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Resumen.

La hormona foliculo-estimulante (FSH), es una glicoproteina que promueve el
desarrollo de foliculos antrales a través de la proliferacion, sobrevivencia y
esteroidogénesis de células de la granulosa (CG). Ademas, se ha demostrado que
en estas células estimula la sintesis de esfingolipidos como esfingosina 1-fosfato
(S1P). De manera similar a FSH, la S1P favorece la proliferacion, sobrevivencia y
esteroidogénesis en diversos tipos celulares. El objetivo de este trabajo fue
demostrar que S1P es mediador de los efectos de viabilidad y esteroidogénesis de
FSH en CG de bovino. Se cultivaron 75,000 CG de foliculos entre 4-7 mm de
diametro en medio McCoy’s 5A modificado (37°C, 5% de CO2 y 95% de humedad)
en presencia de 1ng/mL de FSH, 10uM de SKI-178 y una combinacion de ambos
durante 48 hrs. Se determinaron las concentraciones de S1P y estradiol en el medio
de cultivo por el ensayo de ELISA. En las células se determiné mediante la técnica
de MTT la viabilidad de CG en cultivo. Con la presente tesis se comprob6 que FSH
incremento la sintesis de S1P (P<0.05), mientras que la adicion del inhibidor (SKI-
178) redujo su concentracion. Por otro lado, se demostro que la adicion de 1 ng/mL
de FSH increment6 el nimero de células de la granulosa viables (P<0.05), en tanto
que la viabilidad de estas células se redujo en combinacién con SKI-178 o el
inhibidor solo. Finalmente, la FSH aumento la sintesis de estradiol en el medio de
cultivo (P<0.05), sin embargo, la FSH en presencia de SKI-178 y el inhibidor sélo
también incrementaron su sintesis respecto al control (P<0.05). En conclusién, se
corrobora que FSH participa como un inductor de la sintesis de S1P en CG de
bovino en cultivo a través de la activacion de SK1, que este esfingolipido es
mediador de los efectos de viabilidad inducidos por FSH y que probablemente no

media los efectos esteroidogénicos que ejerce FSH sobre las CG.

Palabras clave: cultivo de células de la granulosa, S1P, FSH, Bovino.



Abstract.

Follicle-stimulating hormone (FSH) is a glycoprotein that promotes the development
of antral follicles through the proliferation, survival and steroidogenesis of granulosa
cells (GC). In addition, it has been shown to stimulate the synthesis of sphingolipids
such as sphingosine 1-phosphate (S1P) in these cells. Similar to FSH, S1P
promotes proliferation, survival and steroidogenesis in various cell types. The
objective of this work was to demonstrate that S1P mediates the viability and
steroidogenesis effects of FSH in bovine GC. 75,000 GC of follicles between 4-7 mm
in diameter were cultured in modified McCoy's 5A medium (37°C, 5% CO2 and 95%
humidity) in the presence of 1ng/mL FSH, 10uM SKI-178 and a combination of both
for 48 hrs. S1P and estradiol concentrations in the culture medium were determined
by ELISA assay. In the cells, the viability of GC in culture was determined by MTT
technique. With the present thesis it was proved that FSH increased the synthesis
of S1P (P<0.05), while the addition of the inhibitor (SKI-178) reduced its
concentration. On the other hand, it was shown that the addition of 1 ng/mL FSH
increased the number of viable granulosa cells (P<0.05), whereas the viability of
these cells was reduced in combination with SKI-178 or the inhibitor alone. Finally,
FSH increased estradiol synthesis in the culture medium (P<0.05), however, FSH in
the presence of SKI-178 and inhibitor alone also increased its synthesis with respect
to the control (P<0.05). In conclusion, it is corroborated that FSH participates as an
inducer of S1P synthesis in cultured bovine GC through SK1 activation, that this
sphingolipid mediates FSH-induced viability effects and that it probably does not
mediate the steroidogenic effects exerted by FSH on GCs.

Key words: granulosa cell culture, S1P, FSH, bovine.



1. Introduccién

El foliculo es la estructura de mayor funcionalidad del ovario. El desarrollo de estos
foliculos esté dividido en 2 etapas: los foliculos preantrales, que es independiente
de gonadotropinas, donde los foliculos presentan un crecimiento lento (Magoffin,
2005) y la etapa de foliculos antrales, dependiente de gonadotropinas (hormona
foliculo-estimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH; Andrade, et al., 2019;
Rosales-Torres, et al., 2012; Wang et al., 2018), donde ocurre el crecimiento

exponencial del foliculo.

La FSH es una glicoproteina producida en los gonadétropos de la adenohipdfisis,
actla en células de la granulosa (CG) en etapas tempranas del desarrollo folicular
y hasta la seleccion (Aerts & Bols, 2010a). La FSH al unirse a su receptor acoplado
a proteina Gs en CG, estimula la activacion de la proteina cinasa A (PKA) y con ello
la activacion de diversas vias de sefalizacion (Prieto & Velazquez, 2003). Sin
embargo, se ha observado recientemente que el receptor de FSH tiene tendencia a
la promiscuidad hacia otras proteinas G como los son Gq y Gi (Liu et al., 2015;
Gorga et al., 2018). Dentro de los principales efectos que desencadena FSH en CG
se encuentran la proliferacion, sobrevivencia y sintesis de hormonas esteroideas
(Hunzicker-Dunn et al., 2012). Ademas de las gonadotropinas, otras hormonas y
factores de crecimiento, los esfingolipidos han emergido como moléculas
sefalizadoras durante el desarrollo de foliculos antrales (Hernandez-Coronado et
al., 2015, 2016).

La esfingosina-1-fosfato (S1P) es un esfingolipido bioactivo sintetizado a partir de
esfingolipidos complejos como la ceramida y esfingosina, participa como segundo
mensajero estimulando principalmente la proliferacion, sobrevivencia y migracion
en muchos tipos celulares (Bartke & Hannun, 2009; Daum, et al., 2009; Mendelson,
et al., 2014). Ademas, la S1P en células adrenales y ovaricas estimula la expresion
de ARNm de enzimas esteroidogénicas por lo que probablemente actia como
mediador en la esteroidogénesis (Maceyka, et al., 2002). La S1P tiene un efecto

dual a nivel celular. Diversos estimulos tales como factores de crecimiento,

1



vitaminas, esteroides, hormonas, la propia S1P entre otros, al unirse con su receptor
activan a la esfingosina cinasa 1 (SK1) quien se encarga de convertir esfingosina
en S1P. La accion intracelular de S1P genera la activacion de vias de sefializacion
relacionadas con la proliferacion, sobrevivencia y migracion (Shu et al., 2002; Liu et
al., 2015) . Interesantemente, la S1P puede salir de la célula a través de
transportadores especificos y unirse a uno de sus 5 receptores acoplados a proteina
G localizados en su célula blanco desencadenando sefializaciones rio abajo (Pyne
& Pyne, 2010; Dai et al., 2014).

Resultados obtenidos en nuestro grupo de investigacion han demostrado la
participacion de S1P en células foliculares. La concentracion de S1P fue mayor en
CG y teca de foliculos dominantes sanos comparado con foliculos atrésicos, por lo
que la sintesis de S1P esta asociada a la salud folicular (Hernandez-Coronado et
al., 2015). En CG en cultivo se encontré que la adicién de 1 ng/mL de FSH estimula
la produccion de S1P gracias a la activacion de SK1, mientras que el uso de un
inhibidor de esta enzima (SKI-178), en presencia de la FSH redujo la sintesis de
S1P y con ello la proliferacién de estas células (Hernandez-Coronado et al., 2016).
Adicionalmente, el uso de dosis bajas de S1P (0.1 uM) favorece la proliferacion de

CG en cultivo (Hernandez-Coronado et al., 2016).

Hasta el momento se conoce que FSH estimula la sintesis de S1P en CG y que este
esfingolipido participa en la proliferacion de estas células. Sin embargo, no se
conoce si la sintesis de este esfingolipido en respuesta a FSH es esencial para
mediar sus efectos biol6gicos. Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue:
Demostrar que S1P es el mediador de los efectos de viabilidad y esteroidogénesis
de la FSH en CG de bovino.



2. Antecedentes

2.1. Desarrollo folicular

El desarrollo folicular comienza desde la vida embrionaria de la hembra, junto con
la formacién del ovario, el cual se presenta primero como un engrosamiento del
epitelio celémico del mesonefros (rifidn fetal transitorio) aproximadamente el dia 30
de la vida gestacional en bovinos, las células que componen esta estructura
presentan un cambio de fenotipo a una poblacion de células epiteliales de la cresta
gonadal o células GREL (Hummitzsch, et al., 2019). Por su parte las células
germinales primordiales (CGP) migran al primordio ovarico en donde el estroma del
mesonefros comienza a penetrarlo por la proliferacién de células GREL, dando
como resultado la division del ovario en cordones ovigeros compuestos por células
GREL y CGP (Leung & Adashi, 2018).

Los cordones ovigeros estdn separados por una ladmina basal, el estroma se
expande debajo de las células GREL formando una lamina basal subepitelial para
posteriormente formarse un epitelio superficial maduro a partir de estas células en
la superficie del primordio del ovario. Los cordones ovigeros se dividen en
fragmentos mas pequefios de grupos de células por la continua expansion del
estroma para la formacion final de los foliculos. Estos estan formados por un ovocito
rodeado de células GREL las cuales sufren un proceso de diferenciacion para
convertirse finalmente en células de la granulosa (CG) rodeadas por una lamina
basal que genera un foliculo primordial localizados en la corteza-médula interna del
ovario (Hummitzsch et al., 2019; Smith et al., 2014).

Las hembras de los mamiferos antes de su nacimiento cuentan con un gran nimero
de ovocitos que van desde los 6,000,000 en humanos y 2,700,000 en bovinos
(Clarke, 2018). Sin embargo, al nacimiento este nimero se reduce de manera
exponencial quedando aproximadamente de 1 a 2 millones en humanos y de 68,000
a un maximo de 150,000 células germinales en bovinos, teniendo al tercer mes
75,000 y del afio y medio al tercero solo quedan 75,000 ovocitos primarios (Galina
& Valencia, 2008; Clarke, 2018). Cada ovocito se encuentra rodeado por un



pequefio numero de células aplanadas de la granulosa conformando al foliculo
primordial. Este foliculo se encuentra detenido en la etapa de profase del diploteno

de la division meiética al momento del nacimiento (Jaffe & Egbert, 2017).

