar a un diametro de 1 mim,
siendo vigibles macroscopicamente. Los ovarios fueron valorados al micrascopio
aplico para la presencia de nlcleas apoptdticos en los foliculos atrésicos y en los

quistes de odos los tamanos.
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SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA OVARICO

LOCALIZACION INMUNOHISTOQUIMICA DE T.A RENINA Y 1M
LA ANGIOTENSINA TI FN OVARIOS DE RATA,

Se estudiaron un Wal de 30 ratas. Tadas las ratas tratadas  con
PMSGICGestimulacion cervical contenian de 5 a 10 cuerpos Hieos vy
numerssos felicules en varios estadios, asi come [as ratas adultas qua recibieron
eslimulacion cervigal, Las células |uleinicas presentaron una tincion intensa,

granular, para la angictensing Il (Figura 5y &) y la renina,

Figura 5 Owario de rata ismadure estimulada con FRSGARCG
tingitm  inonunohistoquimicie con  antisuers  soti-aogetenses
Crhservese Bointensa tinerdn e tas colalos lereioieas ¥ o neeatyidag
e Lo cé ks do By gesnaloss. CAntisaene DE, Lrsie.
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Figura 6. Detalle 3 meyoe aumento del mismo ovanie de rata inoadura
mesteado i I figur 3. Obséreese no solo la intensa tngidn doe Fs
célulos Tuleincas, =ano tambign la tincion de las célulies Lecales.
{Antsuern DE, 15RO

La mayoria de las células |uteimizas eran positivas, pero <on imlensidad
variable de célula a célula. Se obsarvd también positividad en algunas de las
células estromales y tecales alrededor de los cuerpos |uteos y de los foliculos
{Figura §). Las células de la granulosa de los foliculos preartrales v antrales
fueron consistentemente negativas, lante para la renina, como para la Anghl.
Cbsérvese, por gjempla, en la figura 7 un faliculo preevudlatorio de una rala
walada con PMSGCG, ullizande un ansituero anbererming (TAD, 1:1000}, se
ohiuve una inlensa reaccidn inmunohistoquimica a nivel de las celulas eslromales
y lecales, migntras |as células de la granulosa permaneciancn negativas. Mo se

ohsarvd diferengia entre las das dosis de PMSG/ACG whilizadas.
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Figura 7. Chetren du mata inmadura estimulada con PMSCEHOG: Lieion
inmunohistequimica con antisuero ant-reniod. Obsérvese la s
pusilividad de L células extromales ¥ tecales ¥ 12 negatividoul de las
celulas de la pranoloesa. | Amisuere TAD, 1:10040]

Los ovarios de ratas inmadura tratadas sofo cen PMSG conlenian foliculoes
en varios estadios y generalmente ningin cuerpe oles Mo hubo tincion de |as
celulas de la granulosa, Goma en ias ralas con pseudoembarazo. Se obseryo
positividad de algunas células tecales y estromales situadas alradedor de Jos
grandes foliculos antrales. Las ralas inmaduras no comtenian ni foliculos

activados m clerpos lUleos y eran totalmente negativas.
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LOCALIZACION INMUNOHISTOQUIMICA DE LA RENTNA ¥ DE
LA ANGIOTESSINA 1T EN OVARIOS HUMANOS NORMALES ¥

BAJO ESTIMULO GONADOTROPINICO.

Al OVARIOS DE MUJERES CON CICLOS MENSTRUALES REGLUILARES.

Faliculos: Las células tecales de toddos los folicelos en fase de desarrollo
mostraron inlensa tincidn granutar para ambos antigenos: la renina ¥y la
angiotensina Il (Figuras 8-10). Las células de la granuwiosa fueron negativas en |a
mayoria de lps foliculos, con dos excepcinnes  los  grandes  foliculos

preovilaterios [Figuras 11y 129 y los folisulos atrésicos {Figura 13},

- ;E',ﬁ;.""{;,-@%; T, % e o ,- X -
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Frpara 8. Foliculo de ovano lmmane duranie Ja fase folicular mecha:
tincion imminehistoguimica de les celulas tecales con antisuere ani-
Tenina. {Anlisuces TAD, 1;HHHE
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Fusora % Folicwo de ovario haomans dueame Ja fase taliealar medi:
tinoion inmunshistogeintica de lws eclulus ecales com antisnere anli-
anglotensi 1. {Anisucre 1K, L:&00}.

Figpara L EFmismo fobiculo, o mayar awrene i,
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o foase

1ocde las edlulas de

duednee

ovarie  humae
imcion  inoulobestogL

Lhe

Fodicwlo

imic

£ Q0T Antiscera anti-tening, [Antiswenn TATY 110003

atoTiEL:

rrioyul

wrulillo

ante L Grse periovulausrio:

tincwin  inovwnohistequimden e las celules de la pronuloss con

gura 12, Falicale de avirie bamans der
antisierd antisAngll  (Antsuero THE [0
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Fupara 13, loliculo  wirésiea  de  ovano  humsna: uneion
inmunobistkuinica de las eélalas de Lo weanulosa ¢on antisuers anls-
angiotensina 1. {Antisuere DE, L1700

.-.. - d - L w“' . - . = *‘ N . . . ‘

S WINEC S AR A= gyl > ET e
w1 e N v . w7 T —— - . Ll
Fipora 140 Estrema de ovare humana:  anlensa  6nsion

ipemahisteyuimica de un prapo de eclulas hilares perineurales con

antisnero anti-aogrodensing 1, {Antisuene DE, Y:EQD 3
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Estroma: Las célilas  estromales  tambien  mostraban intensa
inmunopositivdad. En un caso fue posible identilicar claraments celulas hilares
perineurales y perivasculares especificamente positivas para la renina v la Angll

(Figura 14}

Corpora lutea: Los corpora lutea presentaban intensa tincion de tanto de las
grandes como de las pequenas celulas luteinicas (Figuras 15 y 16}, La tincian de
cofles contiguos con los anlicuampos especificos muesia que la renina y 13 Angll

=e localizan en fas mismas cElulas.

Vacos: Las artetias de medio calibre fueron consistentements positivas para
la Angll, se tiferen 18 muscularis y el endotetio (Figura 17). Esta posilividad na se

abservd con l0s anticueTpes anti-rening.

En todos los casos (3 postividad desaparecid con la preabsorpcion de Ios

anticuerpos con el anligeno especifico.
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Figuea 15, A) Cuerpo lites  memstrual: inecnsa  lingwin
mspohistagquirici <R Anlisuere anl-reniad.  (ADLTsenD
1A R B) El masmeo custpe Wilen o sasor aumente,
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Fiourz 6. A) Cuema l0tea mestousl: inleesa Hncion iomunghis-
toguinwes om amisuern anti-Angil, (Ankisnens DT 1EOO) By
{1 B0 ST led A Fody et autnento.
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By, CUERPO LUTEQ GRAVIDICO.

Todas las celutas luteinicas, grandes y pequenas, sg tineron positivamente

para |3 renina y la angiotensina. La lincién no fug uniforme, sino de inlensidad

variable de célula a celula {Figuras 17 y 183

Fipura 17 Coerpee l0leo pravidice:  antensa Hneson
inmunehistaguimica con antisieso anli-Angll. Ohsérvese et o810
casa 1o posiividad de fos vasos. (Antnsaere BT LdHR.
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"+' 2

]‘lguru 1%, Cuerpo linen gravidico: miensi neidn Bununohistoguimica
com antisters ant-renioa. (Antiswero 1AL 110000

Ch BIOPSIA

La biopsia del folicula precvulatoro mostrd intansa lncion granular de 1as
células de la granulosa luteinizadas y de las células de la teca interna (Figuras 19
y 20). Se observd tambign bncidn de algunas celulas estromales |ocalizadas

cerca de la eca.

L4



Tizura 19, A) Biopsia de foliculo precvelatona obtenidy por
Vi laparoscdpica  on wea piciente  estimulada con
sonddettopanas para FIVE imtens dinesdn inmunahistoguioics
cor anlisuero ant-anpiotensma 1o 10X, By Lo misema baopeia o
iy avmento; S5 [Antisuera MY 1-L300).
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Figura 2¢0. Riopsia de folicule presvuluorio obtanida par via
laparoseopica de una pactente estimulada con ponadetropines
para FIV, Chséovese |2 inteasa tinciom immunahisteyuimica can
mnrlistern anti-anpiotensina U de las célules de oo pranulosa
Tmemizadis v Jo Jas celulas dy o teca loterna, (Antisuern N
1=Lodbk 100X ).
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LOCALIZACION INVIUNOHISTOQUIMICA DE LA RENINA'Y DE
14 ANGIOTENSINA 11 EN OVARIOS DE MUJERES CON
SINDROME DE OV ARTOS POLIQUISTICOS.

Los foliculos v el estroma de los owarios de tas mujeres con sindrome de
ovarios poliquislicos mostraromn intansa inrmunopositividad para |2 renina y 13
angiotensina 1. En los foliculos, tanto 133 células de la granulosa comao las celulas
\ecales fueron positivas, Esle patron es similar al observado en s foliculos
alrésicos de las mujeres narmales exceptuando gue, mienlras an los OV arns
nofmales conlienen un nomero limitado de foliculns atrésicos positives. en los
ovarioe  poliguisticos e observan  miltiples foliculos  quishicos  que
simultaneamente presentan intensa posilividad para la renina y la angiciensina.
Como observamos anteriornente, en los foliculos  an fase de desarrollo
preantrales y antrales de fos ovanos normales empleados como controles |3

tincien s limita a la capa de células tecales (Figura 21).

