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RESUMEN

La esfingosina 1-fosfato (S1P) es un esfingolipido implicado en procesos de
esteroidogénesis, sobrevivencia y proliferacion celular. El objetivo de este trabajo
fue reconocer el papel de la S1P como mediador de los efectos biologicos de la
hormona luteinizante (LH) en células de la teca de bovino. Células de la teca fueron
cultivadas en medio MacCoys 5a modificado por 96 horas (37°C, 5% CO2 y 95% de
humedad) con 0, 0.1, 1 y 10 ng/mL de LH, siendo las dosis bajas de LH (0.1y 1
ng/mL) las que promueven la viabilidad celular (P <0.05). Adicionalmente, se
cuantific6 en el medio de cultivo la concentracion de S1P por la técnica de ELISA,
demostrando que la dosis de 0.1 ng/mL de LH estimula una mayor concentracién
de S1P (P<0.05), esta dosis fue elegida como ideal para los subsecuentes
experimentos. Por otro lado, se identificO por Western Blot la presencia de la
esfingosina cinasa 1 fosforilada (SK1p) en células de la teca. Para determinar el
papel de S1P como mediador de LH en los efectos de viabilidad celular y
esteroidogénesis. Se realizaron cultivos de células de la teca a los que se les
adicion6 un inhibidor de la esfingosina cinasa 1 (SKI-178) en presencia o ausencia
de 0.1 ng/mL de LH. La viabilidad celular se determin¢ por la técnica de MTT y se
observo un incrementd en presencia de 0.1 ng/mL de LH y una reduccién en
presencia del SKI-178 (P<0.05). En cuanto a los efectos esteroidogénicos, se
cuantificé la concentracion de progesterona y testosterona por la técnica de ELISA.
La sintesis de progesterona tiende a incrementar con 0.1 ng/mL de LH (P=0.09),
mientras que en presencia del SKI-178 disminuyé0 marcadamente su sintesis
(P<0.05). Finalmente, la concentracion de testosterona no se modificé tras la adicion
de 0.1 ng/mL de LH (P=0.41), mientras que el uso del SKI-178 por si solo,
incremento la concentracion de esta hormona (P<0.05). En conclusion, en este
trabajo se determina por primera vez, que la LH estimula la sintesis de S1P en
células de la teca y, ademas, se reconoce el papel de este esfingolipido bioactivo
como mediador de LH en la viabilidad celular y sintesis de progesterona en células

de la teca de bovino en cultivo.

Palabras clave: Cultivo de células de la teca, bovino. LH, S1P.



ABSTRACT

Sphingosine 1-phosphate (S1P) is a sphingolipid involved in processes of
steroidogenesis, survival and cell proliferation. The aim of this work was to recognize
the role of S1P as mediator of the biological effects of luteinizing hormone (LH) on
bovine theca cells. Theca cells were grown for 96 hours in modified McCoys 5a
medium (37°C, 5% CO2 and 95% humidity) with 0, 0.1, 1 and 10 ng/mL LH, where
low doses of LH (0.1 and 1 ng/mL) were shown to promote cellular viability (P <0.05).
In addition, the culture medium was quantified by the concentration of S1P by the
ELISA technique, demonstrating that the dose of 0.1 ng/mL of LH stimulates a higher
concentration of S1P (P<0.05), so the dose of 0.1 ng/mL was chosen as an ideal
dose for subsequent experiments. On the other hand, the presence of sphingosine
kinase 1 phosphorylated (SK1p) in theca cells by Western Blot is identified. To
determine the role of S1P as an LH mediator in the effects of cell viability and
steroidogenesis, theca cell cultures were performed to which a sphingosine kinase
1 inhibitor (SKI-178) was added in the presence or absence of 0.1 ng/mL of LH. Cell
viability was determined by the MTT technique, where the viability was observed to
increase in the presence of 0.1 ng/mL LH and reduced in the presence of SKI-178
(P<0.05). As for the steroidogenic effects, the concentration of progesterone and
testosterone was quantified by the ELISA technique. Progesterone synthesis tends
to increase after the stimulus of 0.1 ng/mL LH (P=0.09), while in the presence of
SKI-178 sharply decreases synthesis (P<0.05). Finally, the concentration of
testosterone was not modified after the addition of 0.1 ng/mL of LH (P=0.41), while
only using the SKI-178, increased the concentration of this hormone (P<0.05). In
conclusion, this work determines for the first time, the synthesis of S1P in LH
stimulus theca cells and further recognizes the role of S1P as an LH mediator in cell

viability and progesterone synthesis in cultured bovine theca cells.

Keywords: Theca cell culture, cattle. LH, S1P.
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1. INTRODUCCION

El desarrollo folicular depende principalmente de la diferenciacion, proliferaciéon y
sobrevivencia de las células foliculares (Rosales-Torres & Guzman, 2011). Existen
factores de crecimiento y hormonas que promueven estos procesos dentro de los
cuales destacan la hormona luteinizante (LH) y la hormona foliculo estimulante (FSH)
(Aerts & Bols, 2010; Rosales-Torres & Guzman, 2011). La LH actta en células de la
teca durante todo el desarrollo de foliculos antrales, mientras que durante la
dominancia folicular actia también en células de la granulosa (Young & McNeilly,
2010). En células de la teca, la LH se une a su receptor acoplado a proteina Gs,
incrementa la produccion de AMP ciclico (AMPc) y con ello permite la activacion de la
proteina cinasa A dependiente de AMPc (PKA), la cual favorece la esteroidogénesis,
la proliferacion y sobrevivencia de células de la teca (Guzman, et al., 2017).

Ademas de la LH y la FSH existen otras moléculas que favorecen la esteroidogénesis,
la proliferaciéon y sobrevivencia celular durante el desarrollo de foliculos antrales
(Rosales-Torres & Guzman, 2011). La esfingosina 1-fosfato (S1P), es un esfingolipido
bioactivo y pleiotrépico que promueve, la proliferacion, sobrevivencia y migracion en
muchos tipos celulares (Daum, et al., 2009; Bartke & Hannun 2009; Mendelson, et al.,
2014) y es considerada un mediador de la esteroidogénesis adrenal y gonadal (Ozbay,
et al., 2006). La S1P es sintetizada a partir de precursores como la ceramida y la
esfingosina, los cuales participan en funciones antagonicas a S1P, es decir, en la
senescencia, apoptosis, necrosis, entre otros (Bartke & Hannun, 2009). La esfingosina
cinasa 1 (SK1), es activada por diversos factores de crecimiento y hormonas, como la
FSH (Hernandez-Coronado, et al., 2016), esta enzima fosforilada es la encargada de
agregar un grupo fosfato a la esfingosina, transformandola en S1P. Dichos
esfingolipidos sintetizados tienen la capacidad de ser moléculas interconvertibles en
su metabolismo, por lo tanto, la relacion entre las concentraciones de los esfingolipidos

determina el destino celular (Guo, et al., 2014).

[1]



Recientemente, se demostrd que la produccion de S1P es mayor en células de la teca
de foliculos sanos que en células de foliculos atrésicos (Herndndez-Coronado, et al.,
2015). Ademas, en células de la granulosa en cultivo se comprob6 que la FSH a través
de la activacion de SK1 estimula la produccién de S1P y que la inhibicion de esta
enzima reduce la sintesis de S1P y con ello el nUmero de células de la granulosa
metabdlicamente activas en el cultivo (Hernandez-Coronado, et al.,, 2016).
Adicionalmente, se mostrd que dosis bajas de S1P (0.1 uM) favorecen la proliferacion
de células de la granulosa en cultivo (Hernandez-Coronado, et al., 2016). Asimismo,
S1P ha demostrado estimular la proliferacion de células del estroma ovéarico
(Soleimani, et al., 2011). Ademas, S1P presenta un efecto antiapoptético cuando se
adiciona (1 y 10 mM) en presencia de peroxido de hidrogeno como inductor de la
apoptosis, en células de la granulosa luteinizadas de humano (Nakahara, et al., 2012).
En otros estudios se ha reconocido el papel de S1P como agente citoprotector en la
terapia contra el cancer y en la criopreservacion (Hernandez-Coronado, et al., 2019).
La S1P ha demostrado un efecto positivo en la calidad de los foliculos primordiales y
un estimulo en la proliferacion de las células de la granulosa de ovarios de oveja post
criopreservados (Henry, et al., 2016). En ovocitos de rata inducidos a radioterapia, la
administracion de 200 uM de S1P favorece la sobrevivencia (Morita, et al., 2000).
Finalmente, el uso de S1P incrementa en el nimero de foliculos primordiales sanos y
de la concentracion del ARNm de la hormona anti-Mulleriana en estimulo de un

guimioterapéutico (Tan, et al., 2014).

Debido a que las hormonas gonadotréficas y la S1P comparten algunos efectos
bioldgicos en su célula blanco. Adicionalmente, la FSH estimula la produccion de S1P
en células de la granulosa y dado que la FSH y la LH actdan a través de receptores
Gs, proponemos que la LH participa en la modulaciéon de la sintesis de la S1P y que
este esfingolipido es un mediador de los efectos de viabilidad y esteroidogénesis de

células de la teca de bovino en cultivo.
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2. ANTECEDENTES
2.1. Desarrollo folicular
2.1.1. Origen embrionario de foliculos primordiales

El desarrollo de los foliculos primordiales de la hembra bovina y en la mayoria de los
mamiferos comienza desde la etapa fetal (Pefia, et al., 2007). Las células germinales
primordiales (CGP) que daran origen a los ovocitos provienen del saco vitelino y se
dirigen hacia la cresta gonadal ubicada en la superficie mesonéfrica, la cresta gonadal
se desarrolla mediante la presencia de células epiteliales que se diferencian a células
GREL (Gonadal Ridge Epithelial-Like) las cuales se diferencian a células de la
granulosa. Un ovocito primario rodeado de una capa de células GREL y la lamina basal
da origen a un foliculo primordial (Hummitzsch, et al., 2013). Los foliculos primordiales
se albergan en la region interna de la corteza ovarica a partir del dia 90 de gestacion
en bovinos (Yang & Fortune, 2008).

2.1.2. Clasificaciéon morfologica de los foliculos

Los foliculos ovéricos se pueden clasificar con base en sus caracteristicas anatémicas,
regulacion hormonal y presencia o no del antro folicular. Basado en las caracteristicas
anatémicas los foliculos se clasifican como foliculos primordiales, primarios,
secundarios tempranos y tardios, terciarios pequefios y grandes y preovulatorios. Con
base a la regulacion hormonal los foliculos se clasifican en foliculos independientes de
gonadotropinas que incluye a los foliculos primordiales, primarios, secundarios
tempranos y en foliculos dependientes de gonadotropinas que son los foliculos
secundarios tardios, terciarios y preovulatorios. Finalmente, una caracteristica
anatdémica del foliculo terciario es el desarrollo de un antro folicular, asi que, basados
en la presencia de esta estructura, los foliculos también pueden clasificarse en pre-
antrales (primarios y secundarios tempranos y tardios) y antrales (terciarios y

preovulatorios). Para que un foliculo pueda liberar al ovocito durante la ovulaciéon éste
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debe desarrollarse desde primordial hasta preovulatorio, proceso que en bovinos

ocurre en un lapso de 3 a 4 meses aproximadamente (Webb et al., 2004).

El foliculo primordial esta constituido por un ovocito primario, una capa de células
planas denominadas células de la pregranulosa, rodeados por una lamina basal, esta
lamina basal esté presente en todos los estadios del desarrollo folicular (Wear, et al.,
2016). El foliculo primordial tiene un diametro de 30 um aproximadamente en bovinos
(Filipiak, et al., 2016).

Una vez activado el foliculo primordial dar& origen a un foliculo primario, la mayoria de
estos foliculos primarios (aproximadamente 83%) presentan forma elipsoide (Rodgers
& Irving-Rodgers, 2010), las células de la pregranulosa que lo conforman cambian
morfolégicamente de aplanadas a cuboidales, denominandose células de la granulosa.
Ademas, estas células proliferan aumentando aproximadamente de 11 a 40 células
(Rosales-Torres & Guzman, 2011). Los foliculos primarios tienen un diametro de 40-

80 um en bovinos (Filipiak, et al., 2016).