Los foliculos son considerados como la estructura de mayor funcionalidad del ovario
(Magoffin, 2005) y durante su desarrollo continuo presentan dos principales fases:
la primera fase es la de foliculos preantrales, es independiente de gonadotropinas
y dependiente de factores de crecimiento de la familia del factor transformante 3
dentro de los cuales se incluyen al factor de diferenciacion de crecimiento 9 (GDF9)
y la proteina morfogénica 6sea 15 (BMP15), ademas del factor basico de
crecimiento de fibroblastos (bFGF). Estos factores son principalmente secretados
por él ovocito y dentro de esta fase se incluyen a los foliculos primordiales, primarios
y secundarios (Aerts & Bols, 2010a; Andrade et al., 2019). Esta fase se considera
una fase lenta que va desde la adquisicion del antro, ocurre cuando el foliculo
alcanza un tamafno de 400 um en cerdos, 120-160 um en bovinos y 220 um en
ovejas hasta la formacion de un foliculo antral pequefio, caracterizado por tener una
cavidad llena de liquido, lo que dictara el inicio de la segunda fase de desarrollo
folicular. Cuanto mas progrese este desarrollo y se conviertan en foliculos antrales,

mayor sera su dependencia a las gonadotropinas (Vasquez-Cano & Olivera, 2010).

La segunda fase consiste en un crecimiento exponencial que se caracteriza por la
proliferacion y sobrevivencia de las CG (D. Wang et al., 2018). Estos foliculos se
desarrollan en ondas foliculares las cuales abarcan desde el reclutamiento de una
cohorte de foliculos antrales pequefios hasta las etapas de seleccion y dominancia
de un foliculo que dependiendo de las condiciones hormonales existentes en el
ovario pueda llegar o no a la ovulacion (Mihm & Bleach, 2003;Edson et al., 2009;

Rodgers & Irving-Rodgers, 2010).

Es importante destacar que aunque el destino del foliculo antral puede ser la
ovulacion este es un evento que tanto en el humano como en la mayoria de las
especies ocurre en una pequefia proporcion (1%), por lo que cerca del 99% de la
poblacion general folicular es perdido por un proceso degenerativo, paulatino e

irreversible conocido como atresia folicular (Hannon et al., 2015).



2.1.1. Estructura del foliculo antral

El foliculo ovérico esta compuesto por distintas capas de células de soporte que
resguardan dentro a la célula germinal. En foliculos antrales podemos encontrar dos
poblaciones celulares similares, las CG murales y las CG del cimulo que rodean al
ovocito (Clarke, 2018). La regién avascular del foliculo estd compuesta por CG
murales, las cuales son ricas en aparato de Golgi, reticulo endoplasmatico rugoso
y liso, asi como vesiculas pequefias, mitocondrias redondas alargadas y gotas
lipidicas. Estas son similares a las células del cumulo en cuanto a organizacion
estructural se refiere y diferentes de las primeras CG aplanadas que componen al
foliculo primordial debido a que presentan funciones metabolicas especificas al
desarrollar los mecanismos necesarios para la sintesis de hormonas esteroideas (
Li & Chian, 2017).

Las CG se encuentran en la luz del foliculo al rodear la region compuesta de liquido
folicular que forma el antro (Paulini et al., 2014). Como ya se ha venido
mencionando, el foliculo alberga a la célula germinal de la hembra “el ovocito” quien
se encuentra rodeado por las CG de cumulo. que forman un complejo llamado
cumulo-ovocito o cumulus oophorus (Rangel & Hernandez, 2018). Se encuentran
en la parte central de foliculo ya sea junto a la pared del foliculo o unido a él por un
“tallo" de CG o cumulo (Rybska et al., 2018). Las células del cumulo forman un
epitelio pseudoestratificado con las células de la primera, segunda y tercera capa,
extendiéndose hasta la capa extracelular del ovocito, la zona pellcida (Jaffe &
Egbert, 2017).

En la region mas externa del foliculo, es decir mas alejada de la luz folicular, se
encuentran capas de células llamadas células de la teca (CT), este tipo celular se
encuentra separado de las CG por una lamina basal que se compone principalmente
por fibras de colageno, elastina, reticulina y fibronectina (Paulini et al., 2014). Las
CT se encuentran embebHidas en el estroma interfolicular y estan estrechamente
asociadas con la lamina basal (Young & McNeilly, 2010). Las CT se dividen en una
porcion de capas celulares externa y otra interna, la capa interna son células

alargadas con aproximadamente 3 a 5 capas de espesor. Las CT interna, se



encuentran conformando un tipo de sostén, el cual se caracteriza por la presencia
de vasos sanguineos. La disposicion de las CT y su proximidad con los vasos
sanguineos y por ende con la disponibilidad de nutrientes provenientes de la sangre
es lo que las asocia con la vascularizacion y por lo tanto les permite tener una gran
capacidad esteroidogénica (Magoffin, 2005). En contraste las CT externa es una
banda poco organizada de células que contienen fibras de tejido contractil formadas
por células mioides que desempeiian un rol de contraccion durante la ovulacion
(Freeman, 1994). Es una estructura importante del foliculo ya que sin ella no se
podrian llevar a cabo procesos fisioldgicos importantes de la reproduccion de la

hembra como lo es el desarrollo folicular y la ovulacién (Young & McNeilly, 2010).

Otro componente caracteristico de los foliculos antrales es el liquido folicular,
contiene metabolitos que podrian ser criticos para el crecimiento y desarrollo del
ovocito (Karaer et al., 2019). Su composicién puede depender de la etapa en que
se encuentre el foliculo y por lo tanto de su tamafio y estructura, sin embargo,
generalmente se compone por iones, proteinas, metabolitos, hormonas, factores de
crecimiento, lipidos, sustratos energéticos y especies reactivas de oxigeno. Estos
componentes son derivados de la extravasacion de los capilares sanguineos y

productos de las células foliculares (Karaer et al., 2019).
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Figura 1. Estructura del foliculo antral ovarico. Tomado y modificado de Hennet &
Combelles (2012).



2.1.2. Etapas del desarrollo en los foliculos antrales

El desarrollo folicular es considerado un proceso que implica un crecimiento
continuo y una regresion de foliculos antrales que en conjunto conducen a una
posible ovulacion (Azawi et al., 2009). En la mayoria de las especies de animales
domésticos y en humanos el desarrollo folicular durante el ciclo estral y menstrual
respectivamente, ocurre en un patron de ondas u olas (Gonzalez-Bulnes, et al.,
2002; Filipiak, Viqueira, & Bielli, 2016). Los bovinos pueden presentar entre 2 a 3
ondas de desarrollo folicular por ciclo estral (Azawi et al., 2009; Imron, et al., 2016).
La primera ola de crecimiento emerge aproximadamente en el dia 1 post ovulacion,
mientras que la segunda ola ocurre entre el dia 9-10 en ciclos estrales con dos
ondas, en tanto, en ciclos de 3 ondas, en los dias 8-9 emerge la segunda y la
tercera, en el dia 15 o 16 (Aerts & Bols, 2010b). Este desarrollo folicular se ve
dividido en tres fases: reclutamiento, seleccion y dominancia, aunque algunos
autores consideran a la seleccién y dominancia como un solo evento durante el
desarrollo (Williams & de la Sota, 2017; Webb, et al., 2020).

2.1.2.1. Reclutamiento

El concepto de reclutamiento se refiere al ingreso de una cohorte de foliculos

antrales pequefios a una onda de desarrollo (Kanitz, 2003).

Cada onda folicular inicia con el reclutamiento de 5 a 10 aunque se han reportado
hasta 24 foliculos antrales pequefios con un didmetro de 4 a 5 mm. Para que un
foliculo forme parte de esta cohorte debe contar con los receptores en CG para FSH
(Ginther, 2016). Para que ocurra esta etapa, el animal presenta en la circulacion
periférica una elevacion transitoria de FSH y que aquellos foliculos que respondan
a esta hormona sean reclutados y esto favorezca en CG la proliferacion,
sobrevivencia y por lo tanto un crecimiento folicular rapido (Valdez-Morales et al.,
2014). Ademas la FSH es capaz de estimular la sintesis de hormonas esteroides
como el estradiol (E2) por medio de la activacion de enzimas tales como 3 beta
hidroxiesteroide deshidrogenasa (33-HSD) para la conversion a P4, asi como la
enzima aromatasa (P450arom) necesaria para la transformacion de los androgenos

procedentes de las CT en estrogenos (Reyes et al., 2010). La presencia de estos
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complejos se presenta en mayor medida en foliculos reclutados, lo que indica que
la capacidad de un foliculo para producir estrogenos determina su capacidad para
responder a la elevacion transitoria de FSH (Montafio & Ruiz Cortés, 2005; Sacchi
et al., 2016). La LH también tiene participacion durante el reclutamiento de los
foliculos antrales pequefios, estimula la sobrevivencia de las CG y la expresion del
ARNmM de los receptores a LH en CT para favorecer la produccion de androgenos.
Los andrégenos producidos en CT son fundamentales para la sintesis de E2 en CG,
por lo que durante el reclutamiento y previo a la etapa de seleccién, actian como
un mediador de los efectos de LH en CG (Gomez-Ledn et al., 2020). Esta fase de
desarrollo culmina cuando alguno de los foliculos haya sido seleccionado y se
convierta en dominante, esto sucede en bovinos cuando el foliculo alcanzé un
diametro de 8 a 8.5 mm (Ginther, 2016; Victor E Gomez-Leon et al., 2020).

2.1.2.2. Seleccion y dominancia

Durante cada onda de crecimiento, los foliculos reclutados se someten a un proceso
de seleccién donde solo un foliculo sera elegido para continuar con su desarrollo
(H. Li & Chian, 2017).

En especies monotocas como el bovino, esta etapa del desarrollo es considerada
como un mecanismo evolutivamente conservado para el control del nUmero de crias
por gestaciéon, con la finalidad de que ocurra una posible ovulacion y con ello
escapar de un posible proceso de atresia (Son et al., 2011). Esta etapa se inicia
aproximadamente 3 dias después del reclutamiento cuando el foliculo alcanza un
diametro de 8.5 mm y se elige al foliculo dominante quien se desarrollara a una tasa
constante en un ambiente endocrino reducido en FSH con lo cual suprimird el
crecimiento de los foliculos reclutados que no fueron seleccionados (subordinados;
Aerts & Bols, 2010a). El foliculo produce inhibina y E2 en respuesta a FSH, inhibina
es una hormona gonadal que actla sobre las células gonadotropas de la hipofisis
para inhibir la sintesis y secrecion de FSH (Li et al., 2018), por otro lado el E2 al
aumentar su concentracion tiene un efecto de retroalimentacion negativa sobre FSH
al mismo nivel que la inhibina (Moore et al., 2013). Esta disminucion de las

concentraciones de la FSH conlleva a que los foliculos subordinados entren en un



proceso de atresia (Navakanitworakul et al., 2016). El foliculo seleccionado como
dominante posee una maquinaria molecular mas completa caracterizada por la
expresion de enzimas participantes en la esteroidogénesis por lo que le permite al

foliculo producir grandes cantidades de E2 (Andersen, et al., 2011).

También se ha observado que en CG de foliculos seleccionados como dominantes
existe una mayor expresion de receptores para la hormona LH lo que refiere el
cambio de dependencia hormonal de las CG (Rosales-Torres et al., 2012), este
cambio de dependencia es la razén por la que el foliculo dominante puede continuar
su crecimiento a pesar de la disminucién de FSH. Asi mismo, un aumento en la
sintesis de E2 es necesario para la proliferacion celular e inducir via
retroalimentacion positiva sobre hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) un
incremento en la sintesis de LH y desencadenar el pico preovulatorio para una
posible ovulacion (Ptaszynska, 2008; Ciesittka et al., 2017; Rangel & Hernandez,
2018).

