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en el sindrome de ovarios poliquisticos: posible
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N RESUMEN

El conocimiento en la regulacion
de las funcicnes del ovario se ha
extendido del concepto clasico
de la regulacidn endocrina por
hormonas sexuales y gonadotro-
pinas al conocimiento de regula-
cién intraovarica, por medio de

factores pardcrinos y autécrinos. .
El crecimiento folicular y la este-

roidogeénesis es regulada princi-
almente por las gonadotropinas
hormona f{oiiculo estimuiante,
FSH; y la hormona luteinizante,
LH) y los esteroides. Por otra par-
te, ultimamente han aumentado
las evidencias que revelan que
los factores de crecimiento in-
traovaricos juegan un pape! im-
portante en la modulacidn de los
efectos de ias gonadotropinas en
las funciones del ovario.

%

Palabras cfave: Apoptosis, esteroi-
dogeénesis, EGF, TGF-a, ovario poli-
quistico

(Morales Gonzilez JA. ot al. El factor
de crecimiento transformante-a
(TGF-a) y el factor de crecimiento
epidermoide (EGF) en el sindrome
dz ovarios poilquisticos: posible pa-
pel en la disminucién da las meca-
nismos apoptéticos en el folicuio.
Ginec Obstet Mex 2001; 69: 218).

" W SUMMARY .
Knowledgement on ovary func-

tion regulation is advancing.
Classic concept about endocrine
reguiation by sexual hormones
and gonadotrophin has turning to
an hypothesis: autocrine and pa-
racrine factors as intra-ovarian re-
gulators. Follicular growth and
steroidogenesis are mainly driven
by follicle stimulating hormone
{FSH), luteine hormone (LH) and
steroids. On the other hand, the
presence of intra-ovarian growth
factors have an important role in
modulation of gonadotrophin ef-
fects on ovarian functions. The in-
fluence of this factors on follicie
growth are described,

Key words: Apoptosis, steroidoge-
nesis, EGF, TGF-q, polycystic ovarian
syndrome

(Morales Gonzilez JA. ai al. Effects
of transforming growth factor-a
{TGF-a) y and epidermal growth fac-
tor {(EGF) in polycystic ovaric syn-
drome on follicle apoptosis. Ginec
Obstet Mex 2001; 63: 218).

B INTRODUCCION

esde el momento del na-"

cimiento, hay gran canii-

dad de foliculos primor-
diales debajo de la cipsula ovdrica
¥y cada uno contiene un évulo in-
maduro. Al iniciarse cada ciclo
menstrual, varios de estos folicu-
los aumentan de tamafio y se for-
ma una cavidad alrededor del

“6vulo llamada antro que esta lle-

na de liquido folicular (Fig. 1), En
el ser humano, uno de los folicu-
los en un ovario comienza a cre-
cer rdpidamente hacia el sexto dia
y se convierte en el foliculo domi-
nante, mientras que los demas su-
fren regresion formando foliculos

*'Protesor de Fisiologia. Facultad de Cdontologia. UNAM; 2Laboratario de Bioquimica y Medicina Experimemal. Cenro Madico Nacional 20
de Moviembre™, ISSSTE: 3Ginecoobstetra, Médico Residente del Servicio de Biologla de la Reproduccisn Humana. Centre Médico Nacional
~20 de Moviembre”, ISSSTE: “Jefe de Seccién. Servicio de Biologia de la Reproduccién Humana, Centro Médice Nacional “20 da Noviem-
bre”, ISSSTE: SJefe de fa Clinica Universilaria de Salud Integral Iztacala, UNAM.

218 GIVECOLUGIA ¥ BSTETRICIN DE MEXICO




PR SR BRE S Re e e P T

GINECOLOGIA
Y OBSTETRICIA
DE MEXICO

El factor de crecimiento transformante-c. (TGF-o)
y el factor de crecimiento epidermoide (EGF)
en el sindrome de ovarios poliquisticos: posible

papel en la disminucién de los me

apoptaticos en el foliculo

canismos

M Or. José Antonio Morales Genzdlez,! Dr. Jesé Gutiérrez Salinas,2 Dr. Jaime Paz Avila,® Dr. Luciano
Francisco Sauceda Gonzélezt y Dr. José Luis Montes Balderas5

W RESUMEN

Ei conecimiento en la reguiacién
de las funciones del ovario se ha
extendido del concepto ciasico
de la regulacisn endocrina por
hormonas sexuales y gonadotro-
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regulation by sexual hormones
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an hypothesis: autocrine and pa-
racrine factors as intra-ovarian re-
guiators. Follicular growth and
steroidogenesis are mainly driven
by follicle stimulating hormone
{FSH), luteine hormone (LH) and
steroids. On the other hand, the
presence of intra-ovarian growth
factors have an important role in
modulation of gonadotrophin ef-
fects on ovarian functions. The in-
fluence of this factors on follicle
growth are described.
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(Morales Gonzilez JA. e? al. Effects
of transforming growth factor-o
(TGF-c) y and epidermat growth fac-
tor (EGF) in polycystic ovaric syn-
drome on follicle apoptosis. Glnec
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& INTRODUCCION

esde el momento del na-~

cimiento, hay gran cand-

dad de foliculos primor-
diales debajo de la cipsula ovarica
y cada uno contiene un évulo in-
maduro. Al iniciarse cada ciclo
menstrual, varios de estos folicu-
los aumentan de tamario y se for-
ma una cavidad alrededor del

“6vulo llamada antro que est Ile-

na de lquido folicular (Fig. 1). En
el ser humano, uno de los folicu-
los en un ovario comienza a cre-
cer rdpidamente hacia el sexto dia
y se convierte en el foliculo domi-
nante, mientras que los demds su-
fren regresion formando foliculos
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de la regulacidn endocrina por
hormonas sexuales y gonadotro-
pinas al conocirniento de regula-
cion intraovarica, por medio de

factores parécrinos y autéerinos. |
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almente por las gonadotropinas
hormona foliculo estimulante,
FSH; y la hormona luteinizante,
LH) y los esteroides. Por otra par-
te, ultimamente han aumentado
las evidencias que revelan que
los factores de crecimiento in-
traovaricas juegan un pape! im-
portante en la modulacién de los
efectos de ias gonadotropinas en
las funciones del ovario.
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B SUMMARY