El foliculo primario se desarrolla a foliculo secundario, en el cual las células de la
granulosa contintan proliferando hasta formar dos o mas capas. En el estadio de
foliculo secundario, se presentan los granulos corticales en el citoplasma del ovocito
(Rodgers & Irving-Rodgers, 2010) inicia la formacién de la zona pelucida cuando el
ovocito alcanza un diametro de 81 um en bovinos (Filipiak, et al., 2016) y comienza la
diferenciacion de las células de la teca a partir de células estromales proximas a la
lamina basal o reclutadas del estroma ovarico, dando lugar a las células de la teca
interna y células de la teca externa (Young & McNeilly, 2010). La matriz extracelular
de dichas células posee vasos sanguineos proporcionandole irrigacion propia al
foliculo (Richards, et al. 2018; Pawlina & Ross, 2016). El foliculo secundario de bovino

tiene un tamafio de 80 a 250 um (Filipiak, et al., 2016).
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Como consecuencia de los cambios morfolégicos producidos en el foliculo secundario
inicia la formacion del antro folicular, dando origen a un foliculo terciario pequefio que
contiene alrededor 6 o mas capas de células de la granulosa y capas de células de la
teca diferenciadas (Torres & Sanchez, 2008). La proliferacion celular continda durante
el desarrollo del foliculo terciario y el antro folicular también aumenta su volumen hasta
alcanzar el estadio preovulatorio, con un didmetro de 20 mm en vacas (Evans, 2003)
(Figura 1).
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Figura 1. Clasificacion morfolégica de los foliculos
(Modificado de Young & McNeilly, 2010).

Al nacimiento el ovario bovino posee alrededor de 150,000 foliculos primordiales de
los cuales solo el 0.05% alcanzaré el estadio preovulatorio (Pefa, et al. 2007). Por lo
tanto, cada foliculo primordial posee dos destinos, el primero es desarrollarse en
respuesta a los estimulos hormonales, atravesando las etapas anteriormente
mencionadas hasta alcanzar la ovulacion, mientras que el segundo y mas frecuente
es sufrir atresia, degradarse y desaparecer del ovario, durante alguna etapa del

desarrollo folicular (Flores-Pérez, et al., 2005).
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2.1.3. Regulacion del desarrollo de foliculos preantrales

Se denomina reclutamiento inicial, a la incorporacion de algunos foliculos primordiales
al grupo de foliculos en crecimiento para alcanzar el estadio de un foliculo secundario
gue alberga a un ovocito detenido en la profase de la meiosis | (McGee & Hsueh,
2000). Algunos de los principales factores implicados en dicha activacion de foliculos
primordiales y el crecimiento de foliculos preantrales son: El ligando de Kit (Hutt, et al.,
2006), el factor inhibidor de leucemia (Fitzgerald, et al., 2001), miembros de la familia
TGF-B: como el factor de crecimiento de fibroblastos-9 (Lobo, 2007), la proteina
morfogénica ésea 15 (Rimoin, et al., 2007) y la proteina morfogénica 6sea 4 (Bakrania,
et al., 2008), entre otros. Por otro lado, FOXO3 (Cui, et al., 2019) y la hormona anti-
Mulleriana (Umer, et al., 2019) son los principales reguladores de la activacion folicular
primordial (Yang & Fortune, 2015) ya sea por via paracrina o endocrina (Belli &
Shimasaki, 2018).

2.1.4. Regulacion del desarrollo de foliculos antrales

En bovinos los foliculos ovaricos se desarrollan en un patrén de olas u ondas y se sabe
gue durante el ciclo estral de 21 dias emergen de dos a tres ondas (Ireland, et al.,
2000). La primera onda folicular surge después de la ovulacion, la segunda en los dias
8 0 9y la tercera al dia 15 o 16 del ciclo estral (Gebremedhn, et al., 2015). Cada ola
de crecimiento del desarrollo de foliculos antrales consta de tres etapas:

Reclutamiento, seleccion y dominancia.
2.1.4.1. Reclutamiento ciclico

El reclutamiento ciclico es el comienzo de una ola folicular el cual comienza con el
crecimiento de una cohorte de foliculos antrales en respuesta a la hormona foliculo
estimulante (FSH) que se eleva de manera transitoria de 1 a 2 dias (Rosales-Torres &
Guzman, 2012). Dicha cohorte de foliculos estd conformada por un grupo de 5-20
foliculos antrales pequefios que son competentes para responder a FSH y en bovinos

tienen un diametro de 4-5 mm (Hernandez-Coronado, 2012; McGee & Hsueh,
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2000). La FSH estimula el crecimiento de esta corte de foliculos y la sintesis de
estrogenos en las células de la granulosa (Baird & McNeilly, 1981). Se ha reportado
que las células de la granulosa de los foliculos reclutados tienen una mayor expresion
del ARNm que codifica el complejo P450scc (escision de la cadena latera) y el
complejo P450arom (aromatasa) en comparacién con los foliculos no reclutados
(Webb, et al., 1999). Por otro lado, las células de la teca tienen en su membrana celular
receptores para la hormona luteinizante (LH), a los cuales se une para favorecer la
sobrevivencia y la sintesis de andrégenos, siendo estos esteroides los precursores de
estrogenos que se produciran en las células de la granulosa (Ginther, et al., 2001). Asi
gue la capacidad de los foliculos para responder a las gonadotropinas es importante

para ser reclutados y continuar con el desarrollo folicular.
2.1.4.2. Seleccion y dominancia

La etapa de seleccion ocurre 2.5 dias después del inicio de la ola folicular (Girard, et
al., 2015). En esta fase se reduce el numero de foliculos de la cohorte creciente a la
cantidad de foliculos que ovulan (Ireland, et al., 2000), por lo que en bovinos solo un
foliculo contindia con su crecimiento y se denomina foliculo dominante (FD) (Mihm, et
al., 2002). El FD tiene un diametro de 8.5 mm (Motta, et al., 2011) y mayor capacidad
de responder a los bajos niveles de FSH y al estimulo de LH (Rosales-Torres &
Guzman, 2011) ya que presenta mayor cantidad de estos receptores, por lo tanto, el
FD es dependiente de la LH, presentando una mayor expresion del ARNm del receptor
de LH (LHR) no solo en la membrana de las células de la teca, sino ahora también en
células de la granulosa (Flores-Pérez., et al., 2005). Por lo que el cambio de
dependencia de FSH a LH, es un “efecto protector” del desarrollo folicular, en
consecuencia, a la disminucion de FSH (Zeleznik, 2004). Otros factores también
participan en la seleccion del FD, como es el factor de crecimiento similar a la insulina
(IGF; Fortune, et al., 2004), el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF;
Rosales Torres & Guzman Sanchez, 2012). Asi como de algunos miembros de la
superfamilia del factor de crecimiento transformante 3, como son las inhibinas,

activinas y proteinas morfogenéticas 6seas (Webb, et al., 2003).
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El FD también presenta mayor expresion del ARNm de enzimas implicadas en la
esteroidogénesis como la 17a-OH, P450scc 3B3-HSD y StAR en comparacion de
foliculos reclutados (Fortune, et al., 2001). La sintesis de estrogenos junto a la de
inhibina por las células de la granulosa del FD, provocan la disminucién en la secrecion
de FSH por debajo de la necesaria para el desarrollo de los foliculos no seleccionados,
induciendo la atresia de estos (Baird & McNeilly, 1981). Este proceso se denomina
“etapa de dominancia” donde el FD continua creciendo aproximadamente 1.6 mm por
dia (Sirois & Fortune, 1988). El crecimiento del FD continua hasta alcanzar la fase de
meseta de crecimiento no exponencial, donde el crecimiento se reduce por la
disminucion mitética de las células foliculares (Andrade, et al., 2019), alcanzando un

diametro aproximado de 20 mm y un estadio de foliculo preovulatorio (Evans, 2003).

El foliculo preovulatorio sintetiza grandes cantidades de estradiol, las cuales estan
asociadas con la secrecion preovulatoria de LH en respuesta a GnRH (Karsch, et al.,
1997, Caraty, et al., 2002). Se sabe que estradiol reduce el tamafio del pulso de GnRH,
pero aumenta la frecuencia del mismo (Evans et al., 1994), regulando las sefiales de
los estimulos que controlan la secrecion de GnRH en el hipotalamo e incrementa la
expresion de los receptores de GnRH en los gonadétrofos (Looper, et al., 2003). Por
lo tanto, el estradiol controla el patron de secrecion y sensibilidad hipofisaria a GnRH,
al aumentar la sintesis y la secrecién de LH e inhibir la de FSH (Rosales-Torres &
Guzman, 2011). Una vez que el foliculo ha alcanzado el estadio preovulatorio la
progesterona determina su destino. En ausencia de la misma el foliculo procedera a la
ovulacion en respuesta al pico preovulatorio de LH, mientras que altas concentraciones
de progesterona impedird la produccion del pico preovulatorio de LH y el foliculo
dominante sufrira atresia, dando lugar a una nueva oleada folicular (Espinoza-
Villavicencio, et al., 2007; Girard, et al., 2015).
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2.2. Gonadotropinas

La LH y la FSH son hormonas adenohipofisiarias que poseen dos similitudes
importantes. La primera se refiere a una similitud estructural ya que estan conformadas
por una subunidad a la cual es compatible para la LH, la FSH y la TSH (Tirotropina) y
una subunidad B que les confiere su accidn biolégica propia de cada hormona (Choi &
Smitz, 2014). Mientras que la segunda, la LH y la FSH utilizan el mismo mecanismo
de accidén en su célula blanco a través de receptores acoplados a proteina G (Bousfield
& Dias, 2011).

2.2.1. Estructura

La LH y la FSH son glucoproteinas adenohipofisiarias heterodiméricas. La subunidad
a es transcrita por el gen localizado en el cromosoma 6gl12-gq12 en humanos que
codifica una cadena de 92 aminoacidos (Choi & Smitz, 2014). Mientras que la
subunidad B de la LH es transcrita de multiples genes situados en una region de 45,165
pares de bases en el cromosoma 19q13.32, que tras la traduccion origina una cadena
de 112 a 114 aminoacidos (Guzman, et al., 2017). Ambas subunidades se encuentran
unidas por 6 puentes disulfuro. La LH tiene un peso molecular de 29,400 daltons
(Palermo, 2007) y posee en su estructura residuos de carbohidratos como la fructosa,
manosa, galactosa, acetilglucosamina y N-acetylneuraminidasa, ademas de
concentraciones elevadas de acido sialico (Palermo, 2007), confiriéendole una vida
media de 20 min aproximadamente. Por otro lado, la subunidad 3 de la FSH, es
transcrita de un gen ubicado en el cromosoma 11p13 formado de 4262 pares de base
(Guzman, et al., 2017), para dar lugar a 111 aminoacidos, por lo que, la FSH tiene un

peso molecular aproximado de 35,000-45,000 daltons (Palermo, 2007).
2.2.2. Sintesis

La LH y la FSH son sintetizadas y secretadas en respuesta a la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH; Coss, 2018). El GnRH es un decapeptido producido por

neuronas hipotalamicas localizadas en el area preoptica y secretado en un patrén
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pulsatil (Pulsos de alta frecuencia con intervalos de 30 min estimulan la sintesis de la
LH), al sistema porta hipofisiario ubicado en la eminencia media, para alcanzar a su
célula blanco, los gonadotrofos, presentes en la adenohipdfisis (Whitlock, et al., 2019).
Los gonaddtrofos representan aproximadamente del 7 al 15% de las células presentes
en la hipofisis anterior (Duran-Pastén & Fiordelisio, 2013) y expresan en su membrana
celular los receptores para GnRH, los cuales son receptores acoplados a proteina Gaq,
Gas y Ga12/13 (Stamatiades, et al., 2019). La unién de GnRH con su receptor Gaq
principalmente, ocasiona un cambio conformacional del receptor que implica la
activacion de la fosfolipasa C, la cual tiene como funcién formar inositol trifosfato (IP3)
y diacilglicerol (DAG) a partir de fosfadilinositol 4,5 bisfosfato, IP3 se une a la
membrana del reticulo endoplasmico y promueve la liberacion de calcio, este aumento
de calcio intracelular activa parcialmente a la proteina cinasa C (PKC), mientras que
la accion de DAG la activa completamente (Janjic, et al., 2017; Sperduti, et al., 2019).
La PKC por la via principal, promueve la activacion de factores de transcripcion como
la proteina de union a elementos reguladores cCAMP (CREB), la MAP quinasa (ERK) y
el factor nuclear de células T activadas (NFAT), los cuales se translocan al nucleo
promoviendo la transcripcion de las subunidades ay B de la LH y la FSH (Guzman, et
al., 2017). Una vez transcritas a nivel nuclear y traducidas en el reticulo endoplasmico,
son transportadas al aparato de Golgi donde son modificadas postraduccionalmente y
almacenadas en vesiculas, para su secrecion pulsatil en respuesta al ambiente

hormonal (Duran-Pastén & Fiordelisio, 2013; Stamatiades & Kaiser, 2018).
2.2.3. Mecanismo de accion