Finalmente, el foliculo dominante, una vez que ha alcanzado su maximo crecimiento
y en ausencia de un cuerpo luteo el foliculo podra llegar a la ovulacion. Sin embargo,
ante la presencia de un cuerpo lateo, el foliculo dominante sufrird atresia debido a
las altas concentraciones de progesterona (P4) que impiden la produccion de un
pico preovulatorio de LH (Espinoza-Villavicencio, et al., 2007). La LH es capaz de
desencadenar la sobrevivencia y proliferacion en CT y CG aungue en esta fase se
presenta con mayor lentitud (Landry & Sirard, 2018). Antes de la ovulacion del
foliculo dominante, el crecimiento exponencial se reduce por efecto de una
disminucién en la divisién celular y por consecuencia un aumento mas lento en el
diametro folicular. Esto sucede después del aumento del pico preovulatorio de LH
donde inician los cambios morfolégicos, endocrinos y bioguimicos asociados al

proceso de luteinizacion (Andrade et al., 2019).



2.1.3. Principales moléculas que participan en el desarrollo de los foliculos

antrales

La regulacién endocrina del desarrollo folicular destaca la participacion de las
gonadotropinas FSH y LH, sin embargo, otras hormonas y factores de crecimiento
producidos localmente, contribuyen de manera significativa en la regulacion de este
proceso fisiologico (Rangel & Hernandez, 2018). Dentro de estas moléculas
encontramos a las hormonas esteroides como el E2 y la P4, hormonas peptidicas
como la inhibina y la activina, el factor de crecimiento parecido a la insulina (IGF-1),
el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) y mas recientemente los
esfingolipidos como esfingosina 1-fosfato (S1P) entre otros (Beg & Ginther, 2006;
V. Gomez-Lebén et al, 2019). En seguida se describen las moléculas mas
sobresalientes en el desarrollo de los foliculos antrales.

2.2. Hormona foliculo-estimulante (FSH)
2.2.1. Generalidades

La FSH es una proteina unida a moléculas de carbohidratos perteneciente a la
familia de las glicoproteinas adenohipofisarias, que incluye a otras hormonas como
LH y a la hormona estimulante de la tiroides (TSH; Wide & Eriksson, 2017). FSH
comparte caracteristicas similares con LH y TSH, ya que estan conformadas por
dos subunidades, una idéntica que comparten y otra especifica y caracteristica de
cada hormona (Bargi-Souza et al., 2015). Los carbohidratos unidos por enlaces
disulfuro a la FSH varian dependiendo de la edad, época del afio o estado
fisiol6gicos del animal, estos son capaces de modificar su vida media o su actividad
biolégica (Meher et al., 2015). FSH es una molécula hidrosoluble incapaz de pasar
a través de la membrana plasmética de las células por lo que cuenta con un receptor
acoplado a proteina G (GPCR) en la membrana y requiere un segundo mensajero
dentro de la célula para llevar a cabo sus funciones biolégicas (Rangel & Hernandez,
2018). En la hembra, es capaz de estimular eventos celulares como el desarrollo de
los foliculos antrales y también tiene la capacidad de controlar y regular el

crecimiento de los foliculos preantrales (Cocco et al., 2014). Por otra parte, en el
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macho, la FSH actta en células de Sertoli de los tubulos seminiferos del testiculo,
para regular procesos fisiolégicos como la espermatogénesis y la proliferacion
(Gorga et al., 2018).

2.2.2. Estructura

La FSH, es una glicoproteina heterodimérica compuesta por dos subunidades, a y
B (Sevilhano et al., 2017), cada subunidad de forma individual no es capaz de
interactuar ni activar los receptores por lo que es necesaria su asociacion en una
estructura dimérica para exhibir y desencadenar su actividad biolégica
(Padmanabhan & Cardoso, 2020). La subunidad a contiene 92 aminoacidos y se
considera comun para otras dos glicoproteinas (LH y TSH), esta es importante para
la transducciéon de sefales, el plegamiento de proteinas y la estabilizacion del
dimero (Smitz et al., 2015). Por su parte la subunidad 3 con 111 aminoacidos es
especifica para la hormona pues influye en la secrecion, emparejamiento de enlaces
disulfuro y es la responsable de provocar un respuesta bioldgica especifica (Ledo &
Esteves, 2014; Bousfield et al., 2018). Después de que se forma la estructura
dimérica y antes de que sea liberada a la circulacion se afiaden oligosacaridos a los
sitios de glicosilacion de cada subunidad, dos sitios se encuentran en la subunidad
a y dos en la subunidad B. Por uniones covalentes se adhieren los carbohidratos
como parte integral de la estructura de la hormona dentro de los cuales podemos
destacar a la fructuosa, manosa, galactosa, acetilglucosamina y la N-
acetilneuromidasa, asi como acido sialico (Palermo, 2007; Campo et al., 2019;
Padmanabhan & Cardoso, 2020). Su vida media es relativamente larga con una
duracion de aproximadamente 3 a 4 horas, su metabolismo en higado es un poco
mas lento (Ledo & Esteves, 2014). Los cambios que sufre la FSH al adicionar
estructuras de oligosacéridos a sus sitios de union ocurren como resultado de una
modificacion postraduccional que es llevado a cabo por estimulos de la GnRH e
inicia en el reticulo endoplasmatico rugoso y termina en el aparato de Golgi (Smitz
et al., 2015).
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2.2.3. Sintesis

La FSH es sintetizada por células especializadas llamadas gonadotropos que se
localizan en la hipdfisis anterior o también llamada adenohipdfisis, representando
un 5-6% de todas las células que la conforman (Cao et al., 2018). La sintesis de
gonadotropinas hipofisiarias esta controlada por el decapeptido GnRH producido en
el hipotalamo por neuronas principalmente del area predptica (Glanowska &
Moenter, 2015). La sintesis de GnRH se lleva a cabo en el area preoptica por
estimulo de ciertos neuropéptidos como kisspeptina-1 (Kiss-1), propiomelanocortina
(POMC) vy el péptido similar a la galanina (GALP), quienes provocan su liberacion
de manera pulsatil sobre la eminencia media y es a través del sistema porta-
hipofisiario quien perfunde sus capilares sobre la hipéfisis anterior que GnRH llega
a los gonadotropos (Guzman et al., 2017).

La GnRH se une en los gonadotropos a su GPCR de tipo Gq, se caracteriza por la
presencia de un extremo amino terminal, la existencia de siete dominios
transmembranales unidos por asas tanto extra (1, 2 y 3) como intracelulares (1, 2y
3) y un dominio carboxilo terminal que interactda principalmente con una proteina G
(Flanagan & Manilall, 2017; Stamatiades & Kaiser, 2018). La proteina G esta
compuesta de tres subunidades: a, B y v, la subunidad a recluta a una molécula de
GDP en su forma inactivay un GTP al activarse lo que ocasiona un desacoplamiento
de la subunidad a de las otras dos, esta accion desencadena la activacion de
diferentes vias de sefializaciéon (Guzman et al., 2017). Se han reportado 2 tipos de
receptores para GnRH (GnRHR), el tipo | predomina en mamiferos como ratas,
ovejas, vacas y cerdos , mientras que el tipo Il es funcional en perros, monos y
cerdos (Stamatiades & Kaiser, 2018). Estos receptores son considerados de la
familia Gq, por lo que una vez que se une GnRH con su receptor, la disociacién de
la subunidad a de la proteina G activa a la enzima membranal fosfolipasa C que
hidroliza fosfoinositoles (fosfatidilinositol-4-5-bisfosfato) de la membrana plasmatica
para la formacion de IP3 (inositol 1,4,5 trifosfato) y diacilglicerol (Ciani et al., 2020).
Por un lado, la accién del IPs se centra sobre su receptor de canales de Ca?*

ubicados en el reticulo endoplasmatico liso para la movilizacion de moléculas de
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Ca?*. El Ca?* se une a una enzima proteina cinasa C (PKC), este complejo migra a

la membrana donde interactla con el diacilglicerol para finalmente ser activada.

Ademas, el Ca?*inicia la secrecion de FSH y LH debido a que regula a las proteinas
sinaptogaminas, fundamentales para el proceso de exocitosis (Zurita, 2015). Por su
parte, la PKC una vez activa, se libera de la membrana y se encarga de activar
factores de transcripcion de FSHB como a la proteina de unién al elemento de
respuesta a AMPc (CREB) y Fos/Jun para incrementar la sintesis de FSH (Bliss et
al., 2010; Voliotis et al., 2018). Otro factor que influye en la sintesis y secrecion es
la pulsatilidad de GnRH, aunque FSH y LH se producen en la misma célula, sus
concentraciones y mas especificamente su secrecion son diferentes durante el ciclo
estral, esto porque a diferencia de la LH, las frecuencias de pulsos lentos (<1 pulso
por 2-3 horas) favorecen la sintesis de FSH (Tsutsumi & Webster, 2009; Das &
Kumar, 2018; Stamatiades & Kaiser, 2018).

2.2.4. Mecanismo de accion y sefalizacién celular

La FSH al ser exocitada alcanza la circulacion sistémica via endocrina y se
encuentra con su receptor de membrana localizado en CG en la hembray en células
de Sertoli en el macho (Ulloa-Aguirre et al., 2018). El receptor clasico de FSH
(FSHR) es un GPCR de tipo Gs, tiene una masa de 78,265 Da, pertenece a la familia
de los receptores rodopsina y consta de un total de 695 aminoacidos. Esta situado
en el cromosoma 2 p21-p16, cuenta con 10 exones de los cuales los primeros 9
codifican para la region extracelular de la porcion amino-terminal mientras que el
exdén 9 se encarga de los dominios transmembrana y las asas intracelulares
(Tsutsumi & Webster, 2009; Anderson et al., 2019; Schubert et al., 2019). La FSH
al unirse con su receptor interactla con las asas extracelulares 1y 3, esto genera
un cambio conformacional de los dominios transmembranales 5 y 6 del receptor,
con lo que se genera la disociacion de la subunidad Gsa de las subunidades GsBy
gue forman a la proteina G (Neganova et al., 2019; Schubert et al., 2019). Una vez
que la subunidad a se disocia, esta tiene la tarea de activar a la enzima ubicada en
la membrana plasmatica adenilato ciclasa para estimular la sintesis intracelular de

AMPc (adenosin monofosfato ciclico; Matvere et al., 2019). La formacion de AMPc
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activa a la enzima proteina quinasa A (PKA) compuesta por 4 subunidades, 2
subunidades cataliticas y 2 subunidades reguladoras donde tiene lugar la unién de
las moléculas de AMPc para disociar las subunidades cataliticas responsables de
la fosforilacion de otras moléculas y por lo tanto la activacién de diversas vias de
sefializacion (Gotz et al., 2016; Casarini & Crépieux, 2019 ).