Knowledgement on ovary func-

tion regulation is advancing.
Classic concept about endocrine
regulation by sexual hormones
and gonadolrophin has turning to
an hypothesis: autocrine and pa-
racrine factors as intra-ovarian re-
gulators. Folficular growth and
steroidogenesis are mainly driven
by follicle stimulating hormone
{FSH), luteine hormone (LH) and
steroids. On the other hand, the
presence of intra-ovarian growth
factors have an important role in
modulation of gonadotrophin ef-
fects on ovarian functions. The in-
fluence of this factors on follicle
growth are described.
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esde el momento del na-"

cimiento, hay gran cani-

dad de foliculos primor-
diales debajo de la cipsula ovérica
y cada uno contiene un évulo in-
maduro. Al iniciarse cada ciclo
menstrual, varios de estos folicu-
los aumentan de tamafio y se for-
ma una cavidad alrededor del

‘6vulo llamada antro que estd lle-

na de liquido folicular (Fig. 1). En
el ser humano, uno de los folicu-
los en un ovario comienza a cre-
cer rapidamente hacia el sexto dia
y se convierte en el foliculo domi-
nante, mientras que los demds su-
fren regresién formando foliculos
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Figura 1
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Diferentes estadios del desarrollo falicular. Ei concepto clasico de ¢cé6mo fa FSH y ta LH regulan el desarrolio

del tolicuio.

atrécicos. El proceso de atresia im-
plica el fenémenc de apoptosis.
No hay certeza acerca de c6mo se
selecciona un foliculo para ser el
dominante durante esta fase foli-
cular del ciclo menstrual, pero pa-
rece estar relacionada con la capa-
cidad del foliculo para secretar en
su interior el estrégeno necesario
para la maduraci6n final (Kenigs-
berg y col. 1995). En este¥mismo
contexto, Tamura y3ol2(1995) su-
gieren al TGF-a como un regula-
dor de la esteroidogénesis. La au-
sencia de TGF-a de los foliculos de
la fase liitea y de los foliculos pri-
mordial y preantral sugiere que
posiblemente el involucramiento
de TGF-a va en relacién con el es-
tado de desarrollo del foliculo.

B TGF-« Y EGF

Durante etapas tempranas del
desarrollo folicular, se lleva a ca-
bo el reclutamiento de un folicu-
lo para la ovulacién. Este proceso
de reclutamiento es pobremente
entendido, pero se sabe que las
células de la granulosa juegan un
papel muy importante. Los fac-
tores que promueven el creci-
miento y la diferenciacién de las
células~de la granulosa durante
la fase folicular son sensibles a
las hormonas FSH, estradiol y
TGF-B (Bendell y Dorrington,
1991). Estudios recientes de-
muestran que los factores de cre-
cimiento TGF-a y EGF desempe-
fian funciones importantes en el
ovario.

La primera fincién para el
TGF-a y el EGF implica multiples
efectos durante el desarroilo folicu-
lar y la maduracién del ovocito.
Esto se debe a que estimulan la di-
ferenciacion de las células de la
granulosa (Yeh y col. 1993). Se ha
descrito que la maduracion del fo-
Jiculo del ratén estd regulada de
una forma dosis-dependiente por el
EGE Concentraciones de 1 ng/mL
de estefactor en un medio-de-cul-
tivo permiten el aumento del nd-
mero de foliculos preovulatorios ¥
una concentracién alta de EGF
(5-10 ng/mL) produce un aumen-
to de los foliculos atrésicos. Por
otro lado, se ha encontrado que
existen concentraciones muy ele-
vadas de EGF en el fluido folicu-

ISSN-0300-9041 Voruases 69, Juxio 2001 219
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‘TGF-ay EGF en el sindrome de ovarios poliquisticos

Figura 2

Participacion de los factores de crecimiento (TGF-a y EGF) en la regulacién
de la foliculogénesis, de la esteroidogénesis y la apoptosis. La hipofisis li-
bera a la LH y FEH, estas hormonas estimulan en las célufas de la granulo-
53, la liberacion del factor de crecimiento semejante a la insulina tipa 1 (IGF-1),
que a su vez estimula a las células diola teca para la liberacion de los factores
de crecimiento (EGF y TGF-a) y ésfos por su parte realizan fas diferentes
funciones en las céiulas de la granulosa, los mecanismos exactos atln se
desconocen.

lar en foliculos que estdn en dege-
neracion (Boland y Gosden, 1994).
Duygante el curso de la madura-
cién folicular, la localizacién de
estos factores de crecimiento cam-
bia. Esto se comprobé utilizando

~ ., CINECr Ot vy OIRSTETRCEy DE Y Eves-n

técnicas de inmunohistoquimica,
en donde el TGF-a se detectd en
ovocitos inicamente durante esta-
dios tempranos de maduracion,
en donde las células de la granu-
losa y de la teca no demostraban

la expresion de este factor de cre-
cimiento; posteriormente, las cé-
lulas de la teca comienzan a sinte-
tizar al TGF-a y durante la
regresién folicular permanecen
positivas para el TGF-a. E1 EGF se
observa durante las fases tardias
del desarrollo folicular y durante
la regresion del foliculo. Por otra
parte, las células de la granulosa
no sintetizan ninguno de estos
factores de crecimiento, sino que
son las receptoras (Reeka y col.
1998) (Fig.2).

Ofra funcién que se ha descrito
para estos factores de crecimiento
(TGF-a y EGF), es la induccién de
la produccién hormonal, dado
que ambos tienen influendia en la
esteroidogénesis de las células de
la granulosa ya que en combina-
cién con la FSH, estas células au-
mentan su produccién de proges-
terona y 20-a-dihidroprogesterona
(Yeh y col. 1993). El TGF-a y el
EGF a su vez son inhibidores po-
tenciales de la hormona FSH y tie-
nen un efecto dosis-dependiente
en la inhibicién de la actividad de
la enzima aromatasa inducida por
FSH. Esto resulta en una inhibi-
¢ién en las concentraciones de es-
tradiol en el ovario y en una su-
presion del desarrollo folicular
(Bendell y Dorrington, 1990; Ma-
son y col. 1990) (Fig.2).