Grupns de células estromales en los ovanos poliquisticn  presentaran
inmunopoeitividat para ambos anligenos. Log gvanos paliquislices presentaban
una imagen hisloldgica de un cieno grado de hiperplasia ¥ lulginizacion de las
celulas estromalgs y, consecuentemente, una lnCion estromal mas difusa e

inlensa que los ovarios normales {Figura 22}
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Fiour 21, Ammiba: Ovarie nommal en da fase frliomlae iniciael: tincidn
e Tes cdlalas tecabes con amtisoero anli- angioten=ma 110 Lo eélulis
de li gromuless son nepativas; en L esgoina derecha on alko wma
parcioe del arsme feliculo o mayor aunento. Abaje Cheano de mujer
cown sindrome de ovarios poliquisticos: intensa tincidn de ambos Lpas
celulores,  cranulest ¥ Reca 0O anbisuers  QTL=TCRin
inmunolisteguinnca con anlisuere att-remnd, (G, cflulas de la
prunloza; Tovelulas wecalesh
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Figura 22, Ovatio poliyuislica: imtensa lincién inmunahistoguimica de
un prupe de célalas estiromales hiperplasiess con antisuem ante=nening,
{Aantisteto TAT, 11000
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EFFCTO DE LA ANGII IN ¥ITRO SOBRE LA PRODUCCION DE
HORMONAS ESTERCIDEAS DE PARTE DE CELULAS DE 1A
GRANULOSA-LUTEINICA HIUMANAS,

La figura 23 a-c rmuestra el efecto da la Angll (1070 10"M) sobre Ia
secrecion esteroidea por parte de células de la granulosa-luteimca humanas
aisladas de 3 mujeres sometidas a induccitn de 2 ovulacion para fertilizacedn in
vitra. Tras 24 horas de incubacidn, an presencia de ipdas fas dosis de Angll
slilizadas, las concenlraciones de progesterona. testosterona y estradiol en el
medio de cultivo aumentarcn significativamente en comparacion con (35 celulas
control no tratadas incubadas al mismo tiempo {P<= (105, test de Dunneltt para
comparaciones moltiples), La adicion de saralasing a ura cencantracisn de 107
M al comien2a de la incubacion inhibio el efecto de 1a Angll. El ANGYVA de tres
vigs mostra efectos altamenle significalivos con respecto a la dosis de Angll, la
co-ncubacidn can 12 saralasing y 1a interaccidn entre la dosis de Angll y el

blogueo por la saralasina .

Como se muestra en las figuras 23a y 23k, las concentraciones de
progesterona y testosterana en e medio de cultivo aumgntd en maners
dependiente de la dosis. Las curvas dosis - respuesta fueroh analizadas
utlizando an test de Newman-Keuls. En gl caso de la pregesterona, la saralasina
(10 M) blogued completamente el efecte de la Angll [Fig 23a). En &l caso de F
teslosterona el blogueo causado por 1a saralasing fue incomplelo a las
concentraciones de Angll de 107 v 10°®  (Fig 23b%. En general, la saralasing

mostré escasa capacidad de  suprimir la lesleslercna, especialmentge  si

=M
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comparamos su efacio an los controles sobre 1a testosterana con el efecto sobre
Ia progesterona v el estradiol. En comparactian con las células conlrol incubadas
con medio de cultive en ausencia de tratamienlo, la adician de saralasina sola al
madio de cullivo causs una reduceion significativa de progéesterona y estradiol en
todos los cazos. En el caso de la testesterona, de 3 incubaciones, la testosterona

permanesid inmutada en una y aluments en dos,

Como se muesira en la figura 23, la respuesta del estradiol a la adicion de
Angll fue bifasica. con un pico 2 la concentracidn de 107 M de Angll y un
progresivo decliva con dosis mas elevadas. bas dosis mas bajas de Angll (10 y
10°° M} sumentaron ia concentracion de estradiol. Desde 107 M a 107 M la
concentracion de estradiel en el medio de cultivo meoslro una disminucion en
manera dependiente de la dosis; pero, hasla a la concentragion de 107 M de
Angll 1a concentracion de estradiol en el medio de cultive era guperior a la da las
celuins control. El medio de cultiva de las células de la granulosa-luteinica
incubadas en presencia de Angll y saralasina conlenian menos estradiol que las
células Iratadas con angictensing solo, pero la infibicién por parte de la

saralasina na fua complata,
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[l #ngu + Sarslasing

Pragosterona (nglmi)
[

il
b 1 : 3 L] 5

Dosis de anglatansina Nl

B Anon
[l Arghs Saralasing

b}

Testastarona ng'ml

1 [ 1 3 4 5
Oosls de angiclansina Il

B Angl
W Angl + Saralzsina

Estradiol [pog/mil)

in 1 : L 4 )
Dosls de anglobensina Il

Ficura 22 Efecto de distintas dosis de Angiotensing 11 sabme b voncentricion e
progesterona, testostorona v estiadicl enoel medic de gultive oblonide e celalas de la
seanulosa-luteinics hwmanas tras 24 horas de sulivo en presencia o sensis del antponisa
regopiockal sralasioa,
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BLOQUED DE LA OVULACHIN MEDIANTE SARALASINA LN
RATAS INMADURAS ESTIMULADAS CON GONADOTROPINAS,

Los resultados de estos experimentos se muesiran en la tabla 6 El
andlisis de varianza de tres vias mostra un efecto significalive con respecto al
ratamicnte con sarglasina [ F O 17,98, df = 2.48; p < 0.001}. La administracion de
saralasina {100 pl de una solucidn 1 mM) 1 hora antes ¢ 1 0 3 horas después de
la inyeccign de hCG causd una reduccion del S0% del namero de owvocilos
encomirados en la rompa en comparacidn ¢on los contreles (p <003, tabla &)
Los animales que recibieron saralasina & horas despugs de la hCG tambien
liherarcn menos ovocitos respecta a los controles, pero ta difargncia no ego a ser
significativa estadistiicamante. No se obtuvo ningun efecto cuando se administrd

una dosis inferior de saralasina {100 p, 10k 1 hera antes 0 despues de la hCG.

Para valurar mas directamente el papsl de la angiotensing gn 13 ovulacion
se estudiaron des ulleriores grupos de ratas Que recibieron saralasina
intraperiloneal {100 pl , 1mMY 1 & 3 horas despues de |8 hCG e inmediataments
después una inyection intraperitoneal de Angll a la misma dosis y velumen, La
admnistracion andem” de Angll intraperitoneal BHogued complelamente ol efecto
e la saralasina: no se obsend ninguna diferencia entre los contrales y kas ratas

ratadas con saralasina mas Angll {Tabla &},
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Momeénto de la ~ Comtrokes Saralasima ImM | Saralasioa [ mM
administraclin : ' +Angll | M
L P R (o N T LT ARE 15
in 3 fo-i)
_ | T despacs de b RTE ] labi b 13" i+ y it
(=11 n—12] =111
3 hesrars s pters sde L WG L 7= &L Y 54 T
I (n M in-5}
A onncis dleapruds e L hiCr jwk+ 17 LT+ 207
' (=) in-31

Tahla & Nimerno de ovocios presentes on las rompas s adoinisteachon
inlrapreruoneal de 10001 e solucidn fsiologica (ronmalesh, sarkuing o
soralasing - angiatensing 11, Los resihidos estim indicados coma meelia

= dusvieion oxlandar,
n o= nimera de ratas (en cda wna se valoraron anbas teompas)

Tesd de Tuncan: * p=< 005 v t=p =005 oo compiracion con les

comirales.
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BLOQUEN DE LA MADURACION OVOCITARIA MEDIANTE
SARALASINA EN RATAS INMADURAS ESTIMULADAS CON
GONADOTROPINAS,

N WIVO,

Los foliculns precvulatorios se puncionaren 8 horas despues de |a
administracion de hCG para aislar los ovocitos. S comproba la desapancion de
la vesicula germinal {germinal vesicls breakdown, GVBD} como indicader de la
resumpcion de la meiosis. Se observd GVBD an cof B4% de los ovoritos control
la saralasina nduje una reduccian del 20% del proceso de GVED (p < 0.01)

(Tabla 7.

Tratamiznto MNamero de = GVBED-
(L hora después de In BOG) | ovociboa

Sulpgain tismdiew (1060 pl e -
S [ 108 L L kd) T2 35

l Saralosina (TN pl Tmxdp Al Bl

Tabla 7. Bfects e Ja saralasing iptrapeoioned] sobre T maduricidn de bos
wvneilos (VTR * oo 005 respecto o los ovocitos contral.
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In vitro. Los foliculos preovulatorios obtenidos 48 horas despues de la

administracion de PMSG se aislaron ¥ se pusieron en cultivo en presencis de

ht3 ¥ de concenlraciones crecientes de saralasina durante 5 horas. La

saralazing caust una reduceidn dependiente de la dosis de ta GVED inducida par

Ia hCG. Este cfecto fue bloqueado por la presencia de Angll [Tablas 8y 5).

Saralasina. T

Nimeroe e
Tratamicato avatitos examinados % GYBD

Cotroles T T

AT HiL i ml 127 24
RTNIE] 1l (i

sar b 1 s

WLy - T i

Sopibesing, 100 nkd

i+ [d 5| d*

Tabla ¥ Porcentaje de GVBIY phservadu despucs e ineubacion io
vitre de los Jeliculos prenvulatorios oo prescncin de hEG w iy
crecientes de saralasing. * p o (L03 respeelo o los feliculos incubadeos

con 0 sola

B0
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Tratamieoio SNumera de avocitod %0 GYBD
) examinados
Cralroles 7l T
T 20 L 1ml 127 124
heCr ~
miar ka1 pdd 111 514
hi'Cr v maralisii, T
+ Anpll Idnid il a7
RUC P Nordwsinan, Tpdd
= Angll HH & M1 ut
hECr - Saralasing, Lphl
Al | op ta} at &=
CCr =+ maralisinan, Uk
i Dt

cAngll 181 pM

Tabla 9 Parcemaje e GVED obsernoade despmgs e
incttbacion i vitee e los faliceles precvolvenos oo
presencta de httd [20007mi) v saralasima [Tph) e
prosencit ¥ omasencia e dosis crecwentes de Angll,

= p A v T

inenbatlos coen WCCE =0l

o NS respecie s Foaliculos
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APOPTOSIS

LA  APOPTOSIS COMO MECANISMO DE LA ATRESIA
FOLICULAR EN LA RATA.

El DMA extraido de las células de la granulosa de ratas inmaduras ¥
analizads mediante electroforesis en gel de agarosa, wmueslra la lipica
degradacion en escalera, indicando |2 presencia de células apoptiticas (Figura

24,

Fipura 24, Andlisis ded D34 satal celular obtenide de las
cilulas de la pravwlosa de evacios e mala mmatduea (B)
mudiamke cleciraforesis enopel deoagatosy ol 1L5% con
bromura e ciilio Se wtiliaoron 14 e de DNA Lo
columia A cepresenia un marcader de peso molecwlar
(100 o Tadden ).
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Fipura 2% Tircion de los folicwlos alecsices a1 deoun
weania de rate inmadura. A 1a derecha, destaca une foliculo
sanay 4 H, que €5 completamente negative. x 100

Los ovarios de ratas inmaduras que se emplearon para la deteccidn de la
apoptosis fn sy, mostraren tincidn Selectiva de los nacleos de los foliculos
atrésicos preantrales y antrales {Figura 25a), confirmando con distinta tecnica que
en |0s ovanes de ralz inmadura hay apoptosis v focalizando este fendmeng en Ios
foliculns atrésicos, & diferencia de los folicuios atrésicos, los foliculos en fase de
desarrollo, preantrales y anltrales, fueron siempre negativos para apoptosis
(Figura 25a). Los controles positivos demoslraron &n lodos los casos hncion
uniforme de todos los ndclens (Figura 25b). La omisidn del substrato bigtinilado o

de Ia ToT conllevd consistentemente resultados negativos [ Figura 25c).