La FSH no solo interactda con un solo tipo de GPCR, a través de receptores no
clasicos, acoplados a proteina Gi y Gq desencadena diferentes vias de sefalizacion
para llevar a cabo su funcion biolégica (Swanson & R Beasley, 2010). El FSHR tiene
tendencia a la promiscuidad con otras proteinas G debido a variantes en el estado
fisiologico en el que la célula se encuentre, asi como modificaciones
postraduccionales, por ejemplo, se ha demostrado en cultivos de células CHO y
cultivos primarios de CG que el receptor interactia con la proteina Gi al unirse a
una variante glicosilada especifica de FSH cuando se encuentra en altas
concentraciones, como un mecanismo de regulacion de la sefializacion celular (Arey
& Lépez, 2011). Por otra parte, se sabe que cuando existen concentraciones
suprafisiolégicas, >200 ng / ml en sangre, el FSHR es capaz de cambiar la unién
clasica a Gs y unirse a la proteina Gq, este cambio genera una sefalizacion basada
en la activacion de la via mediada por IPs/PKC (Ulloa-Aguirre et al., 2018). También
se ha asociado una sefalizacién que depende de las subunidades By de la proteina
G, las cuales son disociadas tras la union de FSH a su receptor.
Independientemente de las vias activadas por la subunidad a, las subunidades By
son capaces de la activacion de vias encaminadas a la proliferacion y sobrevivencia

en las células (Casarini & Crépieux, 2019).

Existen receptores que no son acoplados a proteina G que pueden servir como
socios funcionales del FSHR. Estos son los receptores tipo tirosina cinasa del factor
de crecimiento similar a la insulina tipo 1 (IGF-1R) y el receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR). El IGF-1R y FSHR una vez que fueron activados
por sus respectivos ligandos pueden actuar de manera sinérgica en favor de la
esteroidogénesis, la expresién del receptor de la hormona luteinizante (LHR) e

inhibina y la proliferacion celular (Zhou et al., 2013; Ulloa-Aguirre et al., 2018). Esto
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se logra debido a que la sefalizacion mediada por estos dos receptores tiene un
punto de convergencia en las cascadas de sefalizacion principalmente en la via
fosfoinositol 3 cinasa/ Serina-Treonina cinasa 1 (PI3K/Akt). Esta misma via es
utilizada por el EGFR, puede ser transactivado por vias mediadas por FSHR y con
esto regular las vias de la cinasa regulada por sefales extracelulares 1y 2 (ERK 1/
2), PI3K y Akt/PKB (Rougny et al., 2018).

2.2.4.1. Efectos biol6gicos de FSH

La unién de FSH a su receptor es capaz de desencadenar una serie de vias de
sefalizacion. La FSH cumple como principal funcién la regulacion de procesos
fisiologicos relacionados con la vida reproductiva de la hembra (Rangel &
Hernandez, 2018). Dentro de sus principales efectos bioldégicos destacan la
sobrevivencia, esteroidogénesis y proliferaciéon (Hunzicker-Dunn et al., 2012). La
FSH es un factor endocrino que regula ademas del crecimiento, la sobrevivencia de
los foliculos gracias a que modula la expresion de factores anti y proapoptoticos en
CG (Matsuda et al., 2012; Baumgarten et al., 2017). Por otro lado, FSH en CG
participa en la produccion de estrogenos a partir de la sintesis de andrégenos

procedentes de las CT (Guzméan et al., 2017).
l. Proliferacion

La unién de FSH con su GPCR tipo Gs en CG, desencadena la sintesis de AMPc y
con ello la activacién de PKA. La PKA activa la via ERK 1 / 2, estas moléculas
fosforilan factores de transcripcibn como el factor de respuesta al suero (SRF), c-
jun, CREB y homdélogo 3 del oncogén viral de la mielocitomatosis aviar (c-myc) para
mediar la sintesis del ARNm de cinasas dependientes de ciclinas en el ciclo celular
y regular la replicacién del ADN (Hunzicker-Dunn & Maizels, 2006). La PKA también
puede translocar la subunidad catalitica al nacleo para promover la remodelacion
de la cromatina a través de la fosforilacion de la histona H3 durante la mitosis celular
(Casarini & Crépieux, 2019). Por otro lado, el aumento en las concentraciones de
AMPc es capaz de activar a las proteinas de intercambio activadas directamente
por AMPc (EPAC) y con ello la via AKT (Ulloa-Aguirre et al., 2018). Esta via activa

a las proteinas diana de rapamicina de mamiferos (mTOR) para incrementar la
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actividad de la proteina ribosémica S6 cinasa (p70s6k) que conduce a una mayor
expresion del ARNm de la ciclina D2 necesaria para la transicion de la etapa G1/S
del ciclo celular (Manning & Toker, 2017). Lo descrito anteriormente es la via de
sefializacion clasica y algunas de sus variantes, pero existen sefializaciones

dependientes de otras proteinas G (Casarini & Crépieux, 2019).

La FSH se puede unir a GPCR tipo Gq donde la disociacion de la subunidad a activa
a una fosfolipasa C y subsecuentemente a la PKC (Castilho et al., 2014). La
activacion de la PKC es capaz de mediar efectos proliferativos de manera similar
gue PKA, ya que la via ERK 1/ 2 que activa a los factores de transcripcion esta
regulada por PKC y ademas es regulada por el aumento de calcio intracelular
producido por la unién del IPs al reticulo endoplasmético (Cassier et al., 2017).
Finalmente, la FSH también puede unirse a un GPCR de tipo Gi quien funciona
como inhibidor de la cascada de sefializacién de la proteina Gs sin embargo, la
disociacion de GiBy estimula una via de sefializacion alterna a través de la activaciéon
de una PKC, esta es la via PI3BK/AKT, modula las funciones proliferativas a través
de la proteina mTOR y de las proteinas cinasas activadas por mitdgenos (MAPK;
Casarini & Crépieux, 2019).

En CG de ratones hembras se ha observado que la adicion de 10 y 100 ng/mL de
FSH, a través de las vias PKA o PKC estimula la proliferacion celular disminuyendo
la expresion de miR-143 un regulador negativo de la expresion de genes
relacionados con el ciclo celular como las ciclinas B1, B2 y de cinasas dependientes
de ciclina (cdk) 4 y 6 (L. Zhang et al., 2017). Por otro lado, Baddela et al (2020)
demostraron que en dosis de 20 ng/mL de FSH en cultivos de CG de bovinos, se
indujo la sintesis del factor inducido por hipoxia-1 (HIF-1) en condiciones de
normoxia e hipoxia, molécula capaz de regular la expresion de genes como ciclina

d2 (CCND2) y del antigeno nuclear de células en proliferacion (PCNA).

Adicionalmente, en CG de ratas estimuladas con 100 ng/mL de FSH se observé un
aumento en la sintesis de ADN, la progresion celular y nimero de células a traves
de la activacién de las vias PKA y PI3K que regulan positivamente la expresion de
ARNmM de CCND2 (Han et al., 2013). Ademas, FSH estimula efectos proliferativos
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en células de Sertoli de ratas en dosis de 100 ng/mL activando las vias de
sefalizacion PI3K/Akt y mTOR favoreciendo la actividad mitética de las células
(Riera et al., 2012).

Il. Sobrevivencia

La FSH activa vias de sefalizacién para favorecer la sobrevivencia de las CG,
principalmente por la sefial de AKT. La sefializacion clasica de FSH por PKA es
capaz de inducir la activacion directamente de la via PI3K/AKT, sin embargo,
también a través del aumento del AMPc, este activa a las proteinas EPAC que estan
relacionadas con la regulacion de la fosforilacion y activacion de AKT (Ulloa-Aguirre
et al., 2018). La activacion de AKT ya sea por la PKA, EPAC u otras vias, regulan
de manera negativa la funcién o expresion del ARNm de proteinas de dominio 3 de
homologia Bcl-2 (BH3) que inactivan a miembros de la familia de células B de
linfoma 2 (Bcl-2) antiapoptoticos, es decir, AKT puede inhibir la activacion de la
proteina agonista de muerte celular asociado a BCL2 (BAD) y la expresion del
ARNmM a través de los factores de transcripcion Caja de horquilla O (FOXO) y p53
(Manning & Cantley, 2007; Shen et al., 2016). Pero no solo la unién a la proteina Gs
puede desencadenar esta sefalizacién, puede ocurrir de manera independiente a
la via de PKA, es decir, las GsBy activan la via PI3K/AKT para favorecer la
sobrevivencia celular (Shen et al., 2017; Casarini & Crépieux, 2019). La FSH a
través de PKA activa a la proteinas cinasas activadas por mitégenos p38 (p38
MAPK) quien tiene la capacidad de desencadenar un mecanismo molecular de
apoptosis en células esteroidogénicas junto con la cinasa N-terminal de Jun (IJNK;
Inagaki et al., 2009). Este efecto es contrarrestado por la accién antiapoptética de
las MAP cinasas y ERK 1 / 2. Finalmente, la sobrexpresién del ARNm del FSHR
pueden inducir de manera positiva la expresion de genes apoptéticos en
comparacion con células que presentan niveles basales como un mecanismo de

autorregulacion celular (Casarini & Crépieux, 2019).

Stilley et al (2014) detectaron en células endoteliales de la vena umbilical humana
que fueron cultivadas con una cantidad reducida de suero para estimular la

apoptosis, que la adicion de 600 ng/mL de FSH redujeron significativamente el
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namero de células apoptoéticas al activar la ruta de sefializacion PI3K/Akt. En cultivos
primarios de células de la granulosa de porcino, FSH (0.01 Ul/mL) desencadeno las
vias de sefalizacion PI3K/Akt para reducir la acumulacion nuclear de la proteina
FoxO3a'y con ello disminuir la expresion del mediador de muerte celular extra larga
(Bimev) para prevenir la apoptosis celular (Wang et al., 2012).

Por otra parte, se ha observado también la preservacion de la viabilidad de CG de
porcinos en un ambiente hipoxico, estimulados con 2 Ul/mL de FSH mediante la
mitofagia de las células al estimular la expresion de HIF-1a, fosfatidilinositol-3,4,5-
trifosfato 3-fosfatasa inducida por la cinasa 1 (PINK1) y la proteina parkina (C. Li et
al., 2020).