La LH y la FSH viajan por via endocrina para alcanzar a su célula blanco, en el caso
de las hembras, la LH actia en las células de la teca del foliculo durante todo el
desarrollo folicular y tras la etapa de seleccion en el FD, también en células de la
granulosa (Hillier, 2001). Mientras que la célula diana de la FSH Unicamente son las
células de la granulosa (Ulloa-Aguirre, et al., 2018). La LH y la FSH se unen a sus
receptores especificos de membrana en su célula blanco. El receptor de LH (LHR) es

un receptor acoplado a proteina Gas, conformado por una cadena de 675 aminoacidos
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(Choi & Smitz, 2014), divida por 3 dominios; un dominio extracelular que presenta sitios
de glicosilacion, siete dominios transmembrana conformados por siete hélices que le
permiten su fijaciébn en la membrana celular y un dominio intracelular que participa con
el acoplamiento a la proteina G (Garcia Sainz, 2011). La proteina G que activa el
receptor esta formada por tres subunidades Ga, GB y Gy, la subunidad Ga tiene
afinidad por nucleétidos de guanina, que en estado inactivo GDP permanece asociada
las subunidades B y y. La activacion del receptor promueve la transicion de GDP a
GTP, ocasionando la disociacién del heterotrimero y la activacion de la subunidad Ga.
(Romero-Castillo, et al., 2015; Van Eps, et al., 2018). Mientras que las subunidades 3
y Y, pueden participar en vias alternas de sefializacion (Garcia-Rico & Fierro, 2017).
La subunidad Ga, activa la adenilato ciclasa (AC), una vez efectuada la via de
sefalizacion de Ga, la accion de la guanosina trifosfatasa (GTPasa) permite volver a
su estado inactivo a esta subunidad, asociandose con las subunidades GB y Gy
nuevamente (McCudden, et al. 2005). La AC activa, induce la sintesis de adenosin
monofosfato ciclico (AMPc), a partir de adenosin trifosfato (ATP). Tras el efecto de AC
las concentraciones de AMPc se incrementan hasta 20 veces en relacion a la
concentracion basal (Palermo, 2007; Alberts, et al. 2002). El incremento intracelular de
AMPc permite su union a las subunidades reguladoras de la proteina cinasa A (PKA),
la cual es una holoenzima formada por dos unidades cataliticas y dos reguladoras. La
unién del AMPc con las subunidades reguladoras provoca la activacion de las
subunidades cataliticas de PKA, la cual a su vez fosforila a otras proteinas efectoras
(Turnham & Scott, 2016), tales como, proteinas esteroidogénicas, proteinas de la via
de fosfoinositol-3 quinasa (PI3K), PKB / Akt, o algunas de las proteinas de la via de
las cinasas activadas por mitbgenos (MAPK/ERK), entre otras, con el fin de regular la
expresion génica y el metabolismo celular (Lizneva, et al., 2019) (Figura 4). La FSH
también sigue este mismo mecanismo de accion previamente descrito, en su célula
diana a través de su receptor especifico (FSHR) (Figura 5). Sin embargo, se sabe que
la FSH puede actuar a través de receptores acoplados a proteina Gai y Gaq presentes

en la membrana celular de las células de la granulosa (Ulloa-Aguirre, et al., 2018).
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2.2.4. Hormona luteinizante (LH)
2.2.4.1. Funciones
2.2.4.2. Efecto sobre la sobrevivencia y proliferacion celular

La LH promueve el crecimiento celular, la proliferacion y la diferenciacion de las células
foliculares y células del cuerpo luteo, mediante la activacion de proteinas de las vias
IP3K/AKT y MAPK/ERK (Noma, et al., 2011). En células luteas de bovino, la adicién
de LH a través de la via dependiente de AMPc regula la expresion del ARNm de
proteinas proapoptéticas como FAS, BAX y CASP3 (Okuda, et al., 2009). Ademas, en
ovocitos de rata sometidos a quimioterapia, la administracion de la LH desencadena
la via AMPCc/PKA vy la activacion de la AKT, reduciendo la expresion de la proteina
proapoptotica TAp63 y favorecieron la reparacion del ADN (Rossi, et al., 2017). En
células de la granulosa de rata, el aumento de LH, induce la salida del ciclo celular,
elevando la expresion de inhibidores del ciclo celular (p27Kipl y p21Cip), ademas de
regular a la baja a la ciclina D2, para promover la luteinizacion (Robker & Richards,
1998). En otro estudio, la adicién de LH promovio efectos antiapoptoticos a traves de
la activacion de la PKA, en lineas celulares de cancer epitelial de ovario humano
inducidas a apoptosis por Fas (Slot, et al., 2006). En células de la granulosa de
humano, el tratamiento de LH promovié un aumento en la expresion de ERK 1 /2y
AKT, ademas su accion antiapoptotica se potencializa en sinergia con FSH (Casarini,
et al., 2016). Finalmente, el uso de LH favorece el reinicio de la meiosis, disminuyendo
las concentraciones de GMPc producido por las células de la granulosa (Egbert, et al.
2018).

2.2.4.3. Efecto esteroidogénico

La LH en las células de la teca, mediante la sefializacion dada por PKA, fosforila y
estimula la transcripcion de los genes de las enzimas involucradas en la
esteroidogénesis (Shoham et al., 1993), como la proteina StAR (Gomez-Chang, et al.,

2012), el complejo enzimético P450scc (Wang, et al., 2018), la 3BHDS y el complejo
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P450c17 (Kakuta, et al., 2018; Borraz-Leon, et al., 2015). Mientras que, en foliculos
dominantes, la LH también activa a la enzima P450 aromatasa presente en células de
la granulosa (Vasquez-Cano & Olivera, 2010). Para transformar el colesterol (27 C) a
esteroides biolégicamente activos, como la progesterona (21 C), la testosterona (19 C)
y los estrégenos (18 C) (Kraemer, et al., 2017).

En las células de la teca el colesterol se obtiene por sintesis de novo, por reservas de
ésteres de colesterol en gotas lipidicas o mediante la captacion de lipoproteinas de
alta densidad (HDL) o lipoproteinas de baja densidad (LDL) del colesterol circulante
proveniente de la dieta (Miller & Bose, 2011), el cual es la principal fuente de colesterol.
La HDL y LDL unidas al colesterol entraran a las células por endocitosis mediada por
receptores especificos de HDL o LDL. Al atravesar la membrana celular, en el espacio
intracelular las HDL o LDL son transportados a los lisosomas donde el colesterol es
liberado mediante la accion de la lipasa de acido lisosomal (LAL) (Miller & Bose, 2011;
Guzman, et al., 2017).

Posteriormente el colesterol libre es transportado por la enzima StAR (Proteina
reguladora de la esteroidogénesis aguda) a la membrana mitocondrial interna (Miller,
2008). En este organelo se localiza el citocromo P450scc (17 a hidrolasa y “20,22”
desmolasa), cuya accion es la escision de la cadena lateral del colesterol (Side-Chain
Cleavage), transformandolo en pregnenolona (Miller & Auchus, 2011). El metabolismo
de la pregnenolona en el ovario puede ocurrir por dos vias: lavia A4y lavia A5, en
esta ultima la pregnenolona es transformada por el complejo P450c17 (Enzimas 17a-
hidroxilasay 17,20-liasa) y la enzima A5 esteroidea, en dehidroepiandrosterona, la cual
mediante la accion de la enzima 33-hidroxiesteroide deshidrogenasa (33-HSD), sera
transformada a androstenediona. La androstenediona formada se convierte en estrona
por accién de la aromatasa y posteriormente a estradiol por accidon de la enzima 17p3-
hidroxiesteroide deshidrogenasa. Por la via A4 ocurre la transformacion de
pregnenolona a progesterona por la accion de 3B-HSD y la A 4-5 isomerasa. La
progesterona es transformada a androstenediona mediante la accién del complejo

P450cl17 y posteriormente a testosterona, que mediante la accién de la aromatasa
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dara lugar a estradiol. Una vez sintetizados estos esteroides, son secretados por
difusion simple debido a su bajo peso molecular y liposolubilidad. (Jamnongjit &
Hammes, 2006; Strauss lll, et al. 2014; Ventura-Arizmendi & Hernandez-Valencia,
2019).

2.2.4.3.1. Progesterona

La progesterona es el primer esteroide sexual formado a partir del colesterol, cuya
estructura es de 21 carbonos. Debido a su naturaleza quimica es una molécula

hidrofobica de bajo peso molecular (Guzman, et al., 2017) (Figura 2).

Figura 2. Estructura de una molécula de progesterona.

(National Center for Biotechnology Information, 2021).

2.2.4.3.1.1. Mecanismo de accion

La progesterona actla a través de sus receptores de progesterona intracelulares (PR:
PR-A y PR-B), los cuales derivan de un mismo gen (Conneely & Lydon, 2000), la
isoforma A (94 kDa) tiene mayor relevancia en la fisiologia de las estructuras

anatémicas femeninas, mientras que la isoforma B (116 KDa) esta involucrada en la
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diferenciacion del tejido mamario (Sitruk-Ware, 2018). Una tercera isoforma PR-C
también ha sido reportada (60 KDa), sin embargo, su expresion ha sido relacionada
en células de cancer de mama. Estos receptores intracelulares estan conformados por
un dominio N-terminal, un dominio de unién al ADN, una regién de bisagra y un dominio
de union al ligando (Diep, et al., 2015). En ausencia de progesterona, estos receptores
se encuentran asociados a proteinas de choque térmico (HSP), las cuales tiene como
funcion favorecer el correcto plegamiento proteico y el ensamblaje de moléculas que
favorecen la uniéon con progesterona. La unién de progesterona con su receptor
provoca un cambio conformacional del mismo, la disociacion de las HSP y, por ende,
la activacion del receptor, el cual puede actuar como factor de transcripcion o estar
relacionado con la asociacion de moléculas que estan involucradas en este proceso,

como la ARN polimerasa Il (Lange & Yee, 2008).

Progesterona también efectla sus acciones a través de receptores de membrana
acoplados a proteina G, los cuales intervienen en las acciones directas no genémicas,
como la activacion de la via ERK 1/2 MAP cinasa, cuya accion esta implicada en
la activa fosforilacion de diversos factores de transcripcion (Diep, et al., 2015). Aunque,
las funciones en el tracto reproductivo femenino son principalmente mediadas por la

sefalizacion de receptores nucleares (Patel, et al., 2015).
2.2.4.3.1.2. Funciones

La progesterona participa en el comportamiento sexual femenino (Mani & Blaustein,
2012), durante el ciclo menstrual favorece el crecimiento y desarrollo de capilares,
promoviendo una mejor vascularizacion y flujo sanguineo (Cable & Grider, 2020),
incrementa el engrosamiento de la mucosa del cuello uterino para establecer una
barrera contra infecciones, aunado a la secrecion de células inmunes como leucocitos
(Chappell, et al., 2014). Ademas, la progesterona favorece la implantacion al estimular
la sintesis de proteinas de adhesion celular, promueve la sintesis de leche uterina o
histotrofo para el embrion temprano (Guzman, et al., 2017), induce los genes

necesarios para la receptividad uterina, suprime las respuestas inflamatorias,
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promueve la proliferacion del endometrio y membranas celulares (Wu & DeMayo,
2017) y participa en el desarrollo de la glandula mamaria (Spencer, et al., 2016).
Ademas, al unirse con su receptor nuclear tipo B, disminuye la expresion de genes
asociados a la contraccion y por la via de receptores de membrana, modula
directamente las concentraciones de Ca’+ y AMPc para mantener la relajacion

miometrial durante la gestacion (Mesiano, 2007).

2.2.4.3.2. Testosterona

La testosterona es el principal producto androgénico del ovario, es una hormona
esteroide de la familia de los andrégenos, cuyo nucleo basico es el androstano
derivado del ciclopentanoperhidrofenantreno, compuesta por 19 atomos de carbono y
grupos metilo en el carbono 10 y 13 y un grupo hidroxilo en el carbono 17 (Borraz-
Leodn, et al. 2015) (Figura 3).

Figura 3. Estructura de una molécula de testosterona.

(National Center for Biotechnology Information, 2021).
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2.2.4.3.2.1. Mecanismo de accidn

La testosterona requiere de transportadores en sangre como la globulina
transportadora de hormonas sexuales (SHBG), la albumina y en menor afinidad a la
globulina transportadora de corticosteroides (Jayasena, et al., 2018). A la llegada a las
células de la granulosa, la testosterona atraviesa libremente la membrana celular
(Podlasek, et al. 2016), para unirse a su receptor androgénico citoplasmatico (AR).
Este receptor estd asociado a proteinas de choque térmico que lo mantenian
inactivado, en la unién de testosterona con su receptor, este Ultimo es activado y
desencadena multiples sefializaciones (Uribe, 2016) como la expresion de genes, tales
como el factor de crecimiento de fibroblastos-9 (GDF9), enzimas esteroidogénicas y
receptores de FSH (Astapova, et al., 2019).