(2]
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Figura 258 El mismo ovario de I fipoma X5 Cootral pozitn.
abtemde atadiendo MMNasa. x L0

4

Figura 2% E1 masmo ovariv e Ta figera 253, Conteol
nepalive, abiemeln amitientdo o] eruamit TET. (3 [EK).
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La apoplosis se produce principalmente en las celulas de la granulgsa, perg

algunas células tecales tambign muestran tincion de los auclecs {Figura 26

T a - - . _
- - Ll - .
+ . a TR
- LI T - L] o &
- - " T4 . ' '
a .. " :‘-H Ll T L. - ) *
- T T ft ;
Lt -.'i' ?.I"-L - d_-|,1-.1|.|_I i ,
- L.--:"' 1:.*_. L )
' - * ‘ [ e .
-+ Lo 1 I - b r
- ! . " N
— :‘hﬁ" - e .
- N K
iy 2w T L
at oI » o
- -
.,“‘i. .
L T
+* 1}-\.:" - I"'*.“"«l.- -
r =F r - L, .
# W L v
- -'-'1.'"1 J‘" 1 T
' - -
[ 1 '
4 4 .
i I "

Fieura 26, Detalle de un toliguks aresies de un o e
rata mnawlura, que denmuesin ko tinedn de algunas colulas
tecales sisladas, adends de Lo células de |3 pranules,

Las gvarios de rata estimuladas con PMSG y sacrificadas a las 48 horas
presentan escasos foliculos atrésicos posifivos (Figura 27). Cinco dins despues
de la inyeccion de PMSG, la mayoria de los foliculos conliznen celulas

apoptolicas, compefecto de la deprivacion harmonal {Figura 28}
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Figura 27, Tincedn de un felicule atrésice vo un ovanie estimulado
com PRSG. 4% horas despuds del tratamicnic. X 2HR

Fipura 28, Tmgwdn de on folienle atrésnee on un w and extimulado
cop PMSG, 5 dios después del malamicoto, & 200, Obsérvese la
presencia de nicless postivos oo varios foliculoy AT KT,
adiacentes.
T2
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Los ovarios de ratas adultas tambien muesiran tincidn en los [ohoulos
atrégicos a lo largo de todo & ciclo {Figura 29). Como en el caso de [as ratas

inmaduras hay apoptasis en la granulosa y lambién en células tecales aisladas,
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Figura 2%, Tincién de un foliculo arrdsico {A) on un ovano Je
rudit ctcbula, Obcérvese ¢l folicado sane a lo weuicnda, gue es
Megrativo. x 200
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PARTICIPACIONS LA APOPTOSIS EN LA FORMACION ¥
REGRESION DEL CUERPO LUTED.

Cuando wtilizamos el matode 1 de extraccidon del DMNA, todos os ovarios
examinados presentarcn degradacion en escalara del ONA, desde el dia [ [ratas
inmaduras no traladas) hasla el dia 17 pest-HCG. La fragmentacion era mas

inlensa los dias Ty 13 post-HCG. (Figura 30).

PMSG hCG

b
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Figure 3. Flectraforesis en gel de aparosa al 2% glee nutestra
presencia de degradacion ep escalera el TINA extraido par of
métodn | de evanos de min immaduca antes, ducaneg v despuds
de T jwdoceitn de la crenlaciédn con PS030 U0 v ROG {25
LI W - marcadar de perse melecalar {fape lunbda diperido
con BseBEID. O ovarnos de st mmeasdaca aodes del iratamasntao.
Ears monoeeros dican La coanticd de dias despuds de 31 inycegidin
eles PRASC v IOG, come sefialan las flechas,
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Al procesar con este método, e rindn de rata normal {en el cual no deberia
haber apoptosis), tambien exibic fragmentacion de! DNA. {Figura 31), indicando

Que s& produce un cierte grado de fragmentacidn artefaclual del DMA al utilizar

egte meélods de extraccion.

i
s:

Fipura 31, Gel de elecrolonesas en agarosa al 3% que mauestra la
presencia de fragmentaciin en escalera del DNA en ovarios de
ratas adulias (1) v rifdn de cota aoemal (R utlizanda el metodo |

Al cantrarin, cuande se utlizéd el método 2, el BNA de nndn de rala normal
no presentd nunca degradacion en escalera del DMA {Figura 32). En fos ovanos
dc rata se pudo obsarvar una evolucidn especifica en funcion del tempo en

respuesta al tratamienlo con gonadotropinas {curso temporal). La degradacion en
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escatera del DNA estaba presente en los gvarios de rata inmadura no tratada,
disminuia y desaparecia desputs del lralamiento con PMSG y HCG, para
reaparecer al 77 dia despues de |3 adminigtracian de HOG {Figuras 32 y 33). La
intansided de |z apoptosis fue maxima el dia 7y 9. disminuyendo

prograsivamente despues.

PMSG hCG

.

w1 2 4 7 9 13 15 mw K

Fipura 32, €rel de electrofioresis en agarosn al 2o del Da ale
tifon pormal de caa (K ¥ de ovanos de rods prunseduras
cxtraido con el método 2. Las Mechas seialan ¢l momenes de
12 pdmimisteacion de PMSG y HOG v Jos nameros ndicam
camtisisd Jde dias despuds del trasamento. MW = manzidor de
et meodecilar.
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mw 1 2 1 2 3 4 B8 ¥ 9% 13 15 17 MW

Firuea 33, Giel du electroforesss de agarosa al 10 del DA exiraido o ¢l
mcteda 2 de ovarios Jertas wmaeluras duante y despucs de 1 induecivn de 1a
avulacrdm con PRESG y hOG. MW = marcador de pesa molecular, Los ninTLeTes
indican In cantidad de dias después de la inyeceion de PMSG y bCG como

setialan 1as flochas,
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EL PAPEL DE LA APOPIOSIS EN EL MECANISMO DE
CISTOGENESIS EN UN MODEL(Q ANIMAL DE SINDROME DE
OVARIOS POLIQUISTICOS.

El 90 % de las ratas tratadas con DHEA durante 28 dias (9 de 10) y el 70%
(7 da 10} de las ratas tratadas durante 13 dias desarrallaron avarios con quistes
moltiples. Las ralas gontrol tenian ovarios normales con fohiculos en varios

estadio de desarrolle v cuerpos amarillos.

Las cwarios poliquisticos contemian un ndmaro variable de foliculos atrésicos

v quistes de tamanc variade, Varios cjemples estan ilusivados en la figura 34,

h FE]
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Fipura 34, Crateo ojemplos de ovanos peliquistices de ran, obtenides
rediante gdmimstracion de DIIEAS.
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Todos Jos foliculos abrésicos, preantrales y antrales contenian muchos
nucless apoptaticos en 12 capa de células de la granulosa y ocasionalmente en |3
teca. La figura 35 muesira dos foliculos atrésicos positivos, una al lado del otro: a
la 1zquierda un foliculo preanteal y 3 18 devecha un foliculo antral. La mayoria de
la apoptosis courre en las células de la granulosa, encantrandose escasas células
apoptolicas en la teca. En la esquina superior izquisrda s& observa una porcicm
dg la pared de un quiste de tamano mediana. MHay nlcless apoplotices, aungue

ligeraments menos numerosos que &n 1o faliculos alresicos.

Figura 35, Se observan dos fliculus abrésicos posilivos, wno antrl
a lo derecha ¥ uno presntral a la izquicrda, Ambos presenta
necnerusas mocleos positvas en b pranulosa v oalyonos nieleds
positivos zasdados on b teca. En da csquina supuerioe tzguicrda s
ahserva uka porcion e Ja pared de un quisle de wmado medane.
Ohsirvese cdme las noeleosd apoptédicos sur liperanients mencos
nurmerases que o les folicwlos alrésicos.

g
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En genesal, los foliculos guisticos muestran menor nomers de nlclens
positivos que los foliculos atrésicos. A medida que aumenta ¢l dismetro de los
guistes, la pared quislica disminuye de grosor, hasta llegar 3 una Unica capa de
células de la granulosa en los quistes mayores. El porgentaje de nucleos
apoptdticos disminuye con gl aumento del diametro de los quisles, as gue (05
quisies mayores solo muestran algunos nficlecs positivos en cada scccion. La
figura 36 incluye un guiste pegueno can abundantes celulas apoptolicas ¥ un
fragmentn de 1a pared da un quiste grande con células apoploticas aisladas. Los
quistes de tamano intermedio tienen menos nucleos gpoptobicos gque oS

pequenos ¥ mas qua los grandes (Figura 37).

Fipura 36, A I izguigredl se obsecva un quiste pequefio com abundmmes
welulas apoptobicas v o la derecla un fragmento de la pereed ke on gquiste
prande eon odlulex apopdticas aisladas. B
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Fipura 37, Ests figura musstea un quiste de tamafio imeanedio: obsé ek
chma hay menos eicleos apopddlicos que on los queistés poeguenos v s
que on Jos grandes Abjo o b iequicrda esta un fragmento e La pared de
i ageiste peande con eélalas apoeploticas aislidis,

Los ovarios de control presentaban apoptosis de los foliculos atrésicos,

mientras los foliculos en fase de desarrolle eran todos negalivos,

Los contioles negativos fueron completameante negativos y [os controles
positivos  apropiadamenta  pesitives. Un ejermplo de una muestra con Sus
comespondientes conlroles negalivos y positives 52 muestra en tas figuras 38a,

38k v 38¢.
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Figtwra 3 [otadle de lapared deae quiste grande con celulas apoptanicas

al=lwdas.
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DISCLUSION GENFRAL DE MATERIALES ¥ MET(ODOS.

INMUNCHISTOGUIMICA.