Por Gitimo, otra funcidén descri-
ta para la accién del TCF-a y el
EGF es el hecho de que al estimu-
lar a las células de la granulosa en
la produccién de progesterona,
aparentemente previenen la apop-
tosis de estas células. Probable-
mente el aumento en la sintesis de
progesterona es parte del meca-
nismo esencial por el cual el EGF
y el TGF-a mantienen la viabili-
dad de las células de la granulosa
al regular la esteroidogénesis en
estas células (Luciano v col. 1994).




Morales et al.

En varios estudios se ha demostra-
do que tanto la FSH como la LH
tienen un efecto antiapoptoético so-
bre células foliculares en cultivo.
Sin embargo, en cultivos tnica-
mente de células de la granulosa
no se observa este efecto, o que in-
dica la importancia de las células
de la teca como mediadores de se-
fales intracelulares que también
podrian regular el fendmeno apop-
totico. Se ha postulado que tanto
la FSH como la LH inducen la pro-
duccién del factor de crecimiento
semejante a la insulina tipo 1 (IGF-I)
por las células de la granulosa, el
cual actia en las células de la teca
estimulando la secrecion de TGF-«
y de EGF, y estos dos factores di-
funden a las células de la granulo-
sa para inhibir a la apoptosis (Bi-
llig y col, 1996) (Fig.2).

Al EGF y al TGF-a se les ha im-
plicado como inhibidores de la
apcptosis de las células de la granu-
losa in vitro (Tilly y col. 1992). Por
otra parte, Billig y col. (1996) indi-
can que tanto el TGF-a como EGF
juegan un importante papel en la
prevencion de la apoptosis en las
células de ia granulosa en foliculos
preovulatorios. Considerando que
la apoptosis es el mecanismo mo-
lecular que sustenta la atresia folicu-
lar, es evidente que dichos factores
son inhibidores o por lo menos re-
guladores de este fenémeno.

R APOPTOSIS
La apoptosis, también llamada
muerte celular programada, es’el

mecanismo por medio del cual los

tejidos tienden a regular la canti-
dad activa de células. La apopto-
sis es un proceso fisioldgico esen-
cial para el embrién normal en
desarrolle y en la homeostasis del
adulto {Clarke, 1990).

En los tejidos adultos, la apop-
tosis es algo comun, dependiendo

del tipo de tejido de que se trate.
En el sistema nervicso central, el
corazdn, el higado y el rifién, don-

ticas para su eliminacién (Wyllie,
1987).
Mucho de lo que se sabe sobre

de la relacién de proliferacién es los mecanismos moleculares de la
baja, se observa poca apoptosis apoptosis es derivado del estudio
bajo condiciones fisiolégicas nor- genético en Caenorhabditis elegans.
males (Benedetti y col, 1988). Por Estudios con mutaciones han
otro lado, en los tejidos en donde  identificado los genes que regulan
existe una elevada relacién de laapoptosis en C. elegans (Driscoll,
proliferacién, como es el sistema 1992). Dos de esos genes (ced-3, y
hematopoyético, epitelio intesti- ced-4) son necesarios para activar
nal y testiculo, la apoptosisesalta a la apoptosis y su inactivacién
(Billig y col, 1995). En ei ovario de  por mutacién resulta en el aciimu-
los mamiferos existe una alta rela- lo de células que normalmente de-
cién de apoptosis en las células fo-  berian morir. El gen ced-3 codifica
liculares durante la vida repro- para proteasas de cisteina, las cua-
ductiva (Hsueh y Jones, 1981). les son similares en secuencia y

La apoptosis se distingue por funcién a las proteasas de cisteina
cambios morfoldgicos caracteristi- de mamiferos conocidas como EC!
cos tanto en el niicleo como en el (enzima convertidora de la inter-

citoplasma. Los cambios tipicos
nucieares durante la apoptosis
consisten principalmente en la

leucina 1 beta), la cual es proapop-
tética (Zeleznik y col, 1989). El gen
ced-4 codifica para proteinas que

condensacién de la cromatina, que  unen calcio y hasta la fecha no se
resulta en la formacién de zonas ha mostrado homologia con genes
densas de heterocromatina. Estos de mamiferos. El gen ced-9 en 0 se
cambios se contintian con la rup- opore a la accién del ced-3 y de
tura de la membrana nuclear y de- ced-4 y una mutacién que inactiva
sintegracion nuclear en fragmen- a ced-9 resulta en muerte celular
tos esféricos densos, que forman masiva y es letal durante el desa-
niicleos picnéticos (Wyllie, 1987).  rrollo. El ced-9 es similar en se-

Independientemente de la con-
densaciéon de la cromatina en el
ntcleo, se presenta la activacién
de DNAsa endonucleolitica de-
pendiente de Ca++ y Mg+**; por ac-
ci¢n de esta enzima, el DNA de las
células apoptéticas presenta un
patron caracteristico de rompi-
miento internucleosomal forman-

do fragmentos de 180 a 200 pares __es considerada_como un “guar-

de bases (pb). El citoplasma de una
célula en apoptosis se caracteriza
por una agregacion y desorienta-
cion de los organelos citopldsmi-
cos. Concomitantemente, la mem-
brana plasmatica muestra burbujas
caracteristicas de células en dege-
neracion, lo cual ayuda a su reco-
nocimiento por las células fagoci-

cuencia y funcién a bcl-2 de ma-
mifero, que es un gen que
pertenece a la familia de los pro-
tooncogenes (Hengartuer y Hor-
vitz, 1994} y su sobreexpresion in-
hibe la apoptosis en nemétodcs,
insectos y células de mamiferos
(Alnemri y col, 1992; Hengartner
y Horvitz, 1994). La proteina p53

didn del genoma” ya que esta pro-
teina es expresada por la célula
cuando existe dafic al DNA y an-
tes de entrar a la fase 5 del ciclo ce-
lular, y reparar al DNA, en caso de
persistir esta condicion en fase 5,
la proteina p53 se sobreexpresa y
se lleva a cabo la apoptosis. La
proteina p33 es inductora de la
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En varios estudios se ha demostra-
do que tanto la FSH como la LH
tienen un efecto antiapoptoético so-
bre células foliculares en cultivo.
Sin embargo, en cultivos tnica-
mente de células de la granulosa
no se observa este efecto, lo que in-
dica la importancia de las células
de la teca como mediadores de se-
fiales intracelulares que también
podrian regular el fenémenc apop-
tético. Se ha postulado que tanto
la FSH como la LH inducen la pro-
duccion del factor de crecimiento
semejante a la insulina tipo 1 IGF-I)
por las células de la granulosa, el
cual achia en las células de la teca
estimulando la secrecién de TGF-
y de EGF, y estos dos factores di-
funden a las células de la granulo-
sa para inhibir a la apoptosis (Bi-
llig y col, 1996) (Fig.2).