2.2.4.3.2.2. Funciones

La testosterona es biotransformada a estradiol o dihidrotestosterona. Ademas,
participa en los efectos anabdlicos de los musculos, la grasa corporal, el contenido
mineral 0seo, regulacion de la libido y el comportamiento sexual en las hembras

(Jayasena, et al. 2018).

En el ovocito la testosterona estimula su actividad metabdlica y la maduracion del
mismo durante todo el desarrollo folicular (Walters, 2015). También promueve la
transicion de los foliculos primarios a secundarios estimulando la proliferacion de las
células de la granulosa en las cuales se ha observado un incremento del ARNm de los
receptores de andrégenos que coincide una reduccion en la apoptosis (Well, et al.,
1998). Asimismo, la testosterona, suprime los factores que inhiben la foliculogénesis
(Vendola, et al., 1999) y estimula una respuesta amplificada a FSH (Walters, et al.,
2010) al favorecer el increment6 del ARN mensajero del receptor de FSH en foliculos

preovulatorios (Polyzos, et al., 2018).

Sin embargo, aunque los andrégenos tienen multiples beneficios durante el desarrollo,

cuando la exposicién a andrégenos es excesiva durante el periodo prenatal ocasiona
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dos trastornos en relacién con el ciclo estral, uno anovulatorio y el otro ovulatorio
irregular con hiperandrogenismo y alteraciones morfoldgicas ovéricas (Abruzzese, et
al., 2019). Mientras que en etapas postnatales una sobreproduccion patolégica de
andrégenos por causa metabdlica o endocrinoldgica ocasiona el Sindrome de ovario

poliquistico, asociado principalmente a infertilidad (Sir, et al., 2013).

Proliferacion
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Figura 4. Mecanismo de accion de la LH (Via clasica desencadenada por la
subunidad a de la proteina Gs y via alternativa dada por las subunidades By y) y

principales efectos biolégicos en las células de la teca*.
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2.2.5 Hormona foliculo estimulante (FSH)
2.2.5.1. Funciones
2.2.5.1.1. Efectos de sobrevivencia y proliferacién celular

En células de la granulosa la via PI3K/ Akt en respuesta a FSH, inhibe la expresion de
forkhead (FOXO1) un factor que limita la proliferacion e induce la apoptosis (Shen, et
al., 2014). Por la via P13K / Akt/ FOxO3a, FSH tiene efectos antiapoptéticos al reducir
la expresion de la proteina proapoptética Bim, la cual se une con miembros de la familia
Bcl-2, induciendo la liberacion mitocondrial del citocromo C que a su vez activan las
caspasas -9 y -3 (Wang, et al., 2012). La FSH también interactia con la proteina
adaptadora APPL1 por la sefalizacion P13K, participando en la regulacion del
metabolismo, la proliferacion celular y la apoptosis (Dias, et al., 2010). Ademas, FSH
actua en sinergia con el factor de crecimiento epidérmico (EGF) presentando efectos
anti apoptoticos en cultivo de células de la granulosa (Palmerini, et al., 2016). La
presencia de FSH inhibe la apoptosis neuronal inducida por isquemia al regular
negativamente la expresion de Fas en la médula espinal (Chu, et al., 2010). Ademas,
la proteina CREB por estimulo de FSH participa en la fosforilacion de la histona H3 a
nivel nuclear, la cual favorece la actividad mitogénica celular (Casarini & Crepieux,
2019). Recientemente se ha dado a conocer que la FSH activa a la proteina SK1 y con
ello induce la sintesis de la S1P y este esfingolipido media los efectos de viabilidad de
las células de la granulosa en estimulo a FSH. Adicionalmente, la adicion de este S1P
(0.1 y 1 uM) favorece la proliferacion de las células de la granulosa (Hernandez-
Coronado, et al., 2016).

2.2.5.1.2. Efectos esteroidogénico

La estimulaciéon de FSH en células de la granulosa, favorece la transcripcion y
activacién de enzimas esteroidogénicas como la enzima P450arom (gen CYP19) para
la formacion de estradiol (Dias, et al., 2010). Ademas, la FSH también activa a la

PKB/Akt, para incrementar la expresion de la enzima aromatasa, en un estudio
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experimental la inhibicién de PKB disminuyo la expresion del gen CYP19 (Dias, et al.,
2010). Por otro lado, FSH, al desencadenar vias como PISK/AKT y MAPK/ERK,
estimula la accion del IGF-1, el cual favorece la esteroidogénesis folicular y en sinergia
con FSH, estimulando la produccién de AKT la cual amplifica el estimulo de FSH en la
produccién de esteroides (Zhou, et al., 2013).

@ ANDROGENOS
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Figura 5. Mecanismo de accion de la FSH (Via clasica) y principales efectos

biologicos en las células de la granulosa (Modificado de Erickson, 1993).

Con lo anterior mencionado, podemos destacar que tanto la LH como la FSH estimulan
la secrecion de hormonas en sus células diana y participan como factor de crecimiento
para dichas células, mediante la sefializacion dada a través de un receptor acoplado
a proteina Gs. Por otro lado, existe evidencia reciente de un esfingolipido denominado
esfingosina 1-Fosfato que ha sido implicado en funciones de proliferacion,
sobrevivencia y esteroidogénesis en algunos tipos celulares, como dichas

gonadotropinas en las gbénadas.
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2.5. Esfingolipidos

Los esfingolipidos son moléculas anfipaticas, formados por un acido graso de 2-28
carbonos en union amida y una base larga esfingoidea (esfingosina 4-E-2-amino-1,3-
dihidroxi-octadeceno) (Sterin-Speziale, 2007). La membrana celular estd compuesta
por glicerofosfolipidos, esfingolipidos y esteroles. Durante muchas décadas la
membrana celular fue considerada una mezcla de lipidos y proteinas con funcion
estructural, sin embargo, este conocimiento cambid tras la investigacion de las balsas
lipidicas y su participacion en la transduccion de sefiales (Munro, 2003), aunado a la
descripcién de los esfingolipidos como moléculas bioactivas (Kleuser, 2018). La
ceramida y esfingosina estan implicados en procesos fisiolégicos como la muerte
celular incluyendo la apoptosis, autofagia, detencion de crecimiento, entre otras.
Mientras que la esfingosina 1-fosfato (S1P) esta involucrada en la regulacion de
diversos procesos como la proliferacion, diferenciacion (Kitatani, et al., 2008),
crecimiento, adhesion celular, metabolismo, supervivencia, migracion celular,
angiogénesis, esteroidogénesis (Guo, et al., 2014), mecanismos de respuesta al

estrés, inflamacion, entre otros (Gebai, et al., 2018).
2.3.1. Esfingosina 1 Fosfato (S1P)
2.3.1.1. Estructura

La S1P es un esfingolipido pleiotropico también conocido como sphing-4-enine-1-
phosfate, D-eritro-esfingosina-1-fosfato o C18-esfingosina 1-fosfato, esta conformada
por una base esfingoidea unida a un grupo fosfato en posicion 1 (Agudo, 2010), tiene
un peso molecular de 379,5 g/mol (National Center for Biotechnology Information,
2020) y esta presente en concentraciones nanomolares en la circulacion sanguinea

con una vida media aproximada de 15 min (Pitson, 2011).
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2.3.1.2. Sintesis

La ceramida es considerada el esfingolipido central en la sintesis de esfingolipidos. La
ceramida est4 compuesta por una base de esfingosina y un 4cido graso que varia en
longitud de 14 a 26 carbonos (Ponnusamy, et al., 2010). Este esfingolipido es
sintetizado por dos vias, sintesis de novo o por descomposicién de un esfingolipido
més complejo, la esfingomielina. La sintesis de novo es a partir de serina y palmitato,
los cuales por accion de la serina palmitoiltransferasa se unen para generar 3-ceto-
dihidrosfingosina, la cual se convierte secuencialmente en dihidrosfingosina por accion
de la 3-ceto-dihidrosfingosina reductasa. Posteriormente por la accién de
dihidroceramida sintasa se forma dihidroceramida y en ceramida por la
dihidroceramida desaturasa (Obinata & Hla, 2012). La dihidroceramida desaturasa
inserta el doble enlace 4,5-trans en la esfingosina (Michel, et al., 1997) formando asi
ceramida. La otra via de sintesis de ceramida es a traves de la descomposicion de
esfingomielina que es el esfingolipido presente en mayor proporcion en la membrana
celular (Cooper, 2000). La esfingomielina es endocitada al lisosoma y mediante la
accion de las esfingomielinasas en respuesta a estimulos estresantes (Clarke, et al.,
2006) forma ceramida. Posteriormente la ceramida por la accién de la ceramidasa

acida puede desacilarse para formar esfingosina (Hait & Maiti, 2017).

La esfingosina es un aminoalcohol con cadena alquilica insaturada de 18 carbonos y
es la columna vertebral de todos los esfingolipidos (Bartke & Hannun, 2009). Tiene
una carga positiva ionizable que le permite abandonar el lisosoma y dirigirse hacia el
reticulo endoplasmico donde puede reciclarse (Lewis, et al., 2018) o ser fosforilada en
su 1-OH por la esfingosina cinasa 1 y 2 (SK1 y Sk2) para formar S1P. La SK1 se
encuentra principalmente en el citosol mientras que SK2 en el nucleo, reticulo
endoplasmico y membranas intracelulares (Spiegel & Milstien, 2007), ademas, SK1y
SK2 presentan una homologia estructural en cinco dominios, pero difieren en el
dominio amino terminal y en la region central (Maceyka, et al., 2005), por lo tanto,
tienen diferentes distribuciones tisulares, propiedades cinéticas y patrones de

expresion desiguales, llevando a cabo funciones celulares distintas (Guo, et al., 2014).
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Como ya se menciond, la SK1 es un mediador lipidico pro-supervivencia (Zheng, et
al., 2015) y es activada por diversos factores de crecimiento (Shu, et al., 2002) y
hormonas, como FSH (Hernandez-Coronado, et al., 2016). La activacién de la PKC y
la fosfolipasa D (PLD) en respuesta a factores de crecimiento y hormonas, causa la
formacién de acido fosfatidico, promueve la consecuente activacion de esta SK1
(Hannun & Obeid, 2018). Por otro lado, la via de las proteinas cinasas reguladas por
sefal extracelular 1 y 2 (ERK1/2) y la cinasa 2 dependiente de ciclina, fosforilan el
residuo de serina 225 de SK1, mejorando su actividad catalitica y ocasionando su
translocacion del citosol a la membrana celular, donde se encuentra esfingosina para
fosforilarse y dar origen a S1P (Maceyka, et al.,, 2012; Hait, et al.,, 2006). La
permanencia de SK1 en la membrana es dependiente de las interacciones con la
fosfatidilserina o el acido fosfatidico y la accion de proteina fosfatasa 2 (PP2A) que es
la encargada de la desfosforilacion del residuo serina 225 de SK1 (Pitson, 2011).

Dentro de la célula, una vez sintetizada la S1P puede desfosforilarse por la accion de
la fosfatasa de S1P (SPP) para producir esfingosina nuevamente o degradarse por la
liasa de S1P (S1PL). La S1PL dara lugar a hexadecanal y etanolamina-1-fosfato
saliendo del metabolismo de los esfingolipidos (Figura 6). La S1P que se encuentra
en el espacio extracelular es degradada por la fosfohidrolasa de fosfato lipidico (LPP)

presente en la membrana celular (Ksigzek, et al., 2015).
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Figura 6. Metabolismo y funciones celulares de los principales esfingolipidos

bioactivos.

2.3.1.3. Mecanismo de accién y via de sefalizacion

La S1P lleva a cabo sus funciones como mediador extracelular y como molécula de
sefalizacion, teniendo una via de comunicacion paracrina y autocrina (Baztua-Valenti
& Garcia-Sainz, 2012). Como mediador extracelular la S1P atraviesa la membrana
celular y sale hacia el espacio extracelular y actia uniéndose a alguno de sus
receptores de membrana acoplados a proteina G, mediante un proceso denominado
“sefializacion de adentro hacia afuera” (Guo, et al., 2014). O bien, S1P puede actuar
como molécula sefializadora de manera intracelular, aunque sus funciones como

mediador extracelular han sido mayormente descritas (Hla, 2003).
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2.3.1.3.1. Intracelular

De manera intracelular, la S1P participa como cofactor de la actividad de la ubiquitina
ligasa E3 sobre el receptor 2 asociado al factor TRAF (TRAF2) requerido en la
poliubiquitinacion de R1P1y como consecuencia de esto, se da la activacion del factor
de transcripcién NF-kB, implicado en procesos antiapoptoticos (Alvarez, et al., 2010).
Adicionalmente la S1P participa en la activacibn de canales de calcio y en
consecuencia en la liberacién y movilizacion de calcio intracelular (Birchwood, et al.,

2001), de manera independiente a la via de IP3K (Meyer zu Heringdorf, et al., 2003).