Il Esteroidogénesis

La FSH tiene la capacidad de estimular la formacion de estrégenos a partir de
andrégenos procedentes de las CT (Zhou et al., 2013). La FSH a través de PKA
estimula la activacién de la proteina CREB para por un lado estimular la sintesis del
ARNmM de enzimas esteroidogénicas como P450scc expresada en el gen CYP11A1
y P450arom del gen CYP19A1 (Vanselow & Firbass, 2018; Casarini & Crépieux,
2019). Por otro lado, la PKA activa directamente a las enzimas que participan en la
esteroidogénesis. Este proceso implica la activaciéon de la proteina reguladora de la
esteroidogénesis aguda (StAR) que participa en la translocacion del colesterol
endocitado hacia la mitocondria (Hu et al., 2010). En la mitocondria, el colesterol es
convertido a pregnenolona por accion del complejo enzimatico P450scc (20-22 liasa
y 17a-hidroxilasa) con lo cual el colesterol pierde 6 carbonos dando lugar a una
molécula de 21 carbonos que saldra de la mitocondria para continuar con el proceso
de esteroidogénesis (Gomez-Chang et al., 2012). La pregnenolona entra al reticulo
endoplasmatico en donde es trasformada en P4 por la accion de dos enzimas; 3p3-
HSD y A4-A5 isomerasa las cuales se encargan de la eliminacion de una molécula
de hidrogeno en el carbono 3 y el cambio del doble enlace (Zhu et al., 2019). Para
la formacion de los andrégenos al ser moléculas de 19 carbonos, la P4 debera
perder 2 atomos de carbono mediante el complejo enzimatico p450c17 (17a-

hidroxilasa 'y 17,20 liasa), sin embargo, este paso se lleva a cabo Unicamente en las
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CT por estimulo de LH, debido a que las CG no expresan el ARNm de la p450c17
para realizar esta conversion (J. Y. Zhou et al., 2016). Los andrégenos sintetizados
por las CT difunden hacia las CG para la formacion de estrogenos en una
cooperacion célula-célula durante la esteroidogénesis (Escamilla-Hernandez et al.,
2008; Guzman et al., 2017). En las CG, los andrégenos seran sustrato para la
enzima P450arom que se encargara de aromatizar el anillo A de la estructura del
androstano perdiéndose un carbono para dar lugar a una molécula con 18 atomos
de carbonos, el E2 (Cui et al., 2013; Guzman et al., 2017).

Se ha descrito el papel en la esteroidogénesis de FSH en CG de bovino a dosis de
20 ng/mL, regulando positivamente la expresion de ARNm de HIF-1 en condiciones
de normoxia lo que favorece la expresion de los genes STAR, 38HSD y CYA19A1
implicados en el proceso de sintesis de estrogenos (Baddela et al., 2020).
Asimismo, en CG de ratones Zhang et al (2017) describieron que FSH (100 ng/mL)
disminuyo los niveles de expresion de miR-143 a través de las activacion de PKA o
PKC, llevando a un aumento tanto en la produccion basal de E2, como la expresién
del gen CYP19A1.

En tejidos de endometriomas ovaricos y nédulos endometriosicos rectovaginales
estimuladas con rhFSH (1000 UI/L), se observé una regulacion positiva de la
expresion del fragmento promotor Il del gen CYP19A1 y un aumento en los niveles
de E2 (Ponikwicka-Tyszko et al., 2016). Mientras que en estudios in vivo sobre
ratones C57BL/6JRj que se les aplicd un antagonista de GnRH para la disminucién
en la produccion de FSH, se mostré una reduccion significativa en el ARNm de
CYP19A1l y la expresion de E2 en foliculos preantrales y antrales tempranos. En
este estudio también se demostré que en cultivos de células ovaricas de ratones
estimuladas con diferentes dosis de FSH purificada (50, 200, 500 ng/mL) presento

un aumento en la expresion de CYP19A1 en CG (Francois et al., 2017).
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Figura 2. Mecanismo de accion de la hormona foliculo-estimulante (FSH).

2.3. Estradiol
2.3.1. Generalidades

El E2 es una hormona esteroide producida por las génadas de la hembra,
especificamente en las CG de los foliculos ovaricos (Miller & Auchus, 2011). Los
esteroides son hormonas fundamentales que cuentan con la capacidad de controlar
una amplia variedad de procesos fisioldgicos como procesos metabdlicos, inmunes,
asi como caracteristicas reproductivas y sexuales, entre otras (Bouguen et al.,
2015). Se ha observado que practicamente todas las células, tejidos y érganos
responden a E2, este esteroide participa en el metabolismo éseo, en la modulacién
de la inflamacion del cerebro e higado, funciones cardiovasculares y reproductivas
por lo que posee diversos sitios de accion y por ende una gran variedad de células

blanco (Vasconsuelo et al., 2011).

20



El E2 tiene una estructura quimica de 18 4tomos de carbono, consta de 4 anillos
derivados del ciclopentanoperhidrofenantreno del colesterol (A, B, C y D). Los 3
primeros anillos son ciclohexanos mientras que el anillo D ciclopentano, ademas
cuenta con un anillo A fendlico aromatizado caracteristico de los estrogenos. Posee
3 dobles ligaduras dentro de ese anillo, ademéas de un grupo metilo en el carbono
13, un grupo hidroxilo en el carbono 3 y 17, este ultimo en posicion beta

(Lamminmaéki et al., 1997; Murugananthan et. al., 2007; Guzman et al., 2017;).

El E2 es considerado una molécula de bajo peso molecular (272,4 daltons), esto
sumado al ser hidrofébica, le confiere un transporte celular sin gasto de energia, es
decir por difusion simple a través de la membrana celular (Kog et al., 2011; Guzman
et al., 2017). El transporte del E2 por el torrente sanguineo en su mayoria requiere
de la asociacion a proteinas acarreadoras, solo un porcentaje muy bajo (1 al 5%)
de E2 se transporta libre en la circulacion sistémica (Rosner, 2015). Las globulinas
fijadoras de hormonas sexuales (SHBG) son las principales proteinas
transportadoras de E2, la albumina, aunque en menor medida puede transportar
también E2 (Hammond, 2011). El E2 se une al extremo amino de la proteina a través
de un hidroxilo unido al carbono 17 del anillo D, la unién con la SHBG regula de
forma pasiva la accion del E2 y el acceso a las células blanco (Pascual-Figal et al.,
2009; Rosner et al., 2010). El E2 es una de las hormonas hidrofébicas que cuenta
tanto con receptores intracelulares como con receptores de membrana para

estimular sus efectos bioldgicos (Yoest et al., 2014).
2.3.2. Mecanismo de accién y sefializacion celular de E2

La mayoria de las funciones de E2 se desencadenan a través de sus receptores
intracelulares (ER), estos son similares a algunos otros receptores como el receptor
de glucocorticoides, mineralocorticoides, P4, entre otros (Groeneweg et al., 2012).
Pertenecen a la superfamilia de proteinas que funcionan como factores de
transcripcion y también son conocidos como receptores nucleares o simplemente
intracelulares dependiendo de su localizacion. Tienen la capacidad de modular de
manera directa la transcripcion y la expresion de genes especificos por lo tanto a

nivel celular regulan procesos fisiolégicos importantes como la proliferacion y
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sobrevivencia (Ortega-Dominguez et al.,, 2015). Por sus caracteristicas
fisicoquimicas, el E2 difunde la membrana de su célula blanco hasta alcanzar su
receptor del cual existen dos tipos ERa y Erp de clase | (Castoria et al., 2009). El
ER esta formado por 6 dominios clasificados de la A a la F, partiendo del extremo
amino terminal al extremo carboxilo terminal, las regiones A y B comprenden el
primer dominio de activacion transcripcional (AP-1) y varios sitios de fosforilacion
gue son importantes en procesos de transactivacién cuando el receptor no tiene un
ligando. Por su parte, la region C compuesta de 7 residuos de cisteinas distribuidos
alrededor de dos iones de Zinc (dedos de Zinc) que le confieren al receptor la
capacidad de union al ADN (Ortega-Dominguez et al., 2015; Fuentes & Silveyra,
2019). La region D contiene una secuencia de localizacién nuclear, ademas, actla
como una estructura de “bisagra” entre las regiones C, E y esta involucrada en los
cambios conformacionales ya que aqui se une las proteinas chaperonas. Por ultimo,
la regidon E/F (AP-2) del lado C-terminal participa como dominio de union especifico
al ligando y de interaccion con otras proteinas coactivadoras o correpresoras de la
transcripcion, fosforilacion y localizacion nuclear (Germain et al., 2006; Yasar et al.,
2016). Los ER que se encuentran en el citosol en su estado inactivo se encuentran
unidos a proteinas de choque térmico o chaperonas, Hsp90 y Hsp56 (Cahua-Pablo
et al., 2016; Tata, 2002), que al interactuar con el E2 se disocian para exponer el
dominio de union al ADN. Una peculiaridad de la accion de los receptores
intracelulares es que funcionan en dimeros, es decir, dos moléculas de E2 se uniran
a dos receptores para la formacién de una molécula con dos secuencias similares
(mondémero) que ahora podran activar factores de transcripcién o bien, migrara al
ndcleo para reconocer con alta afinidad a los elementos de respuesta a estrogenos,
secuencias palindromicas en un promotor de un gen especifico (Ortega-Dominguez
et al.,, 2015). El complejo ER-E2 interactlia con cofactores para la regulacion de
expresion génica y dependiendo de cual sea el corregulador que se una, el efecto

de este puede variar (Sever & Glass, 2013).

A pesar de que el E2 cuenta con una via clasica de respuesta gendmica
caracterizada por inducir cambios en la transcripcion de genes en un tiempo de

horas y dias, existe otro receptor capaz de desencadenar respuestas de
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sefalizacion mas rgpidas que pueden ir desde minutos hasta segundos (Prossnitz
et al., 2008). Estos efectos no gendmicos estan mediados por el GPCR (GPR30) de
tipo Gs/Gi y han sido estudiados con mas detalle en células cancerigenas por
modular procesos como la movilizacion de calcio y la activacion de cinasas (Filardo
& Thomas, 2005; M. R. Meyer et al., 2011). Sin embargo, a través de estos
procesos, E2 genera efectos de proliferacion y sobrevivencia en diversos tipos
celulares como células tumorales, células progenitoras hematopoyéticas, en
macréfagos, asi como en células del epitelio mamario (Prossnitz et al., 2007;
Garcia-Figueredo et al., 2015; Von Bischhoffshausen et al., 2019). El receptor
GPR30 antes considerado huérfano se acopla a la proteina Gs para estimular la via
de AMPCc/PKA, para la activacion de factores de transcripcion involucrados en la
sintesis del ARNm de moléculas implicadas en el crecimiento celular (Filardo &
Thomas, 2005). Sin embargo, existe otra sefializacion derivada de la union a la
proteina Gy donde activan a las proteinas tirosina cinasa (Src), para desencadenar
la transactivacion del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGF) a través
de la eliminacion del factor de crecimiento similar a EGF de union a heparina y la
posterior activacion del receptor de EGF. La activacion de este receptor
desencadena una serie de eventos de sefializacién intracelular especialmente
relacionados con la activacion de las vias MAPK, ERK 1/2 y PI3K/AKT (Pandey et
al., 2009; Prossnitz & Maggiolini, 2009)