La inmunohisloquimica parmite determinar |a localizacion lisuvlar v celular de
antigenos a través de 1a union de anticuerpos especificos con (08 antigencs que
so eslan estudiando, poniende en evidencia esta union mediante un cromogeno.
El mélodo biglina-aviding-peroxidasa, ulilizado en esta tesis, s muy especifico y
sansible pernitiendo |a identificacién de canbdades muy pequanas del anligeno
estudiado. Esta técmica ha sido utibhzada anteriormente para 2l estudio del RAS
en el rifen (Taugner yw Hackental, 1981; Inagami et al. 1986, Barajas et al, 1996) v
en otros tejidos (Deschepper el al, 1985; Naruse et al, 1883}, por fo que nos
parcoid adecuada su aplicacion al RAT ovarico.  Tanlo fa renina como la Angll
son antigenos lo suficientcmente eslables como para resistir los tratamientlas de
figcion e inclusian de tejidos realizados antes de fa reaccion inmunohistoquimica.
siempre qUE s KGMen unas precauciones tan sencillas como el mantenimento de

los tejidos @ 495 durante la fijacion y la limitacion al mninnd del Nempa de fijmcion.

La disponibilidad de antisueros altamente  especificos &8 condician
indispensable para la fiabilidad de los resultades. Los antisueros utilizados para la
locatizacion de Ia Angll, el antisuero DE y el antisuera NV, na lienen reaclividad
cfuzada con peptidos no perenecientes a |a familia de las angiotensinas, peroe
ambos lienen reaclividad cruzada completa con la Anglll. La reactividad cruzada
con la Angl es respeclivamante del 4% para el antisuero NV 2 inferiar al 1% para
ol anbsuers DE, Ambes anfisueres tienen una reactividad crezada del 1%

aproximadamente con el subsirado tetradecapeptidice de la renina (Brownheld et

&5
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al. 1982), Aungue fa reaccion haya side bloqueada completamente por |3
preincubacion de fos anticuerpos con Angll sintética, no es posible eslablecer
anicamenla con | inmunchistogquimica & la inmuno-reachvidad cobservads
representa Angllill. u otros  componentes del RAS como la Angl el
angiolenginGgeno u otras angictensinas come la Ang-(1-7]. Teniendo en cuenta
lag caracteristicas de la reaccion cruzada de los antisueras, se pueds a5uUmir que
la infrunoraactividad observada representa sobre todo Angll o Anglll. La
especificidad de la reaccion ha sido confirnada medianle coniroles positivos an el

rifan de rala o humang y en la eminencia mediang de rata.

Para la inmunolocalizacidn de la renina s& wlilizaren un antisuerc conlra ka
fenipa extraida de rindn hurnano, (donacion del Dr, Dzaw), y dos antisueros contra
la renina extraida de 'a gfdndula submazillar de ralon (TAD y LAR, donacion del
Dr. Chris Deshepper). La especificidad de estes anfisuerns esta demostrada por
la tncion selectiva del aparato yuxtaglomerular de rifion ¥y por la completa
desaparicion de & inmungreactividad tras preabsorpcrgn da los antisueras con
rening purificada. Los anlisveros contra la renina de la glandula submaxillar de
raton, TAD v LAR. tienen rgaccidn cruzada con la renina humana, tanlo a nivel de
aparalo yuxtaglormerular como a nivel del avario v cl palron de inmunoreactividad
quc se observa en tejidos humanos con los antisuercs TAD v LAR es idéntico al
patron que se obliene con el antisuers anb-remna humana. La homalegia
cstructural entre la renina de 1a giandula submaxilar de ratén y la renina del
ovario de rata ha sido demostrada por el Or, Chris Deshepper 2 mivel del RNA,
mensdjerc mediante Northem Blioting [dates  no publicados).  La

inmunchistoguirmica na nas parmile establecer sila inmunoreactividad representa

e
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ronina activa o prorenina, pero la presencia de prorening en las células ovancas

tandria las mismas implicaciones que la presencia de renina activa.

CULTIVOS CELULARES

Las células de la granulosa-lteinica oblenidas de mujeres sometidas a
fettilizacian in ¥itro representan una fuente de tejido aptima para el estudio de la
fase luteinica imcial (Pelan et al, 1984). Los foliculos estimulados con RMGhCG
conlienen abundantes células de la granulosa luteinicas que e Aspiran en el
momenlo de la recuperacian de o ovocitos y que pueden faciimenle aislarse v
cultivarse. Tenamos que tener en cuenla que estas células presentan unag amplia
variabilidad de la potencialidad esteroidogénica, Polan y coautores abservarcn
fque las célulag de la granulosa obtenidas de lres pacientes ¢on niveles de
rstradiol sirilares en el momento de |a [aparoscapia presentaban una diferancia
de 40 voces en la actividad de la aromatasa y una diferencia de 14 veces en |3
produtcin de progestercna (Polan et al, 1984}, Una posible explicacion de 253
discrapancia es la existencia de una wvariabilidad individual en la respuesla
fahcular a la induccian de la ovulacicn con hMG/AHCG. Probablemente, el nivel
plasmatico de estradiol no reflzja esta variabilidad porque los estrdgenos
circulantes representan la suma de fa secrecion de {odos los [sliculas, micntras
que las células de |z granulosa aisladas para el cultvo in wiio provienen sobo de
los foliculos mayores que contienen ovocitos. En este estudia la produccion de
estradiol por parte de las distintas pacienles ha sido analoga, mientras que en el
caso de 'a progesterona vy e lestosierona se ha ch=ervado una variabilidad

individua! significalva,
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En general, de cada foliculs se aislan 10-10% gelulas, do medo que,
utilizande para cada pacienle un poal de 6-12 foliculos, se oblieng un numero

aderuado de células para valorar & efeclo de los distinlos tratamientos.

El emplen de estas células para el esludio del OVRAS nos parecia

apropiada por varios molivos;

Primern, con técnicas  inmunohistoguimicas  habramos  demostrado

previamente gue estas mismas células contienen Angll y renina.

Segunds, el Muido folicular que in vivo circunda estas células conticne
plevadas cancenltraciones de renina y angiolensina 11, como ha sido demasirads
por €l grupo del Or. Maftolin (Fernandez ef al, 1883; Cullen et al, 1284, Lightman

et al, 1987,

Sequn eslos datos, las células de la granulosa-luteinica estan expuestas a
slgvados niveles de remina v angiolensina |l y probablamente son el origen de
eslas substancias. Por lo tanlo, la valoracion del efecto de la Angll sobre [a
capacidad estercidogénica de estas células in wifro nos permite verificar la
hipotesis de que Ya Angll liene un efeclo autosring-paracring sobre los foliculos

avaricos en el momenls de la aglivacion maxima del OVRAS,

ESTUDIO DE LA MADURACION OVOCITARIA Y OVULACION.

Para la valoracidn del papel de la Angll sobre la maduracion de los
avorites y la pvulacion elegimes el modele de las ralas nmaduras esimuladas
con PMSG y hCG, porque ofrece la posibilidad de establecer con alta precisidn £l

momento exaclo en que ccurren los dislintos eventos Lsiologicos que se estan
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esludiando. Tenendo en cuenta que la ovulagion ocurre aproximadaments 12
horas después de la administracion de hCG, para &l estudic de la raduracicn de
los ovogitos las ratas se sacrificaron B horas despues de la administracion de |a
hCE, momento en el que los foliculos ya estan maduros, pero todavia no ha
oeumide la ovulacion. Par al contrang, 17-20 horas daspues de 1a admimstracion
de la hCG, es facil estudiar v cuantificar el fenomeno de la ovdlacion, ya que oS
ovocitos son facimenle identificables en la ampella fubarica difatada, reunidos en

el compleye cumulo-cocita.

ESTUDIO DE LA APOPTOSIS EN LA ATRESIA FOLICULAR,

El méladn utilizado en este estudio para aislar [as celulas da kB granulosa
de ratas inmaduras, permile la obtencidn de una preparacidn de celulas al #3%
pura {Anderzon et al, 1984} De acuerdo con otrog estudios (Hughes y (Gorospe,
1041 Tilly et al, 1992}, la presencia de la tipica degradacion en escalera en gl
DA extraido de estas cétulas indica la prosencia de apoplosis en €1 ovario de
rata inmadura. Aungue la localizacidn mas probable de estas células apoptoticas
es en los foliculos atrésicos, esta presuncidn necesitaba ser confirmada, Por otra
parte, el método convencional de analisie de! ONA no permitia eslablecer si otros
lipos cellares, 3 parle las células de la granulosa. estaban implicados &n el
proceso de @ apoplosis. Bl método utilizado en esla tesis para 1a deteccion Jn
zity de la apoplosis, descrito inicialmente por Gavrieli y coautaores [Gavnel et al,
1992y, presenta a3 doble ventaja de detectar la apopiosis in sty en los corles

histologicas sin destruir Ia arquiteciura tisular y a nivel de las celulas individuales.

ga
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Para caragterizar mejor la relacion entre apoptosis y atresia folicular se
amplic al estudio usande varias condiciones fisizldgicas e iatragenicas. Primero,
se estudiaron ratas adultas normales cn dishntas fases del ciclo estral, para
dernoslrar que en condicicnes perfectamente fisioldgicas la apoptosis ocurre en
las foliculns atrésicos.  Segundo se estudio el modelo de rata estimulada con
PMSEG, 2 v 5 dias dospuds de la estimulacion. A las 48 horas de la admimistracion
de PM3G |os cvaros de rata inmadura presentan una poblacion uniferme de
toliculos precvulatorios, Las ceélulas de |a granuiosa cbiendas de estos ovarios
no muestran degradacian en escalera del DNA {Hughes and Goraspe, 13391,
pero la tecnica in S nos pemmite detectar células apoptélicas an foliculos

alrésions aislados, demosirando gue este método es extrernadamenta sensible.

Los ovarios examinades 5 dias después de la administracion de FM3G
represenlan un perfecto ejemple de apoptosis tras deprivacidn hormenal: |a
mayoria de tos foliculos estan alrésicos, Bl DNA extraido de las celulas de la
granulosa de estos Quarios presentaba degradacion en escalera del DNA

{Hughes and Gorospe, 1891).

Técnicamente el métoda do la deteccion o site de |a apoptosis es sencillo y
taciimente reprodugicle. Log contrcles posilivas, en los cuales el DNA se cora
con el enzima DMasa |, evidencian que los fragmentas de DMNA son
uniformemente accesibles a la transferasa terminal — e, gue el ralamento
protealitico ha sido eficaz — v se deben incluir cn todos 105 experimentos. Los
controles negalives eliminan la posibilidad de una tincien no especifica. San
particularmente imponantes los controles negativos obtenidos incubando Ios
cartes con el subsivado hicltinilade en ausencia del enzima, porque |2 biolina

natorizmente puede producir incion artefactual no especifica,

20
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ESTUCIO DE LA APOPTOSIS EM EL CUERPO LUTEQ.