Al EGF y al TGF-a se les ha im-
plicado como inhibidores de la
apoeptosis de las células de la granu-
losa in vitro (Tilly y col. 1992). Por
otra parte, Billig y col. (1996) indi-
can que tarto el TGF-a como EGF
juegan un importante papel en la
prevencion de la apoptosis en las
células de ia granulosa en foliculos
preovulatorios. Considerando que
la apoptosis es el mecanismo mo-
lecular que sustenta la atresia folicu-
lar, es evidente que dichos factores
son inhibidores o por lo menos re-
guladores de este fenémeno.

M APOPTOSIS
La apoptosis, también llamargla
muerte celular programada, es’el
mecanismo por medio del cual los
tejidos tienden a regular la canti-
dad activa de células. La apopto-
sis es un proceso fisiologico esen-
cial para el embrién normal en
desarrollc y en la homeostasis del
adulto (Clarke, 1990).

En los tejidos adultos, la apop-
tosis es algo comiin, dependiendo

del tipo de tejido de que se trate.
En el sistema nervioso central, el
corazén, el higado y el rifién, don-
de la relacién de proliferacién es
baja, se observa poca apoptosis
bajo condiciones fisiolégicas nor-
males (Benedetti y col, 1988). Por

otro lado, en los tejidos en donde

existe una elevada relacién de
proliferacién, como es el sistema
hematopoyético, epitelio intesti-
nal y testiculo, la apoptosis es alta
(Billig y col, 1995). En el ovario de
los mamiferos existe una alta rela-
cién de apoptosis en las células fo-
liculares durante la vida repro-
ductiva (Hsueh y Jones, 1981).

La apoptosis se distingue por
cambios morfolégicos caracteristi-
cos tanto en el niicleo como en el
dtoplasma. Los cambios tipicos
nucieares durante la apoptosis
consisten principalmente en la
condensacion de la cromatina, que
resulta en la formacién de zonas
densas de heterocromatina. Estos
cambios se continian con la rup-
tura de la membrana nuclear y de-
sintegracién nuclear en fragmen-
tos esféricos densos, que forman
niicleos picnéticos (Wyllie, 1987).
Independientemente de la con-
densacién de la cromatina en el
niicleo, se presenta la activacion
de DNAsa endenucleolitica de-
pendiente de Ca*+y Mg**; por ac-
cién de esta enzima, el DNA de las
células apoptéticas presenta un
patron caracteristico de rompi-
miento internucleosomal forman-
do fragmentos de 180 a 200 pares
de bases (pb). El citoplasma de una
célula en apoptosis se caracteriza
por una agregacion y desorienta-
adn de los organelos citoplasmi-
cos. Concomitantemente, la mem-
brana plasmatica muestra burbujas
caracteristicas de células en dege-
neracion, lo cual ayuda a su reco-
nocimiento por las células fagoci-

ticas para su eliminacién (Wyllie,
1987).

Mucho de lo que se sabe sobre
los mecanismos moleculares de la
apoptosis es derivado del estudio
genético en Caenorhabditis elegans.
Estudios con mutaciones han
identificado los genes que regulan
la apoptosis en C. elegans (Driscoll,
1992). Dos de esos genes (ced-3, y
ced-4) son necesarios para activar
a la apoptosis y su inactivacion
por mutacion resulta en el acimu-
lo de células que normalmente de-
berfan morir. El gen ced-3 codifica
para proteasas de cisteina, las cua-
les son similares en secuencia y
funcidn a las proteasas de cisteina
de mamiferos conocidas como ECI
(enzima convertidora de la inter-
leucina 1 beta), la cual es proapop-
tética (Zeleznik y col, 1989). El gen
ced-4 codifica para proteinas que
unen calcio y hasta la fecha no se
ha mostrado homologia con genes
de mamiferos. El gen ced-9 en C se
opore a la accién del ced-3 y de
ced-4 y una mutacién que inactiva
a ced-9 resulta en muerte celular
masiva y es letal durante el desa-
rrollo. El ced-2 es similar en se-
cuencia y funcién a bcl-2 de ma-
mifero, que es un gen que
pertenece a la familia de los pro-
tooncogenes (Hengartuer y Hor-
vitz, 1994) y su sobreexpresion in-
hibe la apoptosis en nematodcs,
insectos y células de mamiferos
(Alnemri y col, 1992; Hengartner
y Horvitz, 1994). La proteina p53
es considerada como un “guar-
didn del genoma” ya que esta pro-
teina es expresada por la célula
cuando existe dafio al DNA y an-
tes de entrar a la fase 5 del ciclo ce-
lular, y reparar al DNA, en caso de
persistir esta condicion en fase 5,
la proteina p53 se sobreexpresa v
se lleva a cabo la apoptosis. La
proteina pS53 es inductora de la
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apoptosis, ya que posee propieda-
des de activacion transcripcional
al ser capaz de activar genes que
controlan la apoptosis tales como
apo/fas, cd40, crm-A, ice, tnfr-1
(Gottlieb y Oren, 1996). Varios ge-
nes de mamiferos estdn involucra-
dos en las senales de apoptosis
contenidas en los dominios de
‘muerte conservadas durante la
evolucién, estos dominios fueron
inicialmente identificados en la
cercania de las regiones celulares
del receptor tipo 1 del factor de ne-
crosis tumoral-a (TNF-o) y el anti-
‘geno Fas, el cual es un mediador
Jimportante de apoptosis. Ademas
‘de éste, varias proteinas intracelu-
lares han sido identificadas en base
a st interaccién con el dominio de
'muerte Fas.