La formacion de S1P mediante la isoenzima SK2 en el nicleo se encuentra asociado
a la regulacion de la histona H3, promoviendo la inhibicion de las desacetilasas HDAC1
y HDC2. Ademas, la S1P participa en la codificacion de la cinasa dependiente de
ciclina p21 y del factor transcripcional c-fos (Hait, et al., 2009). De igual manera
mediante la accion de SK2, S1P se une a la prohibitina 2 presente en la mitocondria,
esta unidon es importante para el correcto ensamblaje y funcidén del complejo IV
respiratorio en la cadena de transporte de electrones (Strub, et al., 2011). También,
SK2 esta asociada a respuestas inmunitarias, a través de la via de interleucina-2 en

las células T (Samy, et al., 2007).
2.3.1.3.2. Extracelular

La S1P es sintetizada intracelularmente y transportada hacia el exterior por
transportadores ABC y el transportador homologo 2 spinster (Spn2) (Mendelson, et al.,
2014). Fuera de la célula la S1P se une a transportadores como albumina y el ApoM,
sin embargo, se desconoce coOmo estos transportadores entregan a la S1P en sus
receptores de membrana (Blaho & Hla, 2014). La S1P se encuentra en una
concentracion de 0.2 a 0.9 uM en el plasma, asociada con la albumina y lipoproteinas
(Takabe, 2008), mientras que la reserva de S1P en el torrente sanguineo se encuentra
en las plaquetas ya que estas células presentan una deficiencia de enzimas para la
degradacion de S1P (Spiegel & Milstien, 2011).
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La S1P se une a uno de sus 5 receptores acoplados a proteina G (S1PR1-5) (Bryan &
Del Poeta, 2018), la expresion de estos receptores y su interaccion con las proteinas
G heterodiméricas es diferente entre células y tejidos, mostrando asi su efecto
pleiotrépico (Ebenezer, et al., 2016).

El S1IPR1 se acopla a la proteina Gai (Hla, et al., 2000) desencadenado vias como la
P13K, MAP quinasa, Rho, Rac, Akt, mTOR y la movilizacion de calcio intracelular
(Okamoto, et al., 1998; Hla, et al., 2000). Ademas, S1PR1 forma un complejo con (3-
arrestina, la cual recluta c-Src, produciendo su internalizacién para regular moléculas
efectoras como ERK 1/2 (Pyne & Pyne, 2017). Estas vias de sefalizacién
mencionadas promueven diversos efectos biologicos como la angiogénesis,

proliferacion, migracion, diferenciacion y de supervivencia celular (Liu, et al., 2019).

El S1PR2 tiene la capacidad de acoplarse a Gai, Gaq y Ga12 / 13 (Mendelson, et al.,
2014) por lo que promueve diferentes vias de sefalizacion dependiendo del tipo celular
y estimulo. Se ha reportado la activacion de diversas moléculas como Rho, la
fosfolipasa C (PLC) y las cinasas N-terminales C-Jun (JNKs) (Yester, et al., 2011). Una
de las funciones mas reconocida del S1PR2 es oponerse a la actividad de S1PR1 (Gi),
al inhibir Rac y Akt (Bryan & Del Poeta, 2018), teniendo efectos como la represion de
la migracion celular (Green & Cyster, 2012) y la inhibicion de la proliferacion celular
(Goparaju, et al., 2005; Bryan & Del Poeta, 2018).

El S1IPR3 se acopla principalmente a Gai, Gaq y en menor afinidad a Ga12 / 13,
promoviendo la activacion de ERK, PLC, Rac y Rho (Yester, et al.,, 2011) y en
consecuencia estimula efectos de migracion, proliferacion y supervivencia celular
(Shen, et al., 2019).

Por altimo, al contrario de S1IPR1-S1PR3 que presentan de manera ubicua, S1IPR4 y
S1PR5 presentan expresion especifica para algunos tejidos. El S1IPR4 se expresa en
tejido linfoide, hematopoyético y de pulmén (Gréler, et al., 1998), mientras que S1PR5
se encuentra expresado en células asesinas (Natural killer; Drouillard, et al., 2018),

células dendriticas, del sistema nervioso, endoteliales y algunos tipos de células
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cancerosas (Olesch, et al., 2017). El S1IPR4 y S1PR5 son receptores acoplados a
proteinas Ga iy Ga 12/13, que promueven efectos como la migracion (Sic, et al., 2014),
el crecimiento (Van Brocklyn, et al., 2000) y la diferenciacion celular (Schulze, et al.,
2011), entre otras (Olesch, et al., 2017).

2.3.1.4. Funciones de S1P
2.3.1.4.1. S1P y la sobrevivencia celular

La S1P inhibe la apoptosis a traves de la supresion de la activacion de las caspasas
3, 6y 7y sus sustratos (Cuvillier, et al., 1998), al inhibir la translocacién de la proteina
Smac (Second mitochondria-derived activator of caspases) o DIABLO (direct IAP-
binding protein with low) de la mitocondria al citosol (Cuvillier & Levade, 2001).
Ademas, S1P participa en la regulacion de la funcion de Bad mediante la via MEK /
ERK/RsK1 que propicia que las proteinas Bcl-2 o Bcl-xl ejecuten efectos inhibitorios
para Bax y en consecuencia la inhibicion de la apoptosis (Betito & Cuvillier, 2006).
Ademas, la S1P mejora en el potencial de desarrollo del ovocito, ademas de promover
la proliferacion y supervivencia a traves de la activacion de la PLD, PI3K/T en células
ovaricas (Guo, et al., 2014). Finalmente, en células endoteliales sometidas a apoptosis
mediante el tratamiento con peréxido de hidrégeno, se demostré que S1P atenua la

apoptosis al disminuir la fosforilaciéon de p38 Map quinasa (Moriue, et al., 2008).
2.3.1.4.2. S1P y la esteroidogénesis

La hormona adrenocorticotropa (ACTH) estimula el metabolismo de los esfingolipidos
disminuyendo la concentracion de lipidos que favorecen la muerte celular y
aumentando los que favorecen la proteccion celular como la S1P (Lucki, et al., 2012).
Actualmente, se conoce que S1P mediante la unién a sus receptores acoplados a la
proteina Gai, promueve la activaciéon de la PKC, PLD y la liberaciéon de calcio,
estimulando la secrecién de cortisol en las células de la zona fasciculada (Rabano, et
al.,, 2003) y de aldosterona en las células de la zona glomerular de la corteza

suprarrenal (Brizuela, et al., 2006) mediante las vias P13K/PKB y MEK (Brizuela, et
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al., 2007). Ademas, se ha observado que S1P es un mediador en la sefializacion para
la transcripcion de CYP17 estimulada por ACTH/AMPc mediante la activacion del
elemento regulador de esteroles (SREP) (Ozbay, et al., 2006). Finalmente, la S1P
promueve al factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) que induce la produccién de
ciclooxigenasa-2 (COX-2) y éste a su vez la sintesis de prostaglandina E2 (PGE2)
(Pettus, et al., 2003). Por su parte, la PGE2 induce la expresién de CYP19 en
respuesta a S1P, promoviendo la sintesis de estrégenos en células de la granulosa
(Lucki, & Sewer, 2008).

2.3.1.4.3. S1P en el desarrollo folicular

Recientemente se ha demostrado que la S1P promueve la proliferacion y la
sobrevivencia celular para estimular el desarrollo folicular (Hernandez-Coronado, et
al., 2019). Se conoce que la S1P esta presente en mayor concentracion en células de
la granulosa y células de la teca de foliculos dominantes sanos en comparacion a
foliculos dominantes atrésicos (Hernandez-Coronado, et al., 2015). Por otro lado, se
ha demostrado que la FSH y el VEGF estimulan la sintesis de S1P en células de la
granulosa en cultivo a través de la activacion de SK1. Este efecto de FSH y la propia
S1P incrementan la proliferacion de células de la granulosa (Hernandez-Coronado, et
al.,, 2016). Ademas, S1P promueve la angiogénesis folicular, incrementando la
densidad de los vasos sanguineos recién creados y estimula la proliferacion de células
del estroma ovarico a traves de la sefalizacion del S1IPR1 (Soleimani, et al., 2011). En
un estudio in vitro el tratamiento de S1P en ovocitos sometidos a choque térmico,
induce la proteccion celular y promueve el desarrollo a blastocistos (Roth & Hansen,
2004). En estudios de mujeres con hiperestimulacién ovarica se detecté la presencia
de S1P asociado con lipoproteinas de alta densidad en liquido folicular (FF-HDLS) y
gue esta S1P era importante para el desarrollo folicular ya que promueve la

proliferacion y la angiogénesis del foliculo (von Otte, et al., 2006).

Por otro lado, se ha descrito el papel de S1P como agente citoprotector en la terapia

contra el cancer y la criopreservacion (Hernandez-Coronado, et al., 2019). En mujeres
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con cancer la criopreservacion ovérica les ha permitido la posibilidad de reproducirse
a pesar de la insuficiencia ovarica prematura ocasionada por el tratamiento contra el
cancer. En un estudio de cultivo de ovarios de oveja post criopreservados se demostrd
gue S1P mejora la calidad de foliculos primordiales y tras dos dias de cultivo estimula
la proliferacion de las células de la granulosa (Henry, et al., 2016). Ademas, el uso de
S1P a una concentracion de 400 uM en foliculos primordiales de tejido cortical ovarico
sometido a criopreservacion, mostré un incrementd en la sintesis de estradiol y la
hormona anti-Milleriana y una reduccién de la apoptosis (Guzel, et al., 2018). Otro
estudio en ratones hembra demostré que la administracion de S1P antes de la
aplicacion de busulfan, incrementa el nimero de foliculos primordiales sanos y la
concentracion del ARNm de la hormona anti-Miilleriana, respecto a ratones que se les
administré unicamente busulfan (Tan, et al., 2014). Ademas, se ha reportado que S1P
estimula la migracion de células del cancer epitelial de ovario, a las cuales en los
bordes celulares induce estructuras similares a filopodios que favorecen la movilidad
celular (Wang, et al., 2008). Finalmente, S1P a través de S1PR1 y S1PR3 favorece la
expresion de CCN1y CCN2, CCN2 que participan en la expresion de COX-2 y ésta a
su vez la sintesis de PGE2, implicada en numerosos procesos como la ovulacion
(Cheng, et al., 2016). Por ultimo, la administracién de 12 yM de S1P, mostré un
incremento en la expresion del ARNm de Ccn2/CCN2 dependiente de la sefializacion
Hippo a través de S1PR2 en foliculos preantrales y tejido ovarico de ratones y

humanos (Pors, et al., 2020).

[29]



3. JUSTIFICACION

El desarrollo de foliculos antrales depende principalmente de la proliferacion de las
células foliculares y es promovido por la accién de hormonas y factores troficos dentro
de los cuales destacan la hormona luteinizante (LH) y la hormona foliculo estimulante
(FSH). Por otro lado, esfingosina 1-fosfato (S1P) es un esfingolipido que favorece la
proliferacion, sobrevivencia celular y es sintetizado principalmente en respuesta a
factores de crecimiento a través de la activacion de la esfingosina cinasa 1 (SK1)
principalmente. Se ha observado que la concentracion de S1P esta asociada con la
salud folicular y que ésta promueve la proliferacion de células de la granulosa y la
sintesis de esteroides en células adrenales. Sabemos que la FSH estimula en células
de la granulosa la sintesis de S1P a través de la activacion de SK1 y que este
esfingolipido esta relacionado con proliferacion y proteccion en estas células. Por lo
anterior, es probable que, sila LH actta sobre células de la teca del foliculo, comparte
similitudes en su estructura quimica con FSH y que también ejerce sus efectos a través
de receptores acoplados a proteina Gs, igualmente promueva la sintesis de S1P y que

este esfingolipido actie como mediador de los efectos biolégicos de LH.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

% Establecer la participacion de LH en la sintesis de S1P en células de la teca de
bovino y demostrar si este esfingolipido es un mediador en los efectos

biolégicos de la hormona.

4.2. Objetivos especificos

% Determinar sila LH estimula la sintesis de S1P en células de la teca de bovino.

% Evaluar si S1P es un mediador de los efectos esteroidogénicos de LH sobre
células de la teca de bovino.

% Determinar si los efectos de viabilidad de LH sobre células de la teca ocurren a

través de la sintesis de S1P.