Para el estudio de la apoptosis durante |a formacidn y degradacidn del
cuerpo lolee se ha empleado el models de la rata superovulada per dos motives
fundamentales, Primero, nos permite eslablecer con precision la adad del cuerpo
teo. Sequndo, nos proparciona cantidades relalivamente grandes de células

lteinicas para la oblencion de CINA,

La comparacian de los dos mélodos utilizados ha meostrade gue para gl
esludic de la apoptosis la eleccién del metodo de exlraccien del DNA es de
{undamcntal imporlancia, puesto que duranta la extraccion puede oourrc la
degradacion arefactual del DNA. El emplec de agentes desnaturalizantes
potentes, que previens complelamente la accion de |as DNasas elimina ol

problerna de 1a degradacién arefactual del ONA.

ESTUDIC DE LA AFOPTOSIS EN EL OVARID POLICUISTICO

La sata tratada con DHEA se sligid como modelo de gvarie peliquislico
porque es bien conocido, facimenle reproducible vy permite I3 valoracion
sisternatica de un gran nomero de owarios con quistes en vanes estadios de

desarrolla ((Roy €1 al, 1962 Lee et al, 19913,

PHSCESION DE LOS RESULTADOS QGBTENIDOS EN CADA GRUPO
DE FXPERIMENTOS.

LOCALIZAGION INMUNQHISTOQUIMICA OF LA REMINA Y DE LA

AMNGIOTENSINA EX EL TWARIC
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Estudios anteriares derncetraran mediante tecmicas de hibridacion in iy
northern blotling que el ovario de rata contiena al BNA mensajero de la renina
fLightman et al, 1987). La identificaciin de la renina en el ovaric mediante
inmunchistogquimica confirma delinitivamente |a sintesis de rening en et ovaria, La
presencia en las mismas celulas de la renina y del principat péphdo efector del
RAS, la Angll, sugiere la sinless loeal, inkacelular de Angll. Tanlo los estudics
en la rata como los estudios en ovarios humanos. ndican gue 3
inmunoreactividad para lp renina ¥y la Angll en & avario ez fuerternente
dependiente da las modificaciones ciclicas hommonales & las cuales estd
canstantemente  sometido el ovano. La  actvacdn del OVREAZS por das
gonadotropings esta demostrada por la aparicion de inmunoreaclividad para |a
remina ¥ la Angll en las células lecales, estromales y luteinicas de ovanos de
ratas inmaduras lras administracidn de  gonadotropinas. En ausencia de
gstimulacidn yonadotropinica estos mismoes ovarios prepuberales no presentan
immuancreactividad alguna. La dependencia del QVRAS de las gonadolropinas se
rafloja también en los cambios ciclicos observados en fas ratas adullas: |as
celulas tecales vy estromales se tinen coan mayor ntehsidad en la lase de progsiro
ffoliculos  preovulzlorics) y  estro  (fase inmcdiatamente post-ovulatorial.
presuniblemeants cn respuesta al pico prevvulatense de LH. Los pvaros de ratas
en eslado de pseudoembarazo se tinen intensamente en el coerpo lateo, e gue

refleja prohablements las elevadas concentraciones de hCG,

Los avarios humanos ncrmales muestran medificacrones ciclicas de la
expresion inmunahistogquimica de la renina y (3 Angll a 1o largo del ciclo avanen,

que son similates a las vamaciongs de las concentragiones de RLA y Angll

2
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ogbservadas en el fluido fplicular.  En la fase folicutar inicial los foliculos
primordiales y preantrales son siempre negatives. Con da formacion del antre, los
toliculos empiczan a mostrar posilividad para la renina y |a angiotensing a nivel
de |a teca, mientras las céfulas de la granulosa permanacen negalivas. Al mismo
tiempo aparecen células inmunopositivas en el estroma pentalicular. En |a fase
perigvulatoria, presumiblemente despuds del pico de LH, las celulas de |a
granulosa, que comienzan €l procese de lutenization, tambien empigzan a
manifestar intensa positividad para la renina y 13 Angll, Lo mismo acure con las
celulas de la granulosa-luleinicas de pacienles estirnuladas con gonadotropinas
en el mamento de la puncion folicular para la recuperacion de owocilos, esias
células, que han sido expuestas a altas domis de hQG, son inlensaments
positivas.  La capacidad de sintettzar renina y Angll persiste en las grandes y
pequenas celulas luleimcas, lanto en el cuerpo lileo menstrual come en el

cuerpo [Oteo gravidico, bajo el efecte de |a LHMGG.

En todos eslos ¢asos. las células que mueslian positividad para Iz renina v
la Angll. son LH dependiantes (teca, eslroma, granulosa del foliculs preovulatoria
v células luteinicas). También hemos observado la positvidad de las calulas de |a

granuloss de o3 folicuios atrésicos.

El papel del OVRAS en ¢l ovario esta todavia poco clarg.  El gran aumento
de fa inmunoreaclividad observadoe en les células de la granulosa del foliculo
preovulatorio, junta 3 la presencia de elevadas concentracionas de Angll y renina
en el fluide folicular de los mismos kliculos, nos hace postular un papel de la
angll en los fencmenos que conducen a la rotura del foliculo (ovulacion),

posiblemante como mediador obligade de la LHMCEG. Nuestros  estudios
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funcionales, asi coma Yas de olrag autores, confirman estz hipdlesis. L3
presencia de concerraciches clevadas de Argll también en lgs foliculos
alrésicos, aparentements contradictoria, puede en realidad explicarse faciimente
por la existencia de distintos lipos de recepteres para la Angll, con funciones
opuestas. Los foliculos alrésicos contienen receptores AT2 gue, enlre ofras
acciones. promueven la apoplosis, Parece ogico posiular que la Angll sea
responsable de la atresia de los foliculos que expresan los receptores ATZ, a
través de la inducoidn de la apoptosis. Por el corntrario, €l falicolo dominanle
expresaria Teceploras AT1 y, 8 lravés de eslos receptares, la Angll facilitaria los

procesos que culminan con la avulacion.

Es probable que la Angll tenga uma accign autocring sobre las celutas
luteinicas estimulande la secrecidn hommonal ¥ la angiogénesis, aunque todavia
se careZea de la demostracién delinitiva de este heche ot wivo,  Las células
luleinicas de rata en cultivo producen renina ¥ la secrecién de renina esta en
relacidn directa con la secrecidin de progeslerena (Lightman et al, 1987}, Los
experimentos de Fernandez y colahoradoras demostraren que la Angll estimula la
angiogénesis en 13 cormea de conejo {Fernandez et al, 1983} Los vasos
contienen receptores especificos para la Angll ¥ la Angll esta presente en la
pared vascular (Gunhilr et al, 1882; Goodfriend, 1983). Eslas haches, junlo con la
comprobacion de la presencie de Angll en la pared de |os vasas del mismo
cuerps [0teo [Figura 17) apoyan la hipdlesis que 13 Angll parlicipa en los
procesns de nenvasculanzacién que interagnen en la formacion del cuerpo Kieo.
tas adelante, en gl apartado sobre apoplasis, hablaremaos del posible papel de la

&ngll en la induccidn de la apoptosis en el cuerpoe Gled.
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FOSIBELE PAPEL DEL QVRAS EN_LA PATOGEMESIS DEL SINODROME DE

O ARIOS POLIQUISTICOS

E| sindrome de ovarios poliguislicos {S0P) incluye un grupo heterogéneo
de condiciones que clinicamente s presentan con anowllacion cronica e
hiperandrogenisme  aunque 4 veces son  silentos {Adams &t al 1983,
Generalmente, los ovarios preserlan un gran ndmerg de quisles Folicularcs
subcapsulares, una cdpsula engrosada y capilares prominentes en I3 suparficie;
estos cambios son similares a los descritos originarlamente por Slein y Leventhal
en 1935 (Stein v Levenlhal, 1935). La mayoria de las pacientes con SOP tienen
slevados niveles plasméticos de LH y un glevado cociente LH/FEH {Rebar et al,
19763, El aumenta de |a LH puede derivar de una sensibilidad hipofisaria al GnRH
aumentada, positlemente secundaria al hiperestrogenisma consecuente de |a
conversian periférica de Ios androgenos { Lobko et al, 1981), yio de un aumentu de
la secrecion pulsatil de GnRH {Cumming et al, 1984). Aungue se hayan hecho
vanes estudios para inlentar determinar el patron de l2 secrecion pulsatl de LH
en el S0P, exislen todavia discrepancias entre los investigadores, probablernente
consecuencia de la heterogeneidad de las pacientes estudiadas. Es lema de
controversia si la anormalidad primaria en e S0P esta a nivel hipotalamo-
hipofisarne 0 en los tejidos pernfencos, rezultando en un exceso de androgenos
de origen ovarico o suprarrenal. Dado que ta administracion de andrigencs
extgenos produce un cuadeg histolagico idéntico al del S0P y que climinando &l
aumenio de LH se observa la comeccidn de la alteracion histoldgica (Cheung y
Chang, 19907, es probable gue mas de un mecanismMo Sea responsable de los

distintes sublipos clinicos de esle sindrome, La funcian ovanca normal depende:
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de mecanismes ¢de feedback gue implican al eje hipotalamo-hipofisano ¥ al
ovario, asf como a8 los sitios extraovaricos de produceion hormeonal, por o tanto es
razonable posiular que un error en cada uno de esios niveles pucda ser
responsahle de una funcién ovarica anormalf@anovalacion y asi desencadene la
secuencia de evenlos que conducen al cuadro clinico v anatomopatologico dal
SOP. En esta tesis propenemos gQue la angiolensina 1| ntragvwarnica pucde tener
un papel en la interrepcion de la maduracion folicular y en la formacidn de quistes
en las pactenles con SOP; sin embargo, todawia queda por determinar si la
disfuncien primaria esta relacionada con la produggidn de LH o con la sintesis

ovarica da Angll.

En wista de que nuestros experimentes iniciales de mmunohistoguimica
habian maostrade una relacidn clara enire el OVRAS y las células LH-
dependisntes y pioductoras de andrégenos del avario, decidimos utilizar la misma

tecrica para el estudio de las pacientes con hiperandrogenisma ovarico (50P).
Este trabajo demuestra los siguienies puntos:
1).- Cue en los ovarnios poliquisticos existe inmunoresclividad para |2 renina

y ta Angll.

2]« Oue esta expresign de la renina y angislensing |l en los maltiples
foliculos, tipicos de aste sindrome, es constante, y no celica Gomo en

[bs ovanos nermales.