La sobreexpresién de este do-
minio Fas en céhulas de mamiferos
produce apoptosis lo cual sugiere
|que éste puede ser el origen de las
Iseﬁales apoptoticas por un recep-
tor de membrana plasmatica (Na-
| gata y Golstein, 1995).

Por medio de estudios en mo-
delos experimentales de laborato-
rio se ha determinado que la ex-
presién de las enzimas llamadas
caspasas (del tipo 3, 6, 7, 8, 10) son
indispensables para la muerte por
apoptosis en muchos tipos celula-
res de mamiferos. Estas enzimas
son una familia de proteasas cuya
Iactivacién ocurre en dos etapas se-
cuenciales. Las caspasas 8 y 10
|(f:arnbién denominadas FLICE vy
Mchd4, respectivamente) partici-
pan en la fase de activacién del
programa de muerte, y son activa-
das en respuesta a la ocupacién
del receptor de TNF tipo 1 o de
APQ/FAS. Por otra parte, las cas-
Ipasas 3,67y 9 (también denomi-
nadas CPP32, Mch2, ICE-LAP3, e
IICE-LAP6, respectivamente} for-
Iman parte de la fase de ejecucién.
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Estas caspasas pueden ser acti-
vadas como resultado de dafio
mitocondrial o bien por otros
mecanismos independientes de
la mitocondria atin no bien carac-
terizados (Cohen, 1997).

Ademas de la activacién de la
cascada de caspasas durante la
muerte_por apoptosis, se activan
varios procesos bioquimicos que
han sido considerados como vias
paralelas que conducen a la muer-
te ceiular. Dentro de estos proce-
sos bioquimicos que se han iden-
tificado y que contribuyen al
mecanismo de muerte celular esta
la activacién de una enzima de
membrana llamada esfingomieli-
nasa, la cual hidroliza a la esfingo-
mielina produciendo ceramida.
La ceramida asi producida, achia
como segundo mensajero indu-
ciendo citostasis (arresto de la
proliferacién celular) o muerte ce-
lular por apoptosis, dependiendo
del blanco celular. Por otra parte,
Ia activacién de la fosfolipasa del
tipo A2 (PL-A2) en respuesta a es-
timulos apoptéticos, como el
TNF-a, produce un aumento en el
metabolismo del &cido araquidé-
nico que ha sido asociado con la
muerte celular, posiblemente por
la generacién de radicales libres.
Si bien se desconoce atn cudles de
los metaboiitos del dcido araqui-
dénico (prostaglandinas, leuco-
trienos o tromboxanos) son relevan-
tes para la muerte por apoptosis,
exjsten varios informes que de-
muestran una clara correlacién
entre la actividad de PL-A2 y el
programa de muerte (Golstein,
1997).

W APOPTOSIS Y DESARROLLO
FOLICULAR

Dos estados de degeneracién celu-

lar se distinguen en el ovario: de-

generacion de células germinati-

vas, que ocurre principalmente en
la etapa prenatal, y la degenera-
cién del foliculo (atresia), la cual
ocurre durante la etapa posnatal
en la vida reproductiva en el ova-
rio. En el humano, se encuentran
dos millones de ovocitos al naci-
miento; al llegar a la pubertad es-
tin presentes s6lo alrededor de
400,000 foliculos y tinicamente 400
foliculos ovulan durante la vida
reproductiva de la mujer (Kenigs-
berg y col, 1995). Lo anterior signi-
fica que a pesar de haber una gran
cantidad de ovocitos, s6lo un pe-
quefio niimero ovula y la mayoria
cae en apoptosis, por lo cual el
ovario proporciona un.modelo
ttnico para el estudio de la regula-
cion de la apoptosis.

El foliculo del ovario degenera
a atresia en un proceso apoptético
controlado por hormonas, y los
foliculos en degeneracién son eii-
minados al mismo tiempo. Usan-
do la fragmentacién del DNA co-
mo un marcador de apoptosis, se
ha encontrado la atresia de los fo-
liculos-en diferentes especies. que
van desde el pollo al humano
{Quirk y col, 1995). .

Se sabe que las gonadotropinas
son requeridas para el crecimiento
y desarrollo del foliculo del ovario.
En modelus experimentales con
foliculos preovulatorios en cultivo,
la apoptosis se presenta esponta-
neamente al suprimir a las hormo-
nas ¥HS y LH. La unién de las go-
nadotropinas a sus receptores de
membrana en las células de la gra-
nulosa resuita en activacién de la
adenilato ciclasa y acumulacién
del AMPc, lo cual activa a protei-
nas cinasas que constituyen sefia-
les intracelulares que inhiben la
apoptosis. Por otro lado, la hormo-
na del crecimiento (GH) afecta e}
crecimiento folicular al estimular
la accion de las gonadotropinas, lo
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| apoptosis, ya que posee propieda-
| des de activacion transcripcional
al ser capaz de activar genes que
controlan la apoptosis tales como
apo/fas, ¢d40, crm-A, ice, tnfr-1
 (Gottlieb y Oren, 1996). Varios ge-
nes de mamiferos estin involucra-
| dos en las sefiales de apoptosis
contenidas en los dominios de
| muerte conservadas durante la
evolucidn, estos dominios fueron
inicialmente identificados en la
cercanfa de las regiones celulares
| del receptor tipo 1 del factor de ne-
lcros'm tumoral-a (TNF-a) y el anti-
geno Fas, el cual es un mediador
importante de apoptosis. Ademds
de éste, varias proteinas intracelu-
 lares han sido identificadas en base
a su interaccién con el dominio de
| muerte Fas.

La sobreexpresion de este do-

| minio Fas en células de mamiferos
produce apoptosis lo cual sugiere
|que éste puede ser el origen de las
sefnales apoptéticas por un recep-
Itor de membrana plasmatica (Na-
Bata y Golstein, 1995).