5. HIPOTESIS

% Los efectos bioldgicos de la hormona luteinizante (LH) sobre las células de la
teca de bovino, son dependientes de la sintesis de la esfingosina-1 fosfato
(S1P).
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Disefio experimental

Se obtuvieron ovarios de vacas sacrificadas en rastro para recuperar foliculos de 4-15
mm de diametro. Los foliculos fueron diseccionados para obtener sacos foliculares y
mediante digestion enzimatica recolectar y cultivar células de la teca para evaluar si la
S1P es una molécula mediadora de los efectos biol6gicos de la LH en células de la

teca de foliculos ovaricos de bovino (Figura 7).

Ovarios de bovinos sacrificados
en rastro de Temamatla

!

Diseccion de foliculos de foliculos
de 4-17 mm

'

Obtencidn células de la teca
(Digestién enzimatica)

'

Cultivos de células de la teca - Estabilizacion
por 48 h a 5% de Co2 a 37°C

—

'

| Dosis LH: 0, 0.1, 1y 10 ng/ml | i

—>| Control, Dosis ideal de LH, LH + ISK1, ISK1 |

¢ ]
1 ¢

Viabilidad celular

Cuantificacion de

l S1P por ELISA
MyBioSource * Cuantificacién de S1P
MTT (Ensayo de bromuro de MBS7264097 por ELISA
3(4,5-dimetiltiazol-2- il)- 2,5- MyBioSource
difenilltetrazolio MTT (Ensayo de bromuro de MBS7264097

'

Seleccién de cultivos

3(4,5-dimetiltiazol-2- il)- 2,5-
difenilltetrazolio
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Identificacién de
SK1 mediante
Western Blot

Cuantificacién de la
concentracién de
progesterona (EIA-
1292) y testosterona
(EIA- 1559)

Figura 7. Disefio experimental. LH: Hormona luteinizante. S1P: Esfingosina 1-

fosfato. SK1: Esfingosina Cinasa 1. ISK1: Inhibidor de la esfingosina cinasa 1.
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6.2. Coleccidén de foliculos y obtencidn de sacos foliculares

Se obtuvieron ovarios de vacas sacrificadas de un rastro particular ubicado en
Temamatla, Estado de México. Los ovarios fueron lavados y transportados al
laboratorio de Bioquimica de la Reproduccion de la Universidad Auténoma
Metropolitana Unidad Xochimilco en soluciéon salina fisiolégica (SSF) al 0.9% a una
temperatura de 35-37°C en un lapso no mayor a 120 min. Una vez en el laboratorio,
se procedi6 a quitar el exceso de tejido, se realizaron varios lavados con SSF al 0.9%
a 37°C, un lavado con etanol al 75% y posteriormente mas lavados con SSF, esto con
la finalidad de quitar el exceso de sangre y contaminantes. Posteriormente los ovarios

se mantuvieron a 37°C en SSF y medio de cultivo (10:1), hasta su diseccion.

Se disecaron foliculos de 4-15 mm de diametro, se realizo una incision en el foliculo
para poder liberar el liquido folicular, el ovocito y exponer el saco en su interior para
retirar las células de la granulosa a través de un ligero raspado. Posteriormente, se
lavaron los sacos foliculares con medio McCoy's 5a modificado (Hepes SIGMA H6147,
L-Glutamina Sigma G8540, Albumina sérica bovina Sigma A7030, Selenito 20 ng/mL,
Penicilina y estreptomicina Sigma P4333, Transferrina 10 mg/mL, Insulina 100 ug/mL,
IGF-1 1ng/mL) previamente gaseado con el propdsito de eliminar en su totalidad los

restos de células de la granulosa y el liquido folicular.

Con ayuda de unas tijeras curvas se procedio a cortar los sacos en fragmentos mas
pequefios y se depositaron en medio McCoy's 5a modificado. Posteriormente los
fragmentos se filtraron (filtro de Nylon de 70 ym), para obtener Unicamente las trazas

de los sacos foliculares y someterlos a digestion enzimatica.
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6.3. Obtencidon de células de la teca

6.3.1. Digestion enzimatica (disgregacién de sacos foliculares)

Los fragmentos de sacos foliculares se colocaron en un buffer de digestion enzimética
(100 mg de tejido/ 1 mL de digestion enzimatica) el cual contenia 1.13 mg/mL de
Colagenasa (Sigma C2674), 0.1 mg/mL de DNAsa (Sigma DN25) en DPBS 1x (Gibco
14200-075). Se coloco la suspension de células en una estufa a 37°C en agitacion
constante durante 20 minutos. La digestién se detuvo con la adicién de suero fetal
bovino (Sigma F2442) 100 pl/mL de suspension y se incub6 durante 10 minutos a 37°C
en agitacion constante. Se filtro la suspension (Filtros Falcon de nylon de 70 ym) para
obtener Unicamente las células, descartando el tejido no digerido y se procedio a
centrifugar a 1,700 rpm por 10 min. Se elimind el sobrenadante y se agregaron 2.5 mL
de DPBS 1x a cada pool para eliminar los globulos rojos y se centrifugaron nuevamente
por 10 min a 1700 rpm. Finalmente, se elimind el sobrenadante y se resuspendio el
pellet de células de la teca en un mililitro de medio gaseado y se realizé la

cuantificacion celular usando azul de tripan (Hernandez-Coronado, et al., 2016).

6.3.2. Numero de células de la teca por azul de tripan (4%)

El nimero de células de la teca fue evaluado tomando 90 pL de la suspension celular
y 10 yL de solucién azul Tripan (4%). Esta mezcla fue colocada en una camara de
Neubauer doble para realizar el conteo de las 2 cAmaras en 5 cuadrantes de cada una.
El nimero de células totales fue obtenido usando la siguiente férmula: promedio del
namero de células totales contadas en las 2 camaras X 10,000 X 5 (Numero de
cuadrantes) X la dilucién (mL) (Hernandez-Coronado et al., 2016), determinando asi

el niumero de células viables.
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6.4. Cultivo de células de la teca

Las células se cultivaron en placas de 96 pozos con tapa (Thermo scientific, NUNC
estéril, 167008) en medio de cultivo McCoy's 5a modificado (Hepes SIGMA H6147, L-
Glutamina Sigma G8540, Albumina sérica bovina Sigma A7030, Selenito 20 ng/mL,
Penicilina y estreptomicina Sigma P4333, Transferrina 10 mg/mL, Insulina 100 pg/mL,
IGF-1 1ng/mL). Previo al sembrado de células, las placas se pre incubaron con 150 pl
de medio de cultivo por pozo, durante cuatro horas. Se sembraron setenta y cinco mil
células de la teca viables en 50 yL de medio y se mantuvieron en un periodo de

estabilizacion de 48 horas en una atmosfera de 5% de CO2 a 37°C y 90% humedad.

6.5. EXPERIMENTO 1

6.5.1. Efecto de LH sobre la sintesis de S1P.

Para evaluar el efecto de LH sobre la sintesis de S1P en células de la teca, se
realizaron cinco cultivos con 6 réplicas cada uno (Figura 8) a los cuales se les trat6
con 0, 0.1, 1 y 10 ng/mL de LH (Sigma L5269-1VL St Louis USA). El periodo de
tratamiento fue de 96 h, realizando recambio de medio de cultivo y tratamiento con la
LH cada 48 horas. Se determind la viabilidad de células de la teca por la técnica de

MTT. Mientras que el medio de cultivo se almacené a -70°C.
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Figura 8. Cinco cultivos de células de la teca, la figura representa los tratamientos (O,
0.1, 1y 10 ng/mL de LH) y las repeticiones de cada uno de ellos.

6.5.1.1 Determinacion del numero de células de lateca por MTT

Para determinar el efecto de las dosis de LH en la viabilidad celular, las células de la
teca de los cultivos del experimento 6.5.1, fueron sometieron al ensayo de bromuro de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)- 2,5-difeniltetrazolio (MTT).

6.5.1.2. Determinacion de S1P en medio de cultivo de células de la

teca

La determinacion de S1P se realiz6 en el medio almacenado de los cultivos del
experimento 6.5.1, mediante la técnica de ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay), usando el estuche comercial (MyBioSource MBS7264097). Se empled una
curva estandar para su cuantificacion (0, 50, 100, 250, 500 y 1000 ng/mL) y las

determinaciones se realizaron por duplicado.
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6.5.1.3. Identificaciéon de esfingosina cinasa 1 (SK1) en células de la

teca mediante Western Blot.

Se identifico la presencia de la enzima SK1 fosforilada en tres cultivos de células de la
teca tratadas con 0.1 ng/mL de LH. Las células cultivadas fueron sometidas a lisis con
ayuda de un buffer que contenia NaCl 50 mM, Tris-HCI 20 mM pH 7,4, EDTA 5 mM,
glicerol al 10%, tritén X-100, cActel inhibidor de proteasas (0,20 mM de aprotinina, 5,25
mM de leupeptina y 1,8 mM de pepstatina A) y 1 mM de ortovanadato de sodio como
inhibidor de la fosfatasas y homogenizado mecanico, para extraer las proteinas. Se
utilizé 45 pg de proteinas por tratamiento, las cuales fueron sometidas a electroforesis
en SDS-PAGE vy transferidas a membranas de nitrocelulosa usando un buffer de
transferencia (Tris-Base 0,05 M: Bio-rad 161-0719; glicina 0,04 M: Bio-rad 1610718,
SDS 0,001 M: Bio-rad 161-0301 y metanol al 20%) a 120 volts durante una hora a 4°C.
Tras la transferencia, las membranas fueron incubadas por 24 h a 4°C con el
bloqueador de fosfoproteinas Phosphoprotein Blocker (Millipore WBAVDPO0O1) y se
incubaron durante toda la noche a 4°C con los anticuerpos primarios contra
Sphingosine Kinase 1 (Ser-225: phospho-specific 1:250, Bioscience SP1641-ECM) y
GAPDH como control de carga (1:500 Santa Cruz Biotechnology sc-59540).
Posteriormente las membranas se lavaron tres veces con PBS-Tween-20 0.5% y se
incubaron con los anticuerpos secundarios Anti-Rabbit (1:10,000 Bio-rad 1706515) y
Anti-Mouse (1:10,000 Bio-rad 1706516), para SK1 y GAPDH respectivamente, durante
toda la noche a 4°C en PBS-Tween 20 (Hernandez-Coronado, et al.,, 2016).
Finalmente, las membranas se lavaron nuevamente en PBS-Tween 20 y las sefiales
se detectaron con el uso de WesternSure® PREMIUM Chemiluminescent Substrate
(926-95000 LI-COR), en el en el equipo C-DIGIT BLOT SCANNER.
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6.6 EXPERIMENTO 2

6.6.1. La sintesis de S1P en respuesta a LH es un mediador de los efectos

de esta hormona en células de la teca.

Para determinar si S1P es mediador de los efectos biolégicos de LH, se utilizd un
inhibidor de SK1 en 3y 2 cultivos de células de la teca con 6 tratamientos (4 réplicas
por tratamiento): Control, 0.1 ng/mL de LH (Sigma L5269-1VL St Louis USA), 5 uM de
un inhibidor de la enzima SK1 (ISK1) (SKI-178, Calbiochem; 567732), 10 uM de ISK1,
0.1 ng/mL de LH + 5 yM de ISK1 y 0.1 ng/mL de LH + 10 uM de ISK1. Después de 96
horas de cultivo, se colecté el medio de cultivo de los 4 pozos correspondientes al
mismo tratamiento. Tanto el medio como las células de la teca fueron almacenadas a
-70°C.

6.6.1.1. Determinacion de viabilidad de células de la teca en respuesta a
S1P como mediador de LH por MTT.

Para determinar el efecto del inhibidor de SK1 en la viabilidad, las células de la teca
cultivadas en 3 cultivos en el experimento 6.6.1, se sometieron al ensayo de bromuro
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)- 2,5-difeniltetrazolio (MTT).

Se adicionaron 20 pL de la solucion MTT (5 mg/mL de Tetrazolio-Sigma M5655, en
medio de cultivo) a las células cultivadas de cada pozo y se incubaron en una
atmosfera de 5% de CO2 a 37°C y 90% humedad durante 24 h. Pasadas las 24 h se
adicion6 a cada pozo 100 uL de buffer de lisis el cual contenia H20 destilada, N-
Dimetilformamida (D4551-sigma), SDS (161-0301-Biorad), acido acético 1 N (9507-

02- J. T. Baker) y acido clorhidrico 1 N y las células de la teca se incubaron por 4 h a
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temperatura ambiente en oscuridad. Finalmente, se midi6 la densidad 6ptica del medio

a 595 nm en un espectrofotdmetro Smartec Plus-BIORAD (Rangel, et al., 2009).