Ay Que la immunorgactividacd en al S0P interesa tanta la granulesa como bz

teca,
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Asi, las celulgs de 13 granulosa de las pvarios poliguisticos se parecen a [as
células de la granulosa de los foliculos atrésicos en que ambas expresan de
manera constante I3 renina y 1a angiotensina ||, a diferencia de la granulosa de
los foliculos en via de desamclle de los ovaros normales, que =olD expresan
rening y angiotensing an un momente especifice y fugaz: coincidiendo con el pica
vregvilatorio de LH, Esta observacitn nos sugiera que los mecanismos basicos
que conducen a la inlemupcion de la maduracion folicular en el 3OP pueden ser
similates a los que cawsan la atresia folicular. Existen otras similitudes entre

foliculos atrésicas v foliculos quisticos del SOP que apoyan asta hipdtesis:

1y .- El cotiente estrogenosfandragenos en el fluido folicular ex bajo lanta en

los foliculos atrésicas coma an el S0P [Tanabe &1 al, 1983}

2).- Tanlo la alresia falicular £n los cvanios nosmales como la cislogenesis
en el S0P ocurren a través de un proceso de apoptesis (Palumbo y Yah,

1985}

Oirg aspecto imporlante de los ovarios poliquisticos es 13 inkensa tincion del
gstroma. Esta es similar a la que observamos en el estroma luleinizado de los
ovanios con hipertecosis (Palumba y Naftolin, observaciones ne publicadas). En
ambos casos. se irata de células LH dependienles v productoras de elevadas
cantidades de andrégenos: la expresidn de renina y Angll en estas ceélulas apoya
ba hipotesis de un papel patogenehca del OVRAS en los sindromes owvaricos

hiperandrogenicos.

En sintesis, los resultados de nuestros cxpenimentos de nmunchistoguimica

indican gue la sintesis ovdrica de proreninairening ¥y angictensina 1 en los
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loliculos del S0P difiere de log foiculos normales en que Se pierden las
medificaciones ciclicas v exishe una elevada praduccién "tdmica”™ de renina ¥
angictensing gue implica simultdneamente a la granulosa y a8 |3 teca de los
muliples foliculos, asi coma al estroma hiperrafico. Esle exceso de Angll lacal
padria dar como resultado |3 estimulacion autocrinalparacring de la sinlesis de
androgencs por parte de 1a leca v del eslroma, peobablemente an concierto con |2
LH vy otros reguladores intraovaricos como la insulina v las 1GF {Insuln Lika
Growth Factorsh [Burghen el al, 1990), v asi modificar el programa de desarroflo
da |os foliculos bloqueando la maduracion normal. Esta hipdlesis esta apoyada
por fueslros cxperimentos i wike gue muesiran un aumento dosis-dependiente
de I3 secrecion de progesterona v testoslerona en el medio de cultive de celulas
de kA granulosa-laeinicas hurmanas expuestas a Angll.  Las celulas de la
gramuilasa en el 30OP poagesn una reducida actividad aromatasa (Erickson el al,
1878), y por es0 lienen una milada capacidad de formacidn de estrégencs a
pesar de la gran disponibilidad de precursores, Sg necesitan ulleriores esbudios
para verificar la hipdtesis de que las elevadas concentraciones de Angil puedan al

mencs contnbur a la reducida activided aromatdsica ohservada en el S0P

Los dalos presenlados de inmunghistoquimica, gque indican un aumento
cronice de ta expression del OVRAS en los ovarios poliquisticos, son acordes
con la obsersacion de que la rening 1otal {Jaatinen &t al, 18495} v la prorening

{Morris el al, 1995} son elevadas en las mujeres can S0P,

El sistemna renina-angictensing ovarico ha sido implicado en la palogenia del
sindrome de hiperestimulacién ovarica, una complicacian grave de Ja induccion

de Iz gvilacion, desencadenada por la hCG (Palumbo et al, 1359). Dado que |as
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pactenles con S0P presentan un aumento del riesge del sindrome  de
hiperestimulacion ovarica, podriames postular que 18 excesiva expresion del
OWRAS en eslas pacientes =ea uno de los factores que predisponen al desarollo

de este sindreme.

LA ANGIOTENSINA 1| COMO MODULADOR DE LA ESTEROIDOGENESIS

OVARICA.

La funcidin exacta del OWRAS no ha sido todavia demestrada. Debido a que
la Angll estimula la secrecian de aldosterona en la coreza suprarrenal, hemos
postulada un papel de la Angll en la regulacion de la secrecion ovarica de
hormonas estercideas. Tanlo las celulas de la granulosa, como las celufas
tecales y lutemicas contienen receplores para la Angll. Puccll y colabaradeores
damosiraron que en gvarios de rata en cultive de lepdo [a Angll &5 capaz de
estimular la secrecidn de eslédgencs {Pucell et al, 1887). En esla lesis 5 ha
utiizado el modefn de |as células de la granulosa-luleinicas de mujeras sometidas
a FIY. Estas células habian estado expueslas i wivg a las concentraciones
elevadas (preovulalorias] de Angll que sc encuentran en el fludo folicular, fn vitrg,
sometimos estas céllas a estimulacion con Angll en concentraciones en gl
mismo rango que las observadas Jn vivo v observamos su efecto sobre a

secrecian de 108 tres esterodes medidos: progesterona, testosterona v estradiol,

Muestros resultados sugieren gque la Angll puede modular el desarrolio
folicular ¥ Ia funcitn del cuerpo luteo a traves de su eleclo sobre la secrocion
esteroidea. La cspecificidad de la accion de la Angll, se confirma par el blogueo

de este efecte por parte del antagonista receptorial especifico de la Angll, la
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saralazing.  Adernds. cuando incubamos las células con 2 saralasina solg, sin
afadir Angll, se cbiuva lambién un efecte sobre la secrecién eslercidea,
indwcande gque en @l foliculo preovulatoric, i Wy, la angiotensina endogena
eslaba regulando la secrecidn estarcidea. Esta inlerpretacion esta de acuerdo
con las concentraciones efevadas de Angll gue existen en ! fluide folicular
preovulatoria v a la inlensa posilividad inmunohsstoguimica para la Angll en la

pared folicular biopsiada en gl momento de |a recuparacion de ovocitos.

Marris y Paulson, estudiaron un modelo similar a1 nuesiro de células de la
granulosa-luteinicas estimuladas con Angll en presencia de hCG (Maorris ¥
Paulzon, 1894). De acverd) con nuestros resullados, estes autores observaron
un aumentoe dependiente a la dosis de la progestarona, que lue blequeada por la
adiceidn de saralasing. Con respecila al estrachcl, Marris ¥ Paulson no observaron
ninguna estimulacian por parte de 1a Angll, pero =i LN aumente en respuesla 3 la
saralaging, y postularon que la Angll Jr viva pueda mbibie tonicamente la
produccitn de eslradiol. Este date es zolo aparentemente discrepants del nuestro
y puede depender de diferencias en el disefo del estudic (por ejemplo, la
coincubacian con hC3) vy en & prolocelo de inducgidn de la ovulacion {por
gjemplo, la utilizacion o no de analpgo del GaRH). En cuanlo a lo que a I3
tostosterona se refiere, eslos autores no encentraran ningun efeclo consistents
mientras que nosalios observamos una efevacion sigmificativa en respuesta a la

angiotensing 1.

La modulacion de la estercidogenesis ovarica por parte de la &ngllindica la
presencia de receptores cuya demostracién directa en humanos adn no se ha

realizadn. Han sido clonados dos tipos de recepiores para I Angll. Segan sus
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propiedades farmacoldgicas y biogquimicas estos receptores han sida designados
tipe 1 { AT v tipo 2 (ATZ) {inagarmi. 1999). Los recepiores AT1 son bloqueados
selectivamente por  difenilimidazoles coma el Iosartdn, mentras que  os
receptores ATZ son blogueados por tetrahidroimidazopiridines como el PLHZ3177
y el FD12331% (Bumpus al al, 1981). Los dalos sobre 12 distnbucion y funcian de
esfos dos tipos da receplores en los distinlos compadimenlas avaricos son
fodavia en gran parte contradictorios. Parte de esta dificullad esta en las
diferencias que existen entre las distintas especies, En la rata [os receptores ATZ2
ecldn localizados prevalentemente en la granulosa de los foliculos atrésicos
(Pucell et af. 1291} v los receptores AT1 son mas concentrados en la teca, en el
asiroma ¥ en el cuerpo ldleo (Nemeth et al, 19493}, Al contrario, &n el conejo los
raceptores ATZ se lacalizan en los folicules precvulatorios (Yoshimura et al,
1998). En cualgquiar caso, la existencia de dos wpos de eeceptores con fungiones
distintas, activades por distintas concenlraciones de &ngll,  podria exphcar
algunos de los efectos diferenciales de la Angll sobre la secrecicn hormanal
phservadas en nuestras expenmentos, Estudios de inhibicion con los farmacos
que bloguean especificamente uno u otro tipe de receptor podrian aclarar este

pnlo.

La secrecion de progesterona y  testoslerona aumenlo de manera
dependiente a la dosis, en respuesia a concentraciones ascalares de Angll. La
saralasing. no $olo blogqued & sumento de progestercna inducide por la Angll
extgens, s no quae tambign inhibio la secrecion de pragesierona an fas células
incubadas en avsensia de Angll, 1o Que sugiere que en las condiciones presentes,

en |os foliculos preovulatorios, la Angkl endogena astimufa la secrecidn de
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progesterona. Al contrang, 1a meubacion de fas celulas con saralasing sola,
resultd &n un aumenlo de la secrecion de testosterona, segriendo un posible

cfecto agonista de la saralasina,

La respueesta del esiradiol a [a Angll lue mas compleja. El estradicl aumentd
con fas dosis bajas de Angll vy después dismineyd hasta los niveles de los
conlroles con las dosis mayores de Angll, a2 pesar de la mayer disponibilidad de
subslratos {progastarona y testosteronal. Este resullado sugiere un posible efecto
inhibidar sobre la aromatasa owarica por las elevadas concentraciones de Anglt o
de progesiinicos y andrégenos inducidos por la Angll. La interpretacicn de este
efecto bifasice de la Angll es complicada por la potenle  estimulagicn
gonadotropinica a la gue fuergn expueslas estas celulas antes de su aislamiento
v cultiva: la adicidn de saralasina, resulta en una disminucion de ta secrecion de
estradiol, indicando que 1as células estahan ya bajo una importante eshimulacion

por parte de la Angll,

El estradiol tiene un papel fundamental en gl desarrolle folicular vy en el
mantenimients de un ambients favorable para el ovocito. El estradiol es tambien
gl principal regulador de |z secrecion gonadotropinica durante |la  fase
precvulatoria. Bl aumento det estradicl en respuesta a la Angll era esperado, no
ast esle efecto bifasico. En el moments actual solo podemos hipotizar sobre |a
posible explicacion de estos datos, Después del pico preovulatorio de estrogencs,
a pesar de persistente aumento de LH, hay una caida de la secrecitn de
cslrigenos, todavia inexplicada, que, claramente, precede la ovylacidn y que ha
sido asociada A la expansion del cumuloimaduracion del ovocite. La Angll es

capaz de inducir la maduracién del ovocito v esta accion podria ser mediada por

102



LR L5

su efecio sobre el gstradigl. Es posible, por lo tanto, que estos resullados
expliquen algunos de |os imporanles cambios hormonales de la fase
preovulatoria, siendo el sistema rening-angitensing ovaAnco 1a union enlre & pico

de LH vy el pice bifasico de estradiol.