Por otro lado, existen evidencias que sugieren que E2 tiene una accion importante
en las mitocondrias. Se han encontrado receptores a estrogenos (ERa y ERB) en
varios tipos de tejidos y células en los que se incluyen al Gtero y el ovario, esto
sugiere que los ER mitocondriales podrian regular los efectos de E2 en los diversos
tejidos (Pedram et al., 2006). Sin embargo, no se sabe el mecanismo por el cual los
ER son traslocados a la mitocondria, a diferencia de otras proteinas mitocondriales
codificadas en el nucleo estas no contienen una secuencia sefial que las pueda
dirigir a ellas a través de proteinas chaperonas, pero se ha sugerido una
traslocacién co-traduccional similar a la de algunas proteinas mitocondriales que se
sintetizan en ribosomas citosolicos y se importan al organulo (Chacinska et al.,
2009).
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l. Sobrevivencia

Como se menciond anteriormente, el E2 es capaz de unirse a GPR30. A través de
la activacion de PKA, fosforila al factor de transcripcion CREB quien induce la
expresion de la proteinas antiapoptoticas Bcl-2 para inhibir la apoptosis inducida por
estrés oxidativo (Prossnitz & Maggiolini, 2009). Por otra parte, la subunidad GBy
tiene la capacidad de transactivar otros receptores como el EGFR, el cual una vez
activado es capaz de desencadenar la via de sefializacion PI3BK/AKT para regular
la activacion y expresion del ARNm de factores de transcripcion de proteinas
antiapoptoticas de la familia Bcl-2 y favorecer la sobrevivencia celular (La Colla et
al., 2017). En cuanto a la accién de E2 dentro de la mitocondria, las evidencias
sugieren que inhibe de manera directa las primeras etapas de la apoptosis, regula
la activacion de proteinas y factores proapoptéticos (Simpkins et al., 2008). Esto
sucede gracias a que el complejo E2-ERa induce la expresion del factor de
transcripcion NRF-1 (factor respiratorio nuclear 1) a través de la interaccion directa
con el ADN lo que resulta en una mayor transcripcion del factor de transcripcion
mitocondrial A (TFAM) y los factores de transcripcion bl y b2, mitocondriales
(TFBM1, TFBM2), los cuales ingresan en las mitocondrias para aumentar la
expresion de genes codificados por ADN mitocondrial. Los productos proteicos de
los genes regulados por NRF-1, se introducen a las mitocondrias para aumentar la
expresion de genes codificados en el ADN mitocondrial, la biogénesis mitocondrial
y la fosforilacién oxidativa teniendo una mayor produccion de ATP y especies

reactivas de oxigeno (ROS; Yasar et al., 2016).

Ademas, el dimero E2-ER ya en el nucleo, se une al factor de transcripcion Spl o a
un elemento homologo al CRE quien a su vez funciona como factor de transcripcién
acoplandose a la regién promotora de las Bcl-2 o incrementando la sintesis del
ARNmM de proteinas antiapoptoticas, evitando la apoptosis (Kanda & Watanabe,
2003).

En lineas celulares MCF-7 se ha visto que E2 (10 nM) indujo significativamente la
expresion de factores antiapoptoticos como Bcl-2 y survivina al inhibir los niveles de
MIARN (miR-16, miR-143, miR-203) dependiente de la union a su receptor ERa (Yu
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et al., 2012). Ademas, se ha descrito que en células madre derivadas del tejido
adiposo del parpado humano, E2 presento un efecto protector contra la muerte
celular inducida por H202 mejorando la supervivencia celular (J. Zhou et al., 2014).
Mientras tanto en células neuronales CAl, E2 (50 ug) estimula procesos de
sobrevivencia a través de la union a su receptor de membrana GPCR30 y la
transactivacion de receptores de IGF-1, para la regulacion de la sefalizacion
ERK/MAPK y mantener la actividad del factor de transcripcion CREB (Lebesgue et
al., 2009).

Il. Proliferacion

El E2 a través de su GPR30 estimula la proliferacion celular mediante la activacion
de la PKA (Fujiwara et al., 2012). La PKA puede activar al factor de transcripcion
CREB para inducir la expresion de la ciclina D2 quien actia como subunidad
reguladora de los complejos de cinasas dependientes de ciclinas 4 y 6, necesarias
para la transicion G1/S del ciclo celular (Prossnitz & Maggiolini, 2009). Ademas, los
efectos proliferativos de E2 pueden ser mediados por la accion de un GPCR
acoplado a proteina Gi, por un lado las Gify inducen una activacion rapida de las
vias de sefializacion ERK 1/ 2 para activar factores de transcripcion y asi regular la
expresion del ARNm de cinasas dependientes de ciclinas (Bouskine et al., 2008).
Por otro lado, las Giy participan en la transactivacion del receptor de EGF quien
modula la activacion de la via PI3K, la activacion de AKT y PKCz atipica (S. C.
Gupta et al., 2010). Por su parte, AKT regula de manera positiva a la ciclina D1 del
ciclo celular, mientras que la PKCz orquesta la liberacién nuclear del inhibidor 1B
de la cinasa dependiente de ciclina (p27). Por lo anterior, la interaccién entre los
efectores de sefalizacion y los reguladores del ciclo celular controlan la progresiéon
del ciclo celular y con ello la proliferacion (Castoria et al., 2010). Si bien se conoce
que los ER funcionan como factores de transcripcion modulando de manera directa
la expresion de genes, también se ha establecido que los ER regulan la expresion
de genes sin unirse directamente al ADN. Por lo anterior, el complejo E2-ER puede

favorecer la expresion de la ciclina D a través de la interaccion con las proteinas
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cFOS y Jun con el dominio AP-1 pero principalmente del factor de transcripcion Spl

para favorecer la proliferacion celular (Bjornstrom & Sjoberg, 2005).

Se ha descrito en condrocitos de un modelo de rata para la osteoartritis que la
adicion de E2 (10° M/L) regula la proliferacién celular a través del aumento en la
expresion de Akt asi como en el nivel de Akt fosforilada (Huang et al., 2011).
Mientras que en células mesenquimales humanas E2 (10° M) ha estimulado la
proliferacion celular a través de la activacion de HIF-1 y la expresion de VEGF
mediante las rutas de sefializacion PKC, PI3K/Akt y MAPK (Yun et al., 2009).
Ademas, en células de Sertoli el 17 beta-estradiol unido a su receptor de membrana,
activa rapidamente la fosforilacion de PI3K/Akt y de CREB aumentando la expresion
de ciclina D1 (Royer et al., 2012).

2.4. Esfingolipidos

Los esfingolipidos son moléculas bioactivas que por un lado participan regulando la
dinamica de las membranas bioldgicas, formando parte de los microdominios
denominados balsas lipidicas y por el otro funcionan como segundos mensajeros
en la transduccién de sefiales (Schulze & Sandhoff, 2014). Fueron aislados en
cerebro por primera vez en el afio 1884 por el médico y bioquimico Thudichum, la
esfingosina fue el primer esfingolipido en identificarse, nombrada asi por el caracter
enigmatico de esta molécula que hace alusion a la criatura esfinge descrita en la
mitologia griega (Hannun & Obeid, 2018). Durante la primera parte del siglo XX se
identifico la estructura quimica de la esfingosina, caracteristica basica estructural de
todos los esfingolipidos. Fue hasta mediados de la década de los 80 cuando los
avances bioquimicos y moleculares del metabolismo y funcion de los esfingolipidos
revelaron que ademas de funcionar como componentes de la membrana
plasmatica, moduladores de las interacciones célula-célula y reconocimiento
celular, ademas de actuar como moléculas efectoras y no solo como precursores
inertes, es decir son consideradas moléculas capaces de regular sefializaciones en
la célula (Ogretmen & Hannun, 2004; Hannun & Obeid, 2008). Los principales

esfingolipidos bioactivos incluyen a la ceramida, esfingosina, esfingosina-1-fosfato
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y la ceramida-1-fosfato quienes modulan funciones como la regulacion y activacion
procesos biolégicos de forma antagénica una de otra (Bartke & Hannun, 2009).
Funcionando como un redstato, es decir, no es su concentracion absoluta sino la
relacion de sus concentraciones lo que determina un equilibrio relativo entre estos
esfingolipidos para establecer el destino de las células en respuesta a estimulos

especificos (Kolesnick, 2002; Ogretmen & Hannun, 2004; Morales et al., 2007).

La esfingomielina (SM), es uno de los fosfolipidos de membrana mas abundantes
en las membranas celulares de tejidos animales, ademas es el precursor del
esfingolipido mas complejos como la ceramida, quien es sustrato para la sintesis de
otros esfingolipidos que actian como moléculas de sefalizacion (Argraves et al.,
2010). Mediante la accion de enzimas, la ceramida da lugar a esfingolipidos
complejos, es decir que presentan funciones de moléculas de sefializacion como lo
son la esfingosina, esfingosina-1-fosfato y ceramida-1-fosfato (Berg et al., 2008).
Existen otros esfingolipidos que son componentes de membrana celular como los
glicoesfingolipidos; cerebrosidos y gangliésidos presentes principalmente en tejido
nervioso, actdan en la interaccion célula-células y en los procesos de sefializacion
celular (Wang et al., 2017).

2.4.1. Sintesis de esfingolipidos

La sintesis de esfingolipidos implica dos vias, la sintesis de novo que comprende
principalmente la sintesis de ceramida, esfingomielina, glicoesfingolipidos y la via
de reciclaje también llamada via de esfingomielina que permite la sintesis de
esfingolipidos complejos como la esfingomielina, ceramida, esfingosina y S1P
(Argraves et al., 2010; Sanchez & Diaz-Laviada, 2006). Se ha postulado que
ceramida es el esfingolipido méas simple dado que las vias que forman esfingolipidos
convergen en su formacion (Goiii et al., 2014). La sintesis de novo comienza en la
cara citoplasmatica del reticulo endoplasmatico donde se condensan la serina y el
palmitato (palmitoil-CoA por la accion de la serina palmotil transferasa para producir
3-ceto-esfinganina, este a su vez es reducido a esfinganina (dihidorceramida) por la
enzima 3-ceto-esfinganina reductasa en una reaccion dependiente de NADH (Nitai
C Hait et al.,, 2006). El siguiente paso es que la esfinganina sea convertida a
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dihidroceramida por la enzima dihidroceramida sintasa, también llamada ceramida
sintasa. Ahora, la dihidroceramida sufre un proceso de desaturacion para generar
ceramida. La ceramida se transloca hacia la region luminal del aparato de Golgi
donde puede ser trasformada en glicoesfingolipidos y esfingomielina por la
esfingomielina sintasa, que transfiere fosforilcolina a la ceramida, generando
esfingomielina y diacilglicerol. O a través de la ruta de reciclaje, esta esfingomielina
podrd ser nuevamente convertida en ceramida a través de la esfingomielina
fosfodiesterasa mejor conocida como esfingomielinasa (acida y neutra) (van Meer
& Holthuis, 2000). Siguiendo la ruta de reciclaje, la sintesis de ceramida ahora podra
ser sustrato de una ceramidasa quien se encargara de hidrolizarla para liberar el
acido graso y producir esfingosina. Posteriormente por la enzima esfingosina cinasa
(SK), la esfingosina es fosforilada para ser transformada en S1P (Gofii-Urcelay,
2018).