El nimero de células fue obtenido mediante una curva estandar (Figura 9), la cual se
construyé por duplicado mediante 6 diluciones (1:2) sembrando 150,000, 75,000,
37,500, 18,750, 9,375 y 4,687 células por pozo en placas de 96 pozos con tapa
(Thermo scientific, NUNC estéril, 167008). Se mantuvieron por un periodo de 144
horas a 37°C, 5% de CO2 a 37°C y 90% humedad, con recambios del 50% de medio
cada 48 horas. Posterior a las 144 horas se determind la viabilidad celular por el

ensayo MTT.

Posterior a la incubacion con el MTT, se lisaron las células a temperatura ambiente y
finalmente se obtuvo la densidad 6ptica a 595 nm. A través de una ecuacion de
regresion se determind la relacion entre absorbancia y el numero de células, con el

programa 1x Assay Zap 3.0.

Curva estandar

0.35

0.3
0.25
0.2
0.15 y = 1E-06x+ 0.1253
0.1 RZ=0.8762

0.05

Absorbancias (595 nm)

0 50000 100000 150000 200000
Namero de células de la teca

Figura 9. Curva estandar de células de la teca viables. La curva estandar muestra 6
puntos (150,000 células el valor mas alto y 4,687 células en el valor mas bajo) con
valor de R=0.8762: Dicha curva permitio la intercepcién de los datos procedentes de

los diferentes tratamientos para obtener el nUmero de células de la teca viables.
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6.6.1.2. Determinacién de los efectos esteroidogénicos de células de la

teca en respuesta a S1P como mediador de LH por ELISA.

Para determinar la participacion de S1P en la esteroidogénesis de células de la teca,
se cuantific6 progesterona y testosterona en el medio de cultivo recolectado y
almacenado previamente de 2 cultivos del experimento 6.6.1, por la prueba de ELISA
usando los estuches comerciales DRG progesterona (EIA-1292) y DRG testosterona

(EIA-1559), siguiendo las instrucciones del fabricante.

6.7. Analisis estadistico

El efecto de LH, y el inhibidor de SK1 (SK-178) sobre la producciéon de S1P, la
concentracion de hormonas esteroides y viabilidad celular, se evaluara mediante un
analisis de varianza (ANOVA), utilizando las concentraciones de LH y SK-178 como
efectos fijos y las concentraciones de S1P, progesterona, testosterona y nimero de
células como variables de respuesta. Las diferencias entre media de cada tratamiento

se determinaron mediante contrastes ortogonales.
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7. RESULTADOS

7.1. La LH incrementa la viabilidad de células de la teca de bovino en

cultivo.

Los resultados indican que la viabilidad de células de la teca en cultivo por 96 h, es
mayor con la adicién de 0.1 y 1 ng/mL de LH. Mientras que con el uso de una dosis
mayor de LH (10 ng/mL) hubo una reduccion en el nUmero de células de la teca viables
(P <0.05) en comparacion con 0.1y 1 ng/mL, pero similar a las células a las que no se
adiciona LH (Figura 10).
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Figura 10. Efecto de diferentes dosis de la hormona luteinizante (LH) sobre el
namero de células de la teca viables después de 96 h de cultivo. a 'y b indican

diferencias significativas entre tratamientos (P <0.05).
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7.2. La LH estimula la sintesis de S1P en células de la teca

La adicion de 0.1 ng/mL de LH al medio de cultivo de células de la teca de bovino,
incrementa la sintesis de S1P (Figura 11) en comparacién con el control (O ng/mL de
LH). Sin embargo, dosis mayores a 0.1 ng/mL de LH (1 ng/mL y 10 ng/mL) no
incrementan la sintesis de S1P respecto al control (P<0.05).
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Figura 11. Concentracion de S1P en el medio de cultivo de células de la teca
cultivadas por 96 h, y tratadas con cuatro dosis de LH (0, 0.1, 1y 10 ng/mL). ay b

indican diferencias significativas entre tratamientos (P <0.05).
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7.3 Identificacion de la enzima esfingosina cinasa 1 fosforilada (SK1p) en

células de la teca de bovino.

En células de la teca tratadas con 0.1 ng/mL de LH en cultivo se identificé por primera
vez la presencia de la esfingosina cinasa 1 fosforilada (SK1p; Figura 12). Sin embargo,
aun cuando es probable que esta sea activada por LH, se necesitan mas experimentos

para demostrarlo.

Células de

la teca
SK1p  w
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Figura 12. Presencia de esfingosina cinasa 1 fosforilada (SK1p) y GAPDH, en células

de la teca de bovino tras 96 h de cultivo.
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7.4. La sintesis de S1P en respuesta LH es un mediador de los efectos de

esta hormona en células de la teca de bovino.

Estos resultados muestran claramente que dosis bajas de LH (0.1 y 1 ng/mL)
incrementan la viabilidad de las células de la teca en cultivo durante 96 h. Ademas, el
uso de 0.1 ng/mL de LH incrementa la sintesis de S1P en estas células., razén por la
cual, seleccionamos esta dosis de LH para evaluar y los efectos biolégicos sobre la
viabilidad celular (Figura 13) y esteroidogénesis (Figura 14 y 15) dependen del efecto
de LH sobre la sintesis de S1P. Para ello, se usé un inhibidor de SK1 en presencia o
ausencia de LH. Los resultados indican que el tratamiento de 0.1 ng/mL de LH estimula
la viabilidad de las células de la teca en comparacion con las células sin tratamiento
(Figura 13). De manera interesante, la adicion de dos diferentes concentraciones del
inhibidor de SK1 (5y 10 uM) en presencia de LH disminuye la viabilidad a nivel similar
a la del grupo control (Figura 13). Esto indica que S1P tiene un papel directo en la
viabilidad de células de la teca, al actuar como mediador de LH en la viabilidad de

células de la teca de bovino cultivadas durante 96 h.
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Figura 13. Efecto del inhibidor de SK1 en presencia o no de 0.1 ng/mL de LH, sobre
la viabilidad de las células de la teca de bovino en cultivo por 96 h. a, b y ¢ indican

diferencias significativas entre tratamientos (P <0.05).

[44]



En cuanto a los efectos esteroidogénicos de LH en células de la teca, se observo que
el tratamiento con LH por si solo tiende a incrementar la sintesis de progesterona
(P=0.09). Mientras que el uso del inhibidor de SK1 en las dos diferentes
concentraciones y en presencia o ausencia de LH redujo marcadamente la sintesis de

progesterona en células de la teca de bovino a las 96 h de cultivo (P<0.05) (Figura 14).
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Figura 14. Efecto del inhibidor de SK1 en presencia o no de 0.1 ng/mL de LH, sobre

la sintesis de progesterona de las células de la teca de bovino en cultivo de 96 h.
(* P<0.05y ** P<0.1).
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En cuanto a la sintesis de testosterona, el tratamiento de LH no modifico la sintesis de
este esteroide respecto al control (P=0.41). Sin embargo, contrario a lo esperado, el
uso exclusivo del inhibidor de SK1 incremento la sintesis de testosterona respecto al
control (P<0.05). Mientras que el uso del inhibidor de SK1 mas la dosis de LH, no
mostro efectos sobre la sintesis de testosterona respecto al tratamiento de LH por si
solo (P<0.9) (Figura 15).
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Figura 15. Efecto del inhibidor de SK1 en presencia o no de 0.1 ng/mL de LH, sobre
la sintesis de testosterona de las células de la teca de bovino en cultivo de 96 h.
(* P<0.05).
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8. DISCUSION

En el presente trabajo se demostré que la administracion de LH en cultivo de células
de la teca de bovino, incrementa la sintesis de S1P y promueve la viabilidad, asi como
la sintesis de progesterona. Por otro lado, se demostré que S1P es mediador de los
efectos de LH sobre la viabilidad de las células de la teca y sintesis de progesterona,
ya que la inhibiciéon de SK1, enzima clave para la sintesis de S1P, reduce el nimero
de células de la teca metabdlicamente activas y la sintesis de progesterona.

En este trabajo demostramos que el uso de dosis bajas de LH (0.1 y 1 ng/mL)
incrementan la viabilidad de las células de la teca. Estos resultados son similares a los
reportados por Campbell y colaboradores en 1988, quienes sefialan que la dosis de
0.1 ng/mL de LH promueve la viabilidad y proliferacion de células de la teca de ovino
en cultivo. Asimismo, en células de la teca de bovino la adicion de 0.1 ng/mL de LH al
medio de cultivo favorece la viabilidad celular (Rodriguez, et al., 2003). En células
luteas de bovino ha sido reportado que el uso de 10 ng/mL de LH aumenta la viabilidad
de estas células, al inducir la expresion de enzimas antioxidantes (Kawaguchi, et al.,
2013). Mientras que el uso de LH en cocultivo de células de la granulosa y células de
teca, incrementa la expresion del IGF-1 por parte de las células de la teca. El IGF-I via
paracrina actla en las células de la granulosa, evitando la apoptosis inducida por
ceramidas (Hattori, et al., 2018). En otros estudios, la LH al actuar sobre su receptor
en las células de teca promueve varias vias de proliferacion y sobrevivencia celular
(Hillier, 2001). En células Iuteas de bovino, tratadas con interferon gamma (IFNG) y
con él TNFa, la LH (0.34 nM), reduce la apoptosis. Este efecto se llevé acabo debido
a que la LH, atenua la expresion de FAS, BAX y CASP3 (moléculas apoptoticas), pero
incrementa la expresion del ARNm de Bcl-2, asi como la sintesis de progesterona
(Okuda, et al., 2009). En cultivo de células de la teca de bovino el uso de 100 ng/mL
de LH activa la via P13K estimulando la fosforilaciéon de AKT (Fukuda, et al., 2009),
Akt puede fosforilar a Bad generando un sitio de unién para las proteinas
secuestradoras de Bad que impiden su translocacion del citosol a la membrana

mitocondrial (Garcia & Vecino, 2003). Ademas, la LH es mediador de la sobrevivencia
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dependiente de IGF-1 (Franke, et al., 1997). Por lo tanto, basados en estos resultados
y las evidencias de la literatura, es probable que la LH en dosis de 0.1 ng/mL active
las vias AMPc y IP3K/AKT para promover la viabilidad de las células de la teca,

explicando nuestros resultados.

En nuestros resultados, la dosis de 0.1 y 1 ng/mL de LH, favorece la viabilidad celular,
en contraste con la dosis de 10 ng/mL que disminuye la viabilidad de células de la teca
de bovino. De manera similar, en cultivo de células de la teca de ovino tratadas con
dosis altas de LH (100 ng/mL), reducen la viabilidad celular (Campbell, et al., 1988).
Adicionalmente, en células de la teca de bovino, la viabilidad disminuye con la adicion
de 10 ng/mL de LH tras 168 h de cultivo (Rodriguez, et al., 2003). Este efecto es
desencadenado probablemente porque la sobreestimulacion con LH sobre la célula de
la teca, ocasionan una regulacion a la baja de receptores de LH via endocitosis
(Jameson & De Groot, 2010) o por degradacion acelerada el ARNm del LHR (Menon,
et al., 2011). Por otro lado, se conoce que una dosis elevada de LH aumenta la
produccion de progesterona favoreciendo cambios funcionales y morfolégicos en las
células foliculares que causan su luteinizacion (Campbell, et al., 1998). Ademas, se
sabe que las células de la teca secretan factores proapoptoticos como el regulador
Nodal, que promueve la apoptosis tanto de la teca como de las células de la granulosa
mediante la supresion de la via PISK/AKT (Craig, et al., 2007). Por lo tanto, es probable
gue, en nuestro experimento, la dosis de 10 ng/mL de LH a través de estos procesos,

reduzca la viabilidad de las células de la teca de bovino en cultivo.