En conclusion, en la fase falicutar lardia. justo antes de la ovulacion y
paralelamente al pico de LHIFEH y estradiol. acurre un aumenta impgriante de
Angll cn el fluide folicutar, Este aurmento da la Angll folicular en la mitad del ciclo
podria tener un papel doble. En una fase micial, €| aumento de la Angll podria
conlribuir al aumenio de estrdgenos que desencadena el pice de LH. El aumento
ulterior de Angll cavsado por el auments ge LH/FSH padria ser responsathile de ka
caida de estradiol que occurre durante &l pico de LH, que se acompana al final de

Ipg eventos presvalatorios, Estudios futuros aclararan eslos conceptos.

POSIBELE PAPEL DEL CWVRAS EN LA MADURACION DE LOS OWOCITOS ¥ EN

LA OVUILACEIMN,

La demastracian inicial da receptores para la angratensing |l en los foliculos
owiricos ¥ de sus variaciones cicloas mediante aularadiografia por parte de
nuestro grupo (Lightman et al, 1888), sostenia la hipotesis de que la Anall tiens
un papel functonal en &l ciclo ovarico. Tano  los  experimentos  de
inmunchistoquimica descitos, come ins estudios del OVRAS en el fluido Folicular,
demuestran un gran aumento de los componentes del OWEAS en la fase
precvulatoria, lo que nos induje a postular un papel de la Angll en los f2némenos

de la maduracion del ovosito y de la ovulfacion,
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I wiwo @ in wira, hemos demesirado que la saralasna, un potente
antagonisla receplorial de ka Angll, es capaz de bloquesr la reanudacion de la
meinsis inducida por WCG en una forma dependiente de la dosis, un efecto que es
revertido por la Angll. Estos resultades indican que la angiolensina |l lene un
papel en la maduracrdn de |05 ovocitos, acordes con |3 presancea de receptores
especificos pata la Angll en los foliculos precvulaterios, La concenlracien de
eslos receptores es maxma durante 1a fase de maduracion folicular, lo que, una
vez mas, apoya fa hipdtesis de que la Angll coniribuye a la maduracion del

ovorCite.

En experimenlos in wivo hemos observado que la saralasing nbibe i3
ovulacion, y que esla inhibicion es reverlida por la Angll, lo que apoya la hpdtesis
de un papel directo de 2 Angll en la ovulacian, pasiblemente coma mediador de
la LH. Estudios de perfusion in vitre en ratas (Peterson et al, 1993) vy en conejas
(Kuo T-O¢ el al, 1991; Yoshimura et al, 1992} han confemado gue la Angll
funciona como intarmediaric en ¢l procese de la ovulacion, La Angll induce 1a
gvdlacian In wira en ausencia de gonadotropinas (Peterson et al, 1993
Yoshimura et al, 19827 v |2 adicion do saralasing reduce en manera significativa
la ovulacidn inducida por hCG y LH {Kuo T-D et al, 18531, Yoshirmura et al, 1932).
Sin embargo los inhibidores del ACE in witre no alteran la oyulacion ni la
cslercidogenesis en ovaros de rata (Peterson et al, 1933), indicando |a existencia
en el ovario de vias alternalivas de formacian de Angll y atros peplidos activos del
RAS (Figura 3). Ademds, gn experimentos im wiro fas gonadalropinas estimulan ta
praduscion de renina y angictensina |l en ovanos de coanejo [Yashimura el al,

1994,
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Estos resultades, juntos a la demosiracion de regeptores para la Angll en tos
foliculos preavalatorioz (Lightman et al, 1988, Yoshimora &1 gl 1998), nos
permiten postular que el OVEAS regula de forma paracring o autocrina el proceso
de la ovulacion. En contraste con es5tas datas, vn grupo de investigadaores reahzd
un estodio autoradiegrafico meslrando ausencia de receplores para la Angll en
Ins foliculos preovulatonios que poseen receptorzs para la LH (Daud et al, 1988
Los mismos autoras, acorde con los resullados de 1A adtoradicegralia, no
abservaron ninguna inhibicion de la ovulacion por parte da la saralasing en la rata
inmadura estimulada con gonadctropinas. Esta aparente discrepancia con
nuestros resdltados puede en parle e dehida a diferencias en gl peso de los
animales yio a variaciones en la actividad hiclogica de la hCG utibzada para
desencadenar la oyulacion, Adomas, la ausencia de réceplorss para 4 Angll
descrta por Dauvd y colaboradores no excluye un papel de la Angll en la
ovulacion, pernque Ios Ioliculos preovulatorios cantienen niveles de Angll tan
elevados que puaden causar dismnucion de les receplores endogenas para la
Angll por mecanismo de “dowrregulation” y reducir enaomermente la union de 13

Angll radicacliva exogena en 08 estudios de recaptores.

Steele vy coaulores esludiaron el papel de la Angll sobre |3 secrecidn
hormonal hipofisaria en ratas adultas, utilizando nyeccionas ntraveninculares de
saralasina y observaron gue la =aralasing infraventricular produce un blegques del
pica de LH dal proestro, inhibiendo secundariamente |a avulacign {Steele et al,
1983, En nuestros expenmentos, 3 saralasina tiene que haber acluada
dirgctamente en el ambito ovarico. porgque la ovulacion no depande del pico

endogenn de LH, sino de Ya admmistracion de hCG exogena.
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El mecanismo de este efecto de 1la Angl sobre |13 ovulacion no esta del todoe
clare. Experimentos preliminares en nuesiro laboratons han mostrado que 13
adicion de Angll a foliculos preovulalorios de rata &n culvo, aumenta la
produccion de PGF2a y del aclivador del plasminégeno. ambos ymplicados en el
fenomeno Jde la ovulacton. Posteriormente, olros aulares ban confirrmado € eledto
de la Angll sobre la ovulacion en el conep y han postulado que las

proslaglandinas pueden mediar 12 accion de la Angll {Yoshimura el al, 1843).

Es imporante subrayar que el farmaco obilizadoe en lodes  estos
axperimentos, asi como para €l estudic de la eslercidopénesis w owtro, 13
zaralasina, es un inhibidor de ambos receplores ATT y ATZ2. Posteriormenta a 13
realizacidn de nueslros expanmentos, los receptores AT1 y AT2 han sido
identificados v clonades (lnagami, 1989} v actualmente 32 dispone de vanos
inhibidares especificos de los distintos tipos de receplares.  RBecienterents,
antagonistas especificos han sido utilizades para investigar e papel de la Angll
gn la ovulacidn (Kuji et al, 1998; Yoshimura et al, 1996}, En ¢l conejo, & blequedo
de los receptares ATZ2 mediante PD123319 inhibe in wilra |2 ovulacién inducida
par hGG o por Angll, mientras gl bloqueo de los receplores AT medianle CV-
11974 no tigne ningun efecto. En los mismos experimentss, la snbesis de
prostaglandinags inducida por la hCG  fue nhibida por el PO123318 y no por el
CY-11974. Estos datos sugieren que la elevacian de ka Anglt inducida por la hCG
desencadena la cvulacion estimulando la produccion ovarica de prostaglandinas

A

traves de los receptores ATZ2, Este dato discrepa con la observacidn de gue los

receplores ATZ2 estan asociados a atresia folicular. Una posible explicacidn es
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que existen diferencias entre |as distintas especies. Alternalivamente. distintas

dosis de Angll podrian explicar una accidn diferente.

LA APQPTOSIS COMO MECANISMO DE LA ATRESIA FOLICLILAR

El aspecta mas caracteristico de la apoplosis es la presaencia de una tipica
fragmantacion internucleasamal del DNA gue se identifica por la aparnicion de wn
patron en escalera en la electroforesis (Schwarleman y Cidlowskr, 1233). La
identificacion de 3 degradacion en escalera del DNA, sin embarga, requiere
grandes canlidades de DNA (13-30 pg) para un gel de agarosa y Lncidn con
hrormuro de elidio y 15 ng para geles realizados después de marcar el DNA con
fasforo radicactive U otros marcadores {Tilly et al, 1993). Adermds, |8 exlraccion
del DMA e realiza a partir de homogenados de lejides o de células y esto no
permile la dentificacién de los distinios compartimentos celulares {por ejemplo,
foliculos antrales versus preantrales, sanos versus giresicos) o tipos celulares
fpor ejemplo, granulosa werswes teca). La ventaja de la t&<nica in silu ulilzada en
gsta lesis o5 |a posibilidad de identificar A apoptosis en seccicnes hisloldgcas
convencienales, manteniéndose la arquitegtura normal del tejido y siendo, por
tanto, poesible identificar histoldgrcamente 1as distintas clases de follculos ¥ los
distintos tipos celulares. De esla lorma la apoptesis es identificada en calulas

thdividuales, siendo el métoda muy sensible,

Demostramos que la apoplosis ocurre en los foliculos atrésicos, preantrales
y antrales y que implica pregmingntamente a las celulas de & granulaosa vy
tambiéhn a células tecales aisladas. Este dalo es compalible con el hecho de que

durante el proceso de [a atresia folicular lss células de la granulosa se hacen
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picnoticas ¥y mueren, mientras gque 2 mayona de ks celulas tecales se
reincorporan en el imesticie avanco, Bn los folicutos anteales las células
apoptélicas presentaren una tendencia a localizarse cerca del fluide falicular, parg
e5te dalo no es cansislente y, como hemaos visto, tambien hay apoptosis entre las
celulgs tecales. Esta falta de un patrdn uniforme puade explicarsa par gl hecho
de que dislintes loliculos se encuentran en dislintas fases del proceso apoptotico
y que la apoptosis es un fendmeno transitorio. En general, la valoracion de
secciones muthples de cada ovario, reveld que todos los foliculos alresicos

contenian al menos alguna c&lula apoptotica,

En eonclusidn, este estudip ha demopostrade que en ovanas de rata |a
apoptosis ocurre selectivamente en los foliculos alresicos {y no en los foliculos
sanos en curso de desarrolle) en varios estados lisiclogicos y condiciones
ialrogénicas, por lo lanto, |2 apoptosis puede ser el mecanismo de |a alresia

folicular,

LA APQPTOSIS COMO MECAMISMO DE LA FORMACION ¥ REGRESION DEL

CUERPO LUTEQ

Hemos demostrado que el fenomeno de la apoplosis oourre en el cuerpa
luteo de rata, con un Curso temparal espacificn: tras el comignzo s maxkima 2n el
dia 7, sc¢ manlienz al msmo nivel con un patean hasta el dia %, y despuas
disminuye progresivamenta hasta €l dia 13, persistiendo duranle toda la fase de

regresion del cuerpo Ioteo.