Por medio de estudios en mo-
delos experimentales de laborato-
rio se ha determinado que la ex-

Jpresién de las enzimas llamadas
caspasas (del tipo 3, 6, 7, 8, 10) son
Jindispensables para la muerte por
apoptosis en muchos tipos celula-
res de mamiferos. Estas enzimas
s0n una familia de proteasas cuya
'activacic’m ocuirre en dos etapas se-
cuenciales. Las caspasas 8 y 10
I(también denominadas FLICE y
ch4, respectivamente) partici-
pan en la fase de activacion del
Jprograma de muerte, y son activa-
das en respuesta a la ocupacién
el receptor de TNF tipo 1 o de
APO/FAS. Por otra parte, las cas-
Ipasas 3,67y 9 (también denomi-
nadas CPP32, Mch2, ICE-LAP3, e
CE-LAPS6, respectivamente) for-
lman parte de la fase de ejecucion.
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Estas caspasas pueden ser acti-
vadas como resultado de dano
mitocondrial o bien por otros
mecanismos independientes de
la mitocondria atdn no bien carac-
terizados (Cohen, 1997).

Ademas de la activacién de la
cascada de caspasas durante la
muerte por apoptosis, se activan
varios procesos bioquimicos que
han sido considerados como vias
paralelas que conducen a la muer-
te ceiular. Dentro de estos proce-
sos bioquimicos que se han iden-
tificado y que contribuyen al
mecanismo de muerte celular estd
la activacién de una enzima de
membrana llamada esfingomieli-
nasa, la cual hidroliza a la esfingo-
mielina produciendo ceramida.
La ceramida asi producida, actia
como segundo mensajerc indu-
ciendo citostasis (arresto de la
proliferacién celular) o muerte ce-
lular por apoptosis, dependiendo
del blanco celular. Por otra parte,
la activacién de la fosfolipasa del
tipo A2 (PL-A2) en respuesta a es-
timulos apoptéticos, como el
TNF-q, produce un aumento en el
metabolismo del dcido araquidé-
nico que ha sido asociado con la
muerte celular, posiblemente por
la generacion de radicales libres.
Si bien se desconoce atin cuéles de
los metaboiitos del acido araqui-
dénico (prostaglandinas, leuco-
trienos o tromboxanos) son relevan-
tes para la muerte por apoptosis,
eyjsten varios informes que de-
muestran una clara correlacion
entre la actividad de PL-A2 y el
programa de muerte (Golstein,
1997).

W APOPTOSIS Y DESARROLLO
FOLICULAR

Dos estados de degeneracion celu-

lar se distinguen en el ovario: de-

generacién de células germinati-

vas, que ocurre principalmente en
la etapa prenatal, y la degenera-
ci6én del foliculo (atresia), la cual
ocurre durante la etapa posnatal
en la vida reproductiva en el ova-
rio. En el humano, se encuentran
dos millones de ovocitos al naci-
miento; al llegar a la pubertad es-
tin presentes s6lo alrededor de
400,000 foliculos y inicamente 400
foliculos ovulan durante la vida
reproductiva de la mujer (Kenigs-
berg y col, 1995). Lo anterior signi-
fica que a pesar de haber una gran
cantidad de ovocitos, sélo un pe-
queiio nimero ovula y la mayoria
cae en apoptosis, por lo cual el
ovario proporciona un.modelo
Ginico para el estudio de la regula-
cién de la apoptosis.

El foliculo del ovario degenera
a atresia en un proceso apoptoético
controlado por hormonas, y los
foliculos en degeneracién son eli-
minados al mismo Hempo. Usan-
do la fragmentacion del DNA co-
mo un marcador de apoptosis, se
ha encontrado la atresia de los fo-
liculos-en diferentes especies que
van desde el pollo al humano
(Quirk y col, 1995). .

Se sabe que las gonadotropinas
son requeridas para el crecimiento
y desarrollo del foliculo del ovario.
En modelos experimentales con
foliculos preovulatorios en cultivo,
la apoptosis se presenta esponti-
neamente al suprimir a las hormo-
nas FHS y LH. La uni6n de las go-
nadotropinas a sus receptores de
membrana en las células de la gra-
nulosa resulta en activacién de la
adenilato ciclasa y acumulacién
del AMPg, lo cual activa a protei-
nas cinasas que constituyen sefia-
les intracelulares que inhiben la
apoptosis. Por otro lado, la hormo-
na del crecimiento (GH) afecta el
crecimiento folicular al estimular
la accion de las gonadotropinas, lo
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cual suprime la apoptosis espont-
nea de los foliculos en cuitivo
(Chun y col, 1994; Eisenhauer y
col, 1995). Ademas de las hormo-
nas endocrinas, se producen local-
mente factores de crecimiento que
pueden regular la foliculogénesis.
El EGFE, uno de estos factores, es
producido por células folicuiares y
su accién consiste en inhibir la
fragmentacién espontinea del
DNA en los foliculos preovulato-
rios, esta accidn es bloqueada por
la genisteina e inhibidores de tiro-
sin cinasas (Tilly y col, 1992). " -

La presencia de estrégenos in-
crementa la division mitética en
células de la granulosa e incre-
menta el peso del ovario. Los fo-
liculos atrésicos presentan una
disminucién en la produccién de
estrgenos y de la relacién de es-
trdgenos/andrégenos en el fluido
folicular, lo que sugiere la impor-
tancia de los estrégenos locaies pa-
ra mantener un foliculo sano.
Cuando son suprimidos los estré-
genos en animales de experimen-
tacion el ovario presenta apoptosis
magiva. Esta apoptosis es confina-
da principalmente a las células de
la granulosa, lo que indica que es-
te tipo celular es el que lleva a ca-
bo el proceso preferencialmente de
apoptosis (Billig y col, 1993; Peluso
y Pappalardo, 1994).

La presencia de gonadotropi-
nas induce la expresién de la pro-
teina bci-2 la cual es un factor co-
nocide que suprime la apoptosis
en muchos tipos celulares, incf%-

- -yendo.a las células de la-granulo- .

sa. Lo anterior queda demostrado
porque cuando las células somati-
cas del foliculo incrementan su ex-
presion de bcl-2, esto produce un
aumento en la supervivencia de
estas células, lo cual puede esti-
mular la tumorogénesis de las cé-
lulas germinales (Hsu y col, 1996).