En este trabajo se demostré que la dosis mas baja de LH (0.1 ng/mL) estimula la
sintesis de S1P en células de la teca de bovino en cultivo. En células de la teca de
foliculos dominantes sanos de bovino (aquellos que dependen de LH para su
crecimiento), la concentracion de S1P es mayor que en células de la teca de foliculos
dominantes atrésicos (Hernandez-Coronado, et al., 2015). Por otro lado, se ha
demostrado que la FSH (1ng/mL) y el VEGF (0.01 ng/mL) incrementan la sintesis de
S1P en células de la granulosa de bovino en cultivo (Hernandez-Coronado, et al.,

2016). De manera similar en otros tipos celulares varios factores de crecimiento y
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hormonas estimulan la sintesis de S1P. En células endoteliales de la vena umbilical
humana, el uso de 100 U/mL del TNFa o el uso de 50 ng/mL del factor de crecimiento
de hepatocitos (HGF) estimulan la sintesis de S1P, mediante la activacion de la SKasa
(Xia, et al., 1998; Duan, et al., 2004). Ademas, en células de cancer de mama MCF-7
en cultivo, el factor de crecimiento epidérmico (EGF; 100 ng/mL), favorece la activacion
de la SK1, incrementando la sintesis de S1P (Sarkar, et al., 2005). Finalmente, se ha
demostrado que estradiol (E2; 10 nM) activa a SK1 y con ello, favorece la sintesis de
S1P en células de cancer de mama humanas (Sukocheva, et al., 2003). Se sabe que
LH al igual que la FSH, acttan a través de un receptor acoplado a proteina Gs el cual
activa a la proteina cinasa dependiente de AMPc (PKA) (Guzmén, et al. 2017).
Ademas, se ha demostrado que la LH pueden activar a la fosfolipasa C y con ello
promover la activacion de la PKC (Menon & Menon, 2014) la cual es el principal
activador de SK1 (Hannun & Obeid, 2018). Adicionalmente la LH (1 Ul/mL) en células
de la teca de bovino en cultivo, controla la fosforilacion de ERK (Tajima, et al., 2005)
la cual puede fosforilar a SK1 en su residuo de serina 225, promoviendo su actividad
catalitica (Maceyka, et al., 2012). En este trabajo se logro identificar por primera vez la
presencia de SK1p en células de la teca de bovino en cultivo. Por lo tanto, podemos
sugerir que LH mediante su via de sefializacion clasica (PKA) o alterna (PKC), puede
promover la fosforilacion de la SK1 y con ello incrementar la sintesis de S1P para llevar
a cabo sus efectos bioldgicos. No obstante, si bien detectamos a la SK1 fosforilada en
los cultivos de células de la teca, es necesario que se siga investigando para demostrar

gue esta enzima es fosforilada en respuesta dosis dependiente a LH.

Si bien el tratamiento a los cultivos de células de la teca con 0.1 ng/mL de LH
incrementa la sintesis de S1P, el uso de 10 ng/mL de LH, disminuye la produccion de
este esfingolipido. De manera similar, la adicion de 10 ng/mL de FSH en el medio de
células de la granulosa cultivadas por 96 h, reduce la produccion de S1P (Hernandez-
Coronado, et al., 2016). Ademas, la adicion de 0.1-100 ng/mL de VEGF en células de
la granulosa de bovino en cultivo de 48 h, también reducen la sintesis de S1P

(Hernandez-Coronado, et al., 2016). Por lo tanto, con base en nuestros resultados y
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las evidencias previas podemos decir que una sobreestimulacién de las células por
factores tréficos reduce la sintesis de S1P. Los niveles de S1P son regulados mediante
su sintesis, su desfosforilacion y su degradacion. Por lo tanto, después de que la S1P
es sintetizada y ejerce sus efectos bioldgicos, este esfingolipido puede ser
desfosforilada por la fosfatasa de S1P (SPP) para transformarse en esfingosina
(D'Avanzo, 2016), o puede degradarse en el interior de la célula por la liasa de S1P
(S1PL) o fuera de la célula por la fosfohidrolasa de fosfato lipidico (LPP) para dar lugar
a un hexadecanal y etanolamina (Maceyka, et al., 2012; Ksigzek, et al., 2015). Por lo
tanto, podemos sugerir que por la via de la desfosforilacion o degradacion se reduce
la concentracion de S1P en células de la teca de bovino estimuladas con dosis altas
de LH.

De manera interesante la inhibicion de SK1 ocasion6 una disminucion en la viabilidad
de las células de la teca de bovino cultivadas por 96 h estimuladas con LH (0.1 ng/mL).
Similarmente, en células de la granulosa de bovino en cultivo, la inhibicion de SK1
redujo el numero de células de la granulosa metabdlicamente activas (Hernandez-
Coronado, et al., 2016). En células de cancer de mama MCF-7, la inhibicion de SK1,
por el estimulo del EGF (100 ng/ML) también redujo la progresion de las fases S 'y
G2/M del ciclo celular (Sarkar, et al., 2005). De manera similar, la inhibicion de SK1
reduce notablemente la expresion de ERK y NF-kB en células endoteliales de la vena
umbilical humana estimuladas con TNFa (100 U/mL) (Xia, et al., 1998). Mientras que
la adicion de S1P (5000 nM) al medio de cultivo de preadipocitos 3T3-L1 de raton,
estimula la viabilidad celular (46%) tras 24 h de tratamiento (Wu, et al., 2020). A nivel
ovarico dosis bajas de S1P (0.1 y 1 uM) favorecen la proliferacion de células de la
granulosa de bovino (Hernandez-Coronado, et al., 2016) y, la adicién de S1P (1y 10
mM) en presencia de peréxido de hidrogeno a los cultivos de células de la granulosa
luteinizadas de humano reducen la apoptosis (Nakahara, et al., 2012). In vivo en
ratones sometidos a quimioterapia, la aplicacion intraovarica de S1P (2.0 mM) induce
la proteccion de foliculos primordiales (Hancke, et al., 2007). Por lo tanto, basados en

estas evidencias y en nuestros resultados, podemos deducir que la sintesis de S1P
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estimulada por LH es necesaria para promover la proliferacion o viabilidad de las

células de la teca de bovino en cultivo.

La S1P es un esfingolipido que se une a sus receptores de membrana o funciona como
segundo mensajero para llevar a cabo sus efectos biolégicos (Bazua-Valenti & Garcia-
Sainz, 2012). En otras evidencias, durante la regresion del cuerpo luteo de rata, la
administracion intraovarica de S1P suprime la actividad de las caspasas -2, -3y -8 via
su receptor de membrana activando a la AKT (Hernandez, et al., 2009). En células
LAMAB84-s tratadas con quimioterapia, la sobreproduccion de S1P inhibe la liberacién
del citocromo ¢ y Smac de la mitocondria y con ello inhibe la activacion de la caspasa
3, debido a un incremento en la expresion de Bcl-xL y Mcl-1 (Bonhoure, et al., 2008).
En células HEK293, S1P actia como cofactor de la ubiquitina ligasa E3 sobre el
receptor 2 asociado al factor de TNF (TRAF2) y en consecuencia la poliubiquitinacion
de la proteina cinasa R1P1, la cual favorece la activacion de NF-Kb (Alvarez, et al.,
2010). Asimismo, S1P promueve la inhibicion de las desacetilasas HDAC1 y HDC2,
regulando la transcripcion génica de la cinasa dependiente de ciclina p21 y del factor
transcripcional c-fos en células MCF-7 (Hait, et al., 2009). Por lo tanto, es probable que
la S1P sintetizada por las células de la teca en respuesta a LH, actia intracelularmente
o via alguno de sus receptores, para promover la proliferacion y sobrevivencia de estas

células.

En este estudio se evaluo la participacion de S1P en la esteroidogénesis. Se demostré
gue la adiciéon de 0.1ng/mL de LH tiende a incrementar la sintesis de progesterona en
células de la teca. En otros estudios, la estimulacion de células de la teca de ovino con
LH de 1 a 10 ng/mL, incrementa la concentracion de progesterona tras 144 h de cultivo
(Campbell, et al., 1988). Asimismo, la produccidn de progesterona en células de la teca
de rata se incrementa al ser tratadas con 50 ng/mL de LH (Li, et al., 2000). Finalmente,
en células de la teca de bovino, la sintesis de progesterona también se incrementa en
respuesta a dosis de 1 y 10 ng/mL de LH a las 168 h de cultivo (Rodriguez, et al.,
2003). Basados en estas evidencias parece que la sintesis de progesterona se

incrementa con relaciéon al tiempo de incubacion y a la concentraciéon de LH adicionada
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al medio de cultivo (Tajima, et al., 2007). Por lo tanto, los resultados que nosotros
obtuvimos de la tendencia de LH a incrementar la concentracién de progesterona
pueden ser explicados porque se usé una dosis de 0.1 ng/mL de LH durante 96 h de

cultivo.

Se conoce que LH a través de la via de sefalizacion dada por un receptor acoplado a
proteina Gs, favorece la expresion de enzimas esteroidogénicas como la proteina
StAR, el complejo P450scc y la enzima 3BHDS para promover la sintesis de
progesterona en células de la teca (Hugues, 2012). También se sabe que la LH puede
apagar la transcripcion de los genes del complejo P450cl7 y la P450arom,
favoreciendo la diferenciacion de las células foliculares cuando se luteinizan (Chaffin,
et al., 2000). Por lo tanto, es probable que aumentando el nimero de cultivos podamos
confirmar que el estimulo de LH (0.1 ng/mL) favorece la sintesis de progesterona en

células de la teca de bovino en cultivo.

La inhibicion de SK1 y por lo tanto la reduccion de la sintesis de S1P, disminuyo la
concentracion de progesterona en el medio de cultivo en presencia o ausencia de LH.
Estos resultados sugieren que la sintesis de S1P en respuesta a la LH, asi como la
S1P sintetizada basalmente por las células de la teca es indispensable para la sintesis
de progesterona. La S1P ha mostrado regular la esteroidogénesis en varios tipos
celulares y en condiciones fisiologicas y patolégicas como se sustent6 arriba. A nivel
de la glandula adrenal, la administracién exdgena de S1P estimula las vias PI3K/PKB
y MERK/ERK promoviendo la sintesis de aldosterona en células glomerulares de
bovino (Brizuela, et al., 2007). Asimismo, S1P estimula la sintesis de cortisol en células
fasciculares de bovino, mediante la activacion de PKC y la PLD (Réabano, et al., 2003).
Ademas, en células de la granulosa S1P media la sintesis de PGE2, que a su vez
induce la expresion de CYP19 y con ello la produccion de estrogenos (Lucki, & Sewer,
2008). Mientras que en cancer de mama la S1P induce la expresion del receptor
hepatico homologo 1 (LRH-1) para promover la expresion de CYP19 y, por ende, la
sintesis de estrogenos desmedida caracteristica de este tipo de cancer (Lucki & Sewer,
2010).
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El mecanismo por el cual la S1P regula la esteroidogénesis ha sido explicado
principalmente en células adrenales, pero no en células foliculares. En células
adrenocorticales humanas la S1P activa la escision de la proteina de unién del SREBP
y este a su vez promueve la expresion de StAR y CYP17 (Ozbay, et al., 2006).
Asimismo, la adicion de 1 uM de S1P en medio de cultivo de células adrenocorticales,
promueve la disponibilidad de colesterol y su metabolismo al favorecer la expresion
del ARNm de los receptores de las lipoproteinas de baja (LDLR) y alta densidad (SR-
Bl), de la proteina translocadora (TSPO) y de la proteina StAR, (Lucki, et al., 2012).
De esa manera es probable que la sintesis basal de S1P o la estimulada por LH en
células de la teca de bovino promueve la activacion de las enzimas esteroidogénicas
involucradas en la sintesis de progesterona, sin embargo, se requieren mas estudios

para confirmarlo.

Eluso de 0.1 ng/mL de LH, no present6 efectos en la sintesis de testosterona, respecto
a ceélulas no tratadas. Este resultado difiere con lo reportado por otros, en células de
la teca de ovino donde se uso de 0.1 ng/mL de LH para estimular la produccion de
testosterona tras 48 h de cultivo (Campbell, et al., 1988). En células de la teca de
bovino la adicion de 0.1 ng/mL de LH también incrementa la produccion de
testosterona tras 168 h de cultivo (Rodriguez, et al., 2003). Finalmente, se ha reportado
gue la adicion de 100 ng/mL de LH en cultivo de células de la teca de bovino, estimula
la produccion de andrégenos via P13K/AKT (Fakuda, et al., 2009). Las diferencias
entre nuestros resultados y las evidencias de otros autores pueden estar asociadas a

la dosis de LH usada y al tiempo de cultivo de nuestro estudio.

En el presente trabajo propusimos que S1P participa como mediador de LH en la
sintesis de testosterona en células de la teca de bovino. Sin embargo, no encontramos
efecto de LH sobre la sintesis de testosterona. Ademas, el uso exclusivo del inhibidor
de SK1 incrementé la sintesis de testosterona en comparaciéon con el grupo control.
Este resultado sugiere que, bajo nuestras condiciones experimentales, la S1P puede
estar bloqueando la transcripcién del complejo enziméatico P450c17 para incrementar

la sintesis de progesterona, evitando su transformacion a testosterona. Sin embargo,
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no hay evidencias que sustenten esta hipétesis, por lo que es necesario continuar con

esta investigacion.

9. CONCLUSIONES

Con base en nuestros resultados podemos concluir que;

1) La adicion de 0.1 ng/mL de LH estimula la viabilidad de las células de la teca.
2) La LH incrementa la sintesis de S1P en células de la teca.
3) Se demuestra la presencia de la SKI fosforilada en células de la teca.

4) La sintesis de S1P por estimulo de LH participa como un mediador de los efectos
de esta gonadotropina para producir los efectos en la viabilidad y sintesis de

progesterona en células de la teca de bovino cultivadas por 96 horas.
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