E= interesante ohservar que el pico de apoptosis coincide con el momento
de maxima aclividad luncional del cusrpo uleo, que 58 acompana con ka maxima
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produccion de progesterona: eslo es ldgico, porque la fase de mayar actividad

funcional ocurre cuando €l nimero de celulas del cuerpd Wlgo &5 mMaxmo.

Juengel y coautores han demostrada gue la apoptosis oourre en el cuerpo
Iieos boving duranle fa fase de segresion, y no durante la fase litea media

{cuerpo l0tea funcional) (Juengel et al, 1993).

Hazsumoto v colaboradores, esluodiandg 2 luteolisis en gvarios de ratas
pseudogravidas, demoslraron la expresion selectiva del receptor para 13
preslaglandina F2 alfa (PGF2alfa) en las celulas uteinicas apoptdticas (Hasumoto

el al, 19397).

LA APOPTOSIS COMO MECAMISMO OE LA CISTOGEMESIS EN EL

5INDROME DE OWARIOS POLIQUISTICOS

Como hemos vislo anteriormente, la patogenesis del SOP 25 uno de los
ternas mas complicados de la endocrinolegia de la repraduccion, Enbre los vartos
mMecansmos propuesios, la apoptosis puede jugar un papel importante, por ef
cual variogs reguladores inlracvaneos, como 10s 1GF ¥ 13 Angll, podrian actuar

mediante una modulacian de |a apoptosis,

Este trabajo se centra an un models ammal de S0P vy a rivel Wstaldgico
identifica, descnbe y caraclenza con la lécnica Jr sty ya utihzada en cvarios
normales, ka localizacion de las células apoptdticas a nivel de los guistes. La
reduceian de! nimaro de celulas apoptdticas que se abserva a medida que
aumenta £1 lamaae de log quistes sugiere una relacidn causa-efeclo. Un proceso

de apoptosis acelerada causado por el hipgrandrogenizme, podria ser
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responsable de una atresia acelerada y formacion de foliculos gquisticos. A
medida que ocurre la muere de |as celulas fokculares por apoptosis, se va

lormando el quiste,

Los resultados de esios edperimentos complementan nuestros estudios
anlencres que han utihizado un modelo i wino de atresia: las calulas de la
granulosa  de  ratén androgenizadas,  Estas  ceélules,  fratadas con
dehidroepiandrosterana  (DHEA), muestran un guments  de  apaplosiz  en
comparacian con células control no traladas o células tratadas con FSH, La FaH,
gl contrario, reduce la apoptosis en [as mismas células. (Falumbo y Yeh, Sooiely

for Gynecalogic Investigation, 1983, abstract no 513),

El efecto protector de las gonadotropinas (FEH y LH} ha sido también
demaostrado por Tilly y coautores utilizands faliculas intactos in wtra (d0th Annoal
Meegting of The Scciety for Gynecological Invesligation, 1993, Abal # 518). Tilly v
colaboradores han estediado el efacto de varios factores de crecimiento sobre
cElulas da la granulosa y felicules intactoas de ratdn en coltiva, Estos autores han
demostrade gue tante en las células de B granulosa, como en los foliculos
nlactos en cullivo aparece apoptosis esponldanea.  Este proceso se previens
afadiendn al medio de cultiva [actkores de crecimignlo especificos tales como el
EGF (Epidermal Srowth Factor), el TGF-alfa {Transfomming growth Factor -alfa), v

ol bFGF {basic Fibroblast Growth Factory [Tilly at al, 1992)

Eslos datos sugiersn gue, durante el desarmollo folicular nomal, las
gonadotropinas, junto con los estrogenos y con varios factores de crecimiento

intrapvdricos  (IGF-l, EGF/TGF-alfa, bFGF) y citokinas (interleukinag-1  bela),
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activan distintas vias intracelulares para rescatar los folicules de la muarte par
apoptosis {alresia), Al conlraric, el THF-alfa, el hgando Fas y los andregencs son
factores  atresiogeéntcos, Estas sefiales hormonales probablemente  actlan
convergiendo en vias intracelulares seleclivas {que incluyen genes de la famila

del bel-2 ¢ ICE) para la regulacian de la apoptosis,

Al confrarie. e puede postular [a hipolesis de que en las pacientes con
ovarios poliquisticos, a cauga de una alteracion de la secrecidn de lag
gonadotropinas yo de varios factores de crecimiento, yio del hiperandrogemsmo,
existe una alteracién del proceso de la apoptosis con 12 consecuente interrupcion
del dasarrollo folicular v lormacion de Kbouwlas quisticos, Los resullados descrilos
se limitan al modelo animal. Experimentos preliminares realizados en nuestro

laboraloric sugieren que tambren bay apoptoss eh ovarnos paliquisticos humanos.

Cuando realizamos una induccion de [a owvulacion con gonadolropinas
exGnenas, ea en pacientes nommales, sea en pacentes con S0P, acluamos
probablements sobre los mismos mecansmos para rescalar del proceso de ka
apeptosis el mayor ndmero posible de fliculos. A este propdsito, varios autores
han demostrado |a presencia de apoplosis en celulas de la granulosa-lutemnas
de foliculos de pacientes sometidas a induccion de |a ovulacion para fedilrzacion
in vilra [(Seifer et a1, 1997, Makahara etal, 1997). Seder v colaboradores han
encantrade un aumento del porcenlae de células apoplolicas en pacigntes con
FSH elevado comparade con pacienles con FSH normal (Sefer et al, 1997), En
el csludic de Makahara y colaboradores la incidencia de apoptosis @5 mayar en
las células de la granulesa de pacientes con menos de B ovocilos Que en
pacigntes con mas de 6 ovocilos ¥y en pacientes no embarazadas que en

pacicntes embarazadas, Ambes estudios valoran en cada paciente celulas de 1a
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granulosa obtenidas de varios faliculos. Seria interesante estudiar si existe ung
relacion entte o incidencia de apoplosis en las células de 3 granulosa v las
caraclensticas ovocilarigs en el memo foliculo (madurez, fertilizacidn, catidad

cmbnonana, eis.).

MMSCUSION INTEGRADA DE LOS RESULTADOS

Hernos expuesto paralelamente los experimentos relacionados con el
estudio del sislema renina angiolensina ovancs y 08 experimentos relacienados
con I3 denlificacién de lka apoplosis en el ovario. Aungue no hemos realizado
ningun experimento directo para eslablecer una relacdn entre al UVRAS vy la

apoplosis, muchos de los datos presentados sugieren que dicha relacion exslea.

Demaslramas que la atresia folicular ocurre mediante wn procesg de
apoplosis. También demosiramos mediante inmunchistoguimica gue las células
de la granulosa de los foliculos atrésicos contienen angiotensing |1 Los {olicules
atrésicos contienan receptores pars la Angll de tipo ATZ2 ¥ la eshmulacion de |05
receptores ATZ caosa apoptosis. Por lo tanlo, es razonable postular que la Angll,
acluandn sabre los receplores ATZ, o5 responsable de la atresia folicular

mediante un proceso de apoptosis.

Oe manera angloga, silos quisles del SOF se forman medante un proceso
de apoptosis, ¥ S 105 mismas quistes expresan Angll y remina de forma excesiva
respecio a los foliculos normales, la Angll podria ser responsable de Ja formacion
de los quisles mediante estimulacion de 1a apoptosis. Asimisme, 3 apoplasis que
oeurre en 2 cuenpo luteo podria ser causada por la Angll sinletizada localmente,

Esludios ulterigres son necesarios para clanficar astos puntos.
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. Hemos deamostrado que el avario de rata ¥y humang conticne un sistema
rening-angiotensing  intrinseco  (OVRAS), logalizado en la teca, el
eslroma v 1as calulas luteinicas, &5 dedir, en compartimentos ovarcos

dependienles de LH.

El OWRAS gsta controlado por las gonadolrepings hipafisarias y presenta

modificaciones ciclicas can un pico de actividad en I3 fase periovalatoria.

En s eslados de hiperandrogenismo ovanco, comg el 30P, en los
cugles es frecuentz un auments crdnico Jde la LH, |z expresion del
OWVRAS estd incrementada vy aciclica, localizandese no sélo en el
estroma y en la teca, sino también en la granulosa de [os multiples
foliculos quisticos. Esto sugiere gue un gumenta cronico de la actividad

del BVRAS puade participar en la palogénesis del 30P.

. Los folicules atrésicos, de farma Similar a los foliculos quisticos det SOP,

expresan angigkensina |l y renina en |as células de la granulosa.

La Angl! explica varias acciones aulacrinas y paraginas en el ovano y
puede ragular la esteroidogenesis ovérica tante a nivel de los foliculos

como a nivel del cuerpa [oteo.

In vive e in wire, la saralasina, un potente antagonista receptorial de a
Angll, s capaz de bloguear la reanudacion de la meiosis inducida por
hZG en una forma dependiente de la dosis. Este efecto @5 revertido por
la Angll. Esto sugiere un papel de la Angll en los procesos que cohducen

a la maduracian de los avocitos.
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¥. La administracion intraperitoneat de saralasing a ralas inmaduras inhike
la gvulacidn, y esta inhibicidén £s reverlida por la Angll. Esle resultado
sugiere un papel directo de la Angll en la evulacion, posiblemente como

rmadiador de la LH.

5. La Angll tiene un probable papel en los procesns de neovascularizacion

asociados al crecimiento folicular y a la formacian del cuerpo uteq,

4. La apoplosis es el mecansmo Basico de |a atresia folicular.

10, La apoptosis participa en los fendmenas de kgemacion vy regresion del

cuerpo hileo.

11. La apoptosis inlerviane en el proceso de cistogeness en & S0OF,
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