- - SK1 Esfingosina-
@—"7 1-fosfato

SPP
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reciclaje % % Q
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Figura 3. Metabolismo de esfingolipidos. Sintesis de esfingosina 1-fostato (S1P).
2.4.2. S1P (estructuray sintesis)

La S1P es un esfingolipido biol6gicamente implicado en la regulacién de procesos
fisiol6gicos normales como crecimiento, supervivencia, migracion, proliferacion
celular y procesos mas complejos como la angiogénesis, inflamacién vy
vasculogénesis (Obinata & Hla, 2019). Ademas, en procesos fisiopatolégicos como
el cancer, aterosclerosis, diabetes, osteoporosis entre otros (Pyne & Pyne, 2010;
Maceyka et al., 2012;). S1P se encuentra de manera constitutiva en altas
concentraciones en plasma sanguineo y suero debido a que la activacién

plaguetaria permite la liberacion de S1P almacenada. Ademas, la principal fuente
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de esfingolipidos esta a nivel de eritrocitos y células endoteliales mientras que en la
linfa, las células del endotelio de vasos linfaticos mantienen los niveles de S1P
(Bazua-Valenti & Garcia-Sainz, 2012). La S1P es capaz de transportarse en la
circulacion sistémica a través de la union a proteina séricas, principalmente de las
lipoproteinas de alta densidad y una pequefia parte por la albumina quienes facilitan
sus funciones bioldgicas y actian como proteccion ante la degradacion (Ponce et
al., 2013; Marin-Palma et al., 2017).

Como se mencion6 anteriormente la estructura base de los esfingolipidos esta dada
por una base esfingoide compuesta de una cadena larga de 18 carbonos, un
aminoalcohol que crea una cadena hidrocarbonada insaturada con minimo un doble
enlace, es decir presenta un grupo amino localizado en el carbono 2 y dos grupos
alcohol en el carbono 1y el carbono 3, por lo que el nombre completo de la base
estructural es 2-amino-4-octadeceno-1,3-diol (Devlin, 2019). Cuando a la
esfingosina se le adiciona un grupo fosfato en el carbono 1 el cual aparece
esterificado con el grupo alcohol de este carbono, dejara de ser esfingosina para
convertirse en S1P (Merscher & Fornoni, 2014; Devlin, 2019).

OH 9
APs
\Ae/\/\/\/\/\/\A\/v\/\o \ _O

sip NH:

Figura 4. Estructura de la esfingosina 1-fosfato (S1P). La S1P es formada por una
cadena de esfingosina y un grupo fosfato en el carbono 1. Tomado y modificado
de Pimentel & Benaim, (2012).

La sintesis de S1P se lleva a cabo principalmente en el reticulo endoplasmatico, las
mitocondrias y la membrana plasmatica (Spiegel & Milstien, 2011). Como ya se
menciono, la S1P es formada mediante el catabolismo de ceramida ya sea a partir
de la sintesis de novo o por la via de reciclaje (Hagen-Euteneuer et al., 2012).

Mediante la via de reciclaje, la ceramida puede ser hidrolizada por ceramidasas y
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producir esfingosina, finalmente, por accion de la (SK), la esfingosina sera
fosforilada formandose asi S1P (Santacreu et al., 2019). La sintesis de S1P esta
mediada por dos isoformas de SK, esfingosina cinasa 1 (SK1) y esfingosina cinasa
2 (SK2) las cuales difieren en secuencia, propiedades bioquimicas, localizacién
subcelular y funciones (Gupta et al., 2019). Se generan a partir de dos genes
distintos, SK1 y SK2 se ubican en el cromosoma 17 (17925.2) y 19 (19q13.2)
respectivamente (Argraves et al., 2010; Di Pardo & Maglione, 2018). Tanto SK1
como SK2 presentan cinco dominios conservados (C1-C5), los dominios C1-C3 son
cataliticos y el dominio C2 es de unién a ATP (Pyne et al.,, 2016). Una de las
principales distinciones entre estas dos enzimas es la variacion en la especificidad
de su sustrato ya que se ha descrito que SK1 presenta mayor afinidad sobre D-
eritro-esfingosina, mientras que SK2 la tiene sobre la fitoesfingosina y
dihidroesfingosina (Takabe et al., 2008; Brown, 2007). La SK1 es una enzima
localizada principalmente en el citosol, es transportada tras su activacion a la
membrana plasmatica resultando en la fosforilacion de C1-OH de esfingosina para
la produccion de S1P (Rohrbach et al., 2017; Di Pardo & Maglione, 2018). La SK1
presenta sitios de fosforilacion donde pueden actuar PKA, PKC y caseina cinasa
para su activacion, las principales moléculas que destacan son los factores de
crecimiento (VEGF, factor de crecimiento derivado de plaquetas y EGF) citocinas,
hormonas (E2, FSH y GH; Takabe et al., 2008; Yong-Seok et al., 2015; Hernandez-
Coronado, et al., 2019). Mientras que la SK2 se encuentra tipicamente en
compartimentos intracelulares que incluyen al reticulo endoplasmatico, las
mitocondria y el nucleo (Rohrbach et al., 2017). La SK2 es activado por PKC dentro
del nacleo para la formacion de S1P, esto por accion de EGF y el activador de PKC,
el éster de forbol. Ambos activan ERK1, que a su vez se une a SK2 y lo fosforila en
Ser 351y Thr 578, aumentando su actividad enzimatica (Takabe & Spiegel, 2014).
Ademas, otros han sugerido que la fosforilacion de SK2 es catalizada por la proteina
quinasa D, lo que conduce a su exportacion nuclear para la sefalizacion celular
(Hait et al., 2009). La sintesis de S1P por accion de SK2 en el nlcleo es capaz de
facilitar la transcripcion de genes, mientras que la sintesis de S1P en mitocondrias

a partir de esta enzima actia sobre las proteinas efectoras que inducen la apoptosis
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celular (Hait & Maiti, 2017; Zheng et al., 2019). Ambas cinasas estan expresadas de

manera ubicua en todas las células eucariotas (Hait & Maiti, 2017).

La sintesis de S1P tiene lugar en el nucleo, el reticulo endopldsmico, las
mitocondrias y la membrana celular por la activacion por fosforilacién de la enzima
SK1 (Takabe et al., 2008; Hernandez-Coronado et al., 2019). La unién de cada
molécula con sus respectivo receptores de membrana resulta en la activacion de
algunas cinasas como PKA o PKC capaces de la interaccién con la enzima
derivando en la sintesis de S1P (Zheng et al., 2019).

Finalmente, la degradacion de S1P esta mediada por dos vias diferentes: una es la
desfosforilacion reversible de la esfingosina por fosfatasas especificas de S1P y la
otra es la degradacion irreversible de una S1P liasa dependiente de fosfato de
piridoxal a hexadecenal y fosfoetanolamina, que posteriormente se reutilizan para

la biosintesis de fosfatidiletanolamina (Spiegel & Milstien, 2003).
2.4.2.1. Mecanismo de accién y sefializacién celular

La S1P tiene la capacidad de realizar sus funciones mediante dos vias; la primera,
llamada intracelular se refiere a que actia como segundo mensajero, lo que
significa que el esfingolipido no sale de la célula al ser sintetizado por lo tanto este
no necesita la unidn a un receptor para llevar a cabo su funcién (Dai et al., 2014).
Este mecanismo de accién indica que S1P puede unirse y alterar la funcién de
varias proteinas intracelulares para generar sus efectos (Maceyka et al., 2012). La
segunda via denominada extracelular implica que S1P es capaz de salir de la célula
mediante transportadores especificos que son capaces de exportar a S1P desde el
interior hacia el medio extracelular para actuar via autocrina, paracrina o endocrina
al unirse a alguno de sus cinco receptores de membrana (Rosen & Goetzl, 2005;
Pyne & Pyne, 2010).

Mecanismo de accién intracelular: Debido a su caracter anfipatico, S1P presenta
una alta solubilidad lo que le permite estar presente tanto en las membranas
celulares como en medios acuosos como el citosol y el liquido extracelular (Garcia-

Pacios et al., 2009). La S1P intracelular es capaz de unirse y actuar como cofactor
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de diversas moléculas reguladoras que incluyen enzimas, canales y factores de
transcripcion regulando asi su actividad sin necesidad de unirse a su receptor de
membrana (Saba & Hla, 2004; Dai et al., 2014), de esta manera es como S1P puede
actuar como un segundo mensajero intracelular capaz de regular la proliferacion,

sobrevivencia y migracion celular (Takabe & Spiegel, 2014).

Mecanismo de accion extracelular: La S1P sintetizada puede tener un efecto
dual, activar proteinas directamente en el citosol cumpliendo su funcion intracelular
o salir de la célula para la activacion de vias de sefializacion a través de su receptor
de membrana (Nishi et al., 2014). Para que S1P desencadene sus efectos
extracelulares, debe salir de la célula a través de una molécula transportadora
(Riboni et al., 2020). Los transportadores de S1P se describieron por primera vez
en células sanguineas desde que se observo que la activacion plaquetaria permite
la salida de S1P almacenada, la liberacién se logra por proteinas de transporte y no
mediante exocitosis (Pappu et al., 2007; Takabe & Spiegel, 2014). Los
transportadores de casete de unién a ATP (ABC) son los encargados de favorecer
la salida de S1P. Cuentan con dos dominios transmembrana con seis hélices a que
abarcan la membrana y que forman un canal para el transporte del sustrato a través
de las membranas y dos ABC citosélicos (Takabe & Spiegel, 2014). Aungue esta
familia de transportadores ha sido descrita como no selectiva, pueden exportar otros
lipidos de importancia, se identific6 un trasportador especifico identificado del
homologo spinster 2 (Spns2). ElI Spns2 es una proteina transmembranal
descubierta inicialmente en la capa sincitial de yema de tejido extraembrionario del
pez cebra en el que se demostrd que tiene la capacidad de exportar S1P y dihidro-
S1P de las células (Hisano et al., 2011).