La seleccién del foliculo, su
maduracién y su ovulacién de-
penden criticamente del trabajo
en conjunto de las gonadotropinas
y de los factores paricrinos in-
traovdricos, para suprimir la
muerte celular de las células de la
granulosa. La apoptosis de las cé-
lulas foliculares puede ocurrir en
cualquier estadio del desarroilo
folicular; sin embargo, la transi-
cién a la forma antral es el cuello
de botella en el desarrollo del foli-
culo (Hirdhfield, 1991) (Fig. D).

. L& apoptosis es un proceso con-

trolado por varios factores tanto

hormonales como de credmiento
que promueven y mantienen Ja ho-
meostasis. Estos factores son especdi-
ficos de cada tipo celular ya que por
ejemplo, los andrégenos promue-
ven apoptosis de las células de la
granulosa en el foliculo, pero estos
mismcs promueven la proliferacién
celular en el testiculo (Billig y col,
1993 y 1995).

~ La apoptosis es un importante
mecanismo de regulacién de la
muerte celular. La atresia de mu-
chos de los foliculos del ovario es
un proceso apoptético regulado
por hormonas en donde partici-
pan sistemas de segundo mensaje-
ro, gonadotropinas y factores lo-
cales tales como el dxido nitrico, la
IL1-8, los estrégenos, el TNF-a y
el EGF. Ei TNF-a actia a través de
receptores que poseen el dominio
para la muerte; sin embargo, los
mecanismos moleculares y de re-
gulacion hormonal de la apopto-
sis.-en-las células foliculares del
ovario aln no se CONoOcen Con pre-
cision. El conocimiento de estos
mecanismos seguramente ayuda-
ra en el desarrollo de nuevas mo-
dalidades terapéuticas para el tra-
tamiento de desérdenes del ovario
que se caracterizan por una dege-
neracién celular excesiva e inferti-

Morales et al.

lidad, como por ejemplo el sindro-
me del ovario poliquistico. Por
otra parte, el estudio de los meca-
nismos celulares de la apoptosis
del ovario puede ser la forma de
entender una gran variedad de fe-
nomenos patolégicos tales como
el cancer, la infeccién viral, los de-
sérdenes neurodegenerativos y
las enfermedades autoinmunes.

Un buen modelo de estudio, en
donde se ha encontrado un apa-
rente problema en la regulacién
del crecimiento folicular es el sin-

- drome del avario poliquistico.” El
‘sfndrome del ovario poliquistico
es una de las causas mds comunes
de infertilidad en la mujer. Res-
pecto a su frecuendia, se ha infor-
mado que se presenta entre 10-
25% de las mujeres que no logran
el embarazo (Bennink y col, 1998;
Santbrink y col, 1295).

Este sindrome es tnico en hu-
manos y es caracterizado por anor-
malidades heterogéneas en diferen-
tes aspectos taies como en la
morfologia del ovario, a niveles en-
docinos y en las manifestaciones
dlinicas. Basados en el potente efec-
to inhibitorio de TGF-a y de EGF en
la produccién de estrogenos por las
células de Ia granulosa y la eleva-
cién de EGF en el fluido folicular de
mujeres con ovarios poliquisticos,
se ha pensado que la funcién exce-
siva de EGF y de TGF-a pueda ser
responsable del sindrome del ova-
rio poliquistico. Lo anterior sugiere
que dentro de la etiologia del sin-
drome poliquistico, pueden estar
involucrados estos factores de credi-
miento (Almohbobi y col, 1996). Por
otra parte, se ha demostrado que el
TGF-a y el EGF bloquean el cred-
miento del foliculo antral y la sinte-
sis de estrégenos in vitro, condicio-
nes caracteristicas en el humano
para el sindrome del ovario "poli-
quistico (Almohbobi y col, 1995).
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Puesto que se sabe que tanto el
TGF-a y el EGF en altas concentra-
ciones producen apoptosis in vitro,
es interesante averiguar si este fe-
némeno apoptdtico esti presente
en el sindrome del ovario poli-
quistico, como una expresién del
mal funcionamiento de la céluia
cuando se presentan estos factores
en forma desregulada.

B CONCLUSIONES

Es conocido el hecho de que el cre-
cimiento del foliculo y la estercido-
génesis son usualmente reguladas
por la FSH y la LH; sin embargo,
evidencias experimentales han re-
velado que los factores de creci-
miento intraovdricos modulan el
efecto de estas gonadotropinas so-
bre la funcién del ovario. Se ha de-
mostrado que el EGF y el TGF-a
que se encuentran en el ovario,
son importantes para facilitar el
reclutamiento de un foliculo por
la hormona F5H e inducir la folicu-
logénesis. Sin embargo, estos facto-
res también son inhibidores po-
tentes de la aromatizaciéon de la
testosterona inducida por FSH en
la célula de la granulosa (Mason y
col, 1990; Findlay, 1993).

Se ha demostrado que en cul-
tivos de tejidos el TGF-a y el EGF
son inhibidores de la apoptosis
de las céiulas de !a granulosa del
foliculo. Este fenémeno antia-
poptético se sugiere que es me-
diado por el aumento en la pro-
duccién de la progesterona
(Luciano y col, 1994). En estos
mismos estudios, se ha observa-
do que a dosis minimas de estos
factores se presenta la madura-
cion del foliculo con una clara
funcién antiapoptética. Por otro
lado, concentraciones altas de es-
tos factores en el medio de culti-
vo producen la atresia folicular
mediada por la apoptosis (Bo-
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land y Gosden, 1994). También se
ka descrito que la presencia de
estrégenos én las células de la
granulosa favorece la madura-
cién del foliculo, y que el TGF-a
y €l EGF inhiben la produccién
de estos estrégenos, lo que puede
ocasionar en teoria el fenémeno
de apoptosis en las células de la
granulosa (Bendell y Dorrington,
1990; Luciano y col. 1994).

De todo lo anterior se despren-
de el hecho de que los factores de
crecimjento presentan acciones
contradictorias, lo que sugiere que
los mecanismos moleculares de
accién y su regulacién son muy
complejos y que probablemente
puede involucrar la presencia del
receptor para EGF, que funciona
tanto para EGE como para TGF-a,
los cuales intervienen en todo el
proceso folicular. No solamente el
receptor puede estar involucrado,
va que como se ha visto, la presen-
cia de las hormonas FSH v LH son
un factor decisivo en el desarrollo_
del folicule. Por lo tanto, las sefia-
les intracelulares derivadas de es-
tas hormonas pueden ser media-
dores de la respuesta celular, por
lo que los factores de crecimiento
podrian alterar la respuesta intra-
celular de estas hormonas y modi-
ficar ei comportamiento de la cé-
lula y producir, va sea desarrollo o
atresia folicular mediada por la
apoptosis.

En la actualidad se ha sugerido
que les factores de crecimiento
(TGF-a y EGF) participan en la pa-
togenia del sindrome del ovario
poliquistico (Almohbobi y col, 1995
y 1996, Alinohbobi y Trounson,
1996); sin embargo, existe poca in-
formacion en cuanto a los mecanis-
mos por medio de los cuales estos
factores intervienen en el proceso
de atresia folicular mediada por la
apoptosis en este sindrome.

El sindrome del ovario poli-
quistico es caracterizado por
multiples foliculos antrales pe-
querios, detenidos en su desarro-
llo pero viables y no atrésicos. La
sobreexpresién de algunos facto-
res (EGF y TGF-a) en este sin-
drome del ovario poliquistico,
factores considerados de super-
vivencia o antiapoptéticos, con-
duce a la siguiente hipétesis: De-
bido a que se ha demostrado que
el TGF-a y el EGF bloquean el
crecimiento del foliculo antral y
la sintesis de estrégenos in vitro,
condiciones caracteristicas en-el
humano para el sindrome del
ovario poliquistico, se sugiere
que la elevacién de estos factores
de crecimiento (TGF-a y EGF)
pueda estar estrechamente invo-
lucrada en la etiologfa de este
sindrome, mecanismo probable-
mente mediado por la inhibicién
de.la apoptosis que ocasiona la
atresia folicular.

La disminucién de ia estimu-
lacién de FSH y el acdmulo de
andrégenos pedria explicar la
detencién del progreso en el es-
tado preovulatorio. Es necesaria
una investigacidn adicional en la
patogénesis de este sindrome en
relacién con la modulacién de
genes supresores de tumores y
geres de la apoptosis como p53,
0 FAS, y la sobreexpresién de ge-
nes de supervivencia como bcl-2.
Es por ello que el estudio de los
efectos de estos factores de creci-
miento en el control de la apop-
tosis son de importancia capital
para entender las relaciones que
guarda la maduracién de un fo-
liculo, la muerte de éste (apopto-
sis) o la degeneracion que pre-
senta en el sindrome del ovario
poliquistico.

Por todo lo anterior, se deben
realizar estudios que investiguen




vk e el W Nl

MRV L Y e Y M w2

Puesto que se sabe que tanto el
TGF-a y el EGF en altas concentra-
ciones producen apoptosis in vitro,
es interesante averiguar si este fe-
némeno apoptdtico estd presente
en el sindrome del ovario poli-
quistico, como una expresion del
mal funcionamiento de la céluia
cuando se presentan estos factores
en forma desregulada.

M CONCLUSIONES

Es conocido el hecho de que el cre-
cimiento dei foliculo y la esteroido-
génesis son usualmente reguladas
por la FSH y la LH; sin embargo,
evidencias experimentales han re-
velado que los factores de creci-
miento intraovaricos modulan el
efecto de estas gonadotropinas so-
bre la funcién del ovario. Se ha de-
mostrado que el EGF y el TGF-a
que se encuentran en el ovario,
son importantes para facilitar el
reclutamiento de un foliculo por
la hormona F5H e inducir la folicu-
logénesis. Sin embargo, estos facto-
res también son inhibidores po-
tentes de la aromatizacién de la
testosterona inducida por FSH en
la célula de la granulosa (Mason y
col, 1990; Findlay, 1993).

Se ha demostrado que en cul-
tivos de tejidos el TGF-a y el EGF
son inhibidores de la apoptosis
de las céiulas de la granulosa del
foliculo. Este fendmeno antia-
poptético se sugiere que es me-
diado por el aumento en la pro-
duccién de la progeslerona
(Luciano y col, 1994). En estos
mismos estudios, se ha observa-
do que a dosis minimas de estos
factores se presenta la madura-
cion del foliculo con una clara
funcién antiapoptética. Por otro
lado, concentraciones altas de es-
tos factores en el medio de culti-
vo producen la atresia folicular
mediada por la apoptosis (Bo-
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de estos estrégenos, lo que puede
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granulosa (Bendell y Dorrington,
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duce a la siguiente hip6tesis: De-
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crecimiento del folfculo antral y
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que la elevacidn de estos factores
de crecimiento (TGF-a y EGF)
pueda estar estrechamente invo-
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sindrome, mecanismo probable-
mente mediado por la inhibicién
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relaciéon con la modulacién de
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Es por ello que el estudio de los
efectos de estos factores de creci-
miento en el control de la apop-
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la relacién que guardan las con-
centraciones de los factores de cre-
cimiento (TGF-a y EGF) en muje-
res con el sindrome del ovario

poliquistico y la aparicién de al--

gunos marcadores de apoptosis
como indicadores de atresia folicu-

némeno de muerte celular progra-
mada, que es normal y natural en
el foliculo, no se presente o esté
disminuido en esta patologia. Esto
puede traer como consecuencia la
detencidn del desarrollo, del fo-
liculo que caracteriza a este sin-

tificar si la sobreexpresién de es-
tos factores ocasionan supresién
de marcadores de apoptosis, co-
mo por ejemplo, p53 y Fas y/o
también si esta misma sobreexpre-
sién ocasiona aumento de los ni-
veles de factores de supervivencia

lar; en el supuesto de que este fe-

drome. Ademads, se tiene que iden-

como el bel-2. [ ]
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