La S1P cuenta con 5 receptores acoplados a proteina G denominados S1PR1,
S1PR2, S1PR3, S1PR4 y S1PR5 que comparten algunas similitudes estructurales
y funcionales (Chun et al., 2010; Mendelson et al., 2014). Los genes que codifican
para el S1PR 2,4,5 se encuentran dentro del cromosoma 19p13.2, mientras que el
gen que codifica para los SIPR 1 y 3 se localiza en el 1p21 y 9g22.2

respectivamente (Adada et al., 2013). en cuanto a localizacién celular, se ha
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observado que el S1IPR1, S1PR2y S1PR3 se expresan principalmente en miocitos,
células endoteliales, leucocitos y fibroblastos, mientras que S1PR4 y S1PR5 se
expresan solo en las células inmunes y el tejido nervioso, respectivamente (Rosen
et al., 2009; Herndndez-Coronado et al., 2019). También se han reportado diversos
tipos de receptores en células foliculares de mujer, se ha encontrado la expresion
del ARNm para los receptores S1PR1, S1IPR2, S1IPR3 y de S1PR5 en CG, sin
embargo los niveles de expresion para S1IPR2 y S1PRS5 fue bajo en comparacion a
S1PR1 y S1PR3, siendo estos los que median los efectos proliferativos y de
sobrevivencia (Nakahara et al., 2012). Se sabe que S1P puede unirse a diferentes
clases de proteinas G como lo son; Gi, Gg y G12/13. Algunos de estos receptores
se acoplan a un tipo de proteina G, mientras que otros podran unirse a varias de
ellas (Kajimoto et al., 2018). La union de S1P a sus receptores activa vias de
sefalizacion que dependeran del tipo de proteina G a la que se acople. Las
proteinas G heterotriméricas estan conformadas por subunidades a, B y y. El
receptor STPR1 se acopla a la Gai, en el caso de S1PR2 se puede acoplar a Gai,
Gaq y Ga12 al igual que S1PR3, mientras que S1PR4 y S1PR5 se acoplan a Gai y
Ga12 (Jiang et al., 2007; Olivera et al., 2010).

l. Sobrevivencia

Intracelular: La sintesis de S1P le permite interactuar como un cofactor que le
confiere actividad de E3 ligasa al factor 2 asociado al receptor de TNF (TRAF2) el
cual se asocia y aumenta la actividad de SK1 (Xia et al., 2002; Alvarez et al., 2010).
Esta accion cataliza la poliubiquitinacion de la Lys63 de la proteina cinasa RIP1.
Esta proteina se considera como una plataforma de sefializacion en la ruta del factor
nuclear beta (NFk-B) que es esencial para la sobrevivencia celular (Park et al., 2015;
Pyne et al., 2016). En fibroblastos y células cancerigenas se ha observado que S1P
activa la via ERK independientemente de TNF-a e inhibe a las cinasas c-Jun amino

terminal (JNK) para evitar la apoptosis celular (Maceyka et al., 2002).

Por otra parte, la SK1 favorece la sobrevivencia de las células endoteliales a través

de la activacién de la molécula de adhesion de células endoteliales plaquetarias
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(PECAM-1) de PI3K / Akt y la regulacién de los miembros de la familia Bcl-2, sin

activar los receptores de S1P o la sefalizacion ERK (Limaye et al., 2005).

Ademas, se conoce en células embrionarias humanas del rifibn 293 que S1P puede
directamente activar los canales de calcio en el reticulo endoplasmico liso para
incrementar las concentraciones de calcio en el citosol y probablemente favorecer
la sobrevivencia celular (D. Meyer et al., 2003; Pulli et al., 2018). Este hecho también
se ha demostrado en células del musculo liso (Pulli et al., 2018).

Bonhoure et al. (2008) demostraron que en lineas celulares de leucemia mieloide
cronica humana, SK1 juega un papel importante en la regulacién de procesos
apoptoticos inducidos por el farmaco Imatinib al activar las vias Ber-Abl / Ras / ERK
para mediar los efectos de los miembros apoptéticos y antiapoptéticos de la familia
Bcl-2 (Bim, Bcl.xL y Mcl-1). Ademas, SK1 patrticipa en la sobrevivencia de células
del glioma regulando negativamente la expresion de la molécula apoptética Bim
dependiente de la sefializacion de las vias PI3K/Akt/Foxoa3 (Guan et al., 2011).
Mientras tanto, en células LM2-4 se observé que SK1/S1P actua a favor de la
supervivencia celular a través de la regulacion de las vias de sefalizacion ERK, Akt
y P38 MAPK (Maiti et al., 2017).

Extracelular: La S1P desempefia un papel importante en la sobrevivencia celular
a través de sus receptores de membrana. En células del sistema inmune como los
linfocitos, su unién con el receptor S1PR1 activa la via PI3K, AKT/PKB favoreciendo
la activacion de proteinas antiapoptéticas como Bcl-2 y la proteina 1 similar a Bcl-2
(Rosen et al., 2009). En células tumorales, la interaccién activa la via ERK y suprime
la accion del mediador de muerte celular que interactia con Bcl-2 (BIM; Rutherford
et al., 2013). La unién de S1P al receptor SIPR5 presente en oligodendrocitos no
solo es capaz de inhibir la migracion, sino que la union del ligando a este receptor
activa la via dependiente de AKT que finaliza en la expresion de factores

antiapoptoticos (Adada et al., 2013).

En las lineas celulares SH-SY5Y, la edicion exdgena de S1P (1 puM) tuvo un
aumento en la sobrevivencia celular al disminuir los niveles de ROS producido por

ceramida, asi como la expresion de ARNm de proteinas antiapoptoticas de Bcl-2
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mediado por la union de S1P a los receptores S1PR1 /3 (Czubowicz & Strosznajder,
2014).

Por su parte, Mendoza et al (2017) demostraron en células endoteliales linfaticas
que S1P através de la union a su receptor S1IPR1 apoyaron la supervivencia de las
células, ademas del mantenimiento de del contenido mitocondrial favoreciendo su
viabilidad. Asimismo, en células de hemangiosarcoma de canino en cultivo con
estimulos de 0.5 ng/mL favorece la viabilidad celular a través de su receptor S1IPR1
(Rodriguez et al., 2015).

Il. Proliferacion

Intracelular: Se ha observado que la SK1/S1P tienen la capacidad de unirse a
TRAF2 desencadenando la poliubiquitinacion de la cinasa RIP1 y a través del
inhibidor celular de la apoptosis 2 (clAP2) y del factor regulador de interferén-1
(IRF1) promover la expresion de la quimiocina ligando 5 (CCL5) para la induccion
de la de células inmunes (Harikumar et al., 2014; Gao et al., 2016). Por otro lado,
se ha observado que S1P actla como cofactor para activar las vias Ras, y Raf,

MAPK, la cinasa ERK (MEK) y eventualmente estimular la sintesis de ADN.

En contraste, S1P producida en el nicleo por la accion de la SK2 presenta un efecto
negativo en la proliferacion de la célula. La S1P es un inhibidor endégeno de la
histona desacetilasa (HDAC), la SK2 nuclear es un componente de HDAC que
contiene complejos represores que estan presentes en los promotores de genes
especificos, al unirse S1P a estos promotores puede inhibir la represién de las dos
variantes de HDAC (HDAC1 y HDAC2), regulando asi la transcripcion genética que
incluye al inhibidor de la cinasa dependiente de ciclina p21 (Maczis et al., 2016; Yan
et al., 2018). Es importante mencionar que estos efectos al parecer dependen del
sitio de sintesis de S1P y del tipo celular y son mecanismos que aun no han sido

bien dilucidados.

En células endoteliales la produccion de S1P por la enzima SK1, estimula la

proliferacion y migracion celular al inducir la regulacion positiva de la proteasa
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desacetilasa dependiente de NAD+, sirtuina-1 (SIRT1) a través de las vias P38
MAPK. ERK y AKT. Este efecto fue confirmado en el mismo estudio con la inhibicion
de SK1y la aplicacion de S1P exogena (100 uM) lo cual conservo la capacidad de
regular a SIRT-1 (Z. Gao et al., 2016).

Extracelular: La unién de S1P a sus receptores de membrana son capaces de
ejercer efectos proliferativos sobre células inmunes. A través de la interaccion con
el SIPR1 modula la proliferacién celular via subunidades By, ERK/Ras ( Rosen &
Goetzl, 2005; Kajimoto et al., 2018). Por su parte los receptores S1IPR1 y S1PR3
participan en la proliferacidon de células endoteliales, regulan la activacion de
ERK/Ras estimulando la progresion del ciclo celular (Argraves et al., 2010; Y. Shen
et al., 2019). En células cancerigenas el vinculo S1P-S1PR4 activa la via de
sefalizacion ERK (Ohotski et al., 2012). Ademéas S1PR3 es capaz de favorecer este
efecto de manera indirecta como lo describe un estudio que muestra que la unién
de S1P a S1PR3 aumenta la expresion de los receptores de EGF en células de
adenocarcinoma de pulmon a través de la ruta Rho lo cual favorece la proliferacion
e invasion celular de colonias estimuladas con EGF (Hsu et al., 2012). En cuanto al
S1PR2 se ha descrito que tiene efectos proliferativos por medio de la activacion del
transductor de sefial y activador de la transcripcion 3 (STAT3) el cual reprime la
accion de los inhibidores del ciclo celular p21 y p27 (Loh et al.,, 2012). Otro
mecanismo por el cual puede mediar este proceso es la regulacion rapida de la
expresion génica. La union de S1P a S1PR2 activa de forma inmediata y transitoria
la expresién de c-jun y c-fos , asi como la via ERK / MAPK para promover la
proliferacion celular y la supervivencia en células HTC4 de hepatoma a través de la
activacion de la G i/ o y subsecuentemente la via Rho (Patmanathan et al., 2017),

En lineas celulares IEC-6 de rata cultivadas con 1 uM de S1P se vio un aumento en
la funcién proliferativa de las células a través de la union a su receptor S1PR2 que
activa la via de sefalizacion ERK 1 /2 para el aumento en la expresion de c-mycy
la ciclina D1 (Chen et al., 2017). Mientras, en células de musculo liso de la arteria
pulmonar humana la sobreexpresion de la enzima SK1 promovié la proliferacion

celular, debido a la union de S1P al receptor S1IPR2 y activacion de la via ERK
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(Chen et al., 2014). Ryu et al (2014) demostraron en células madre embrionarias de
ratbn que S1P estimulo la proliferacion celular de forma dependiente de los
receptores S1PR 1/3 en conjunto con la sefalizacion con VEGF lo que provoca la

activacion de FIk-1 mediada por las rutas 3-arrestina/c-Src.

Il. Migracion

Intracelular: Asi como la S1P sintetizada en el citoplasma por SK1 es capaz de
promover la proliferaciéon de células inmunes a través de la poliubiquitinacion
mediada por clAP2 y del factor regulador de interferén 1 (IRF-1), esta via también
se encarga de la expresiéon de la proteina C-X-C motivo quimiocina 10 (CXCL10)
capaz de inducir la migracién de células inmunes como por ejemplo de células

natural killer (Harikumar et al., 2014; Wennerberg et al., 2015).

Extracelular: Se ha descrito que la unién de S1P-S1PR1 activa la via PI3K capaz
de regular la actividad de la GTPasa Rac de la familia RHO requerida para la
migracion de las células inmunes (Rosen & Goetzl, 2005; Mei-Hong et al., 2009).
También se ha observado que la reticulacion del receptor de alta afinidad para IgE
en mastocitos puede favorecer la sintesis de S1P y al unirse a S1PR1 desencadena
un reordenamiento del citoesqueleto y la migracion (Chalfant & Spiegel, 2005). La
migracion puede ser estimulada por otras variantes del receptor de S1P. Se ha
observado en células endoteliales, que la union de S1P a S1PR1 y S1PR3
promueve vias de sefializacion que conducen a la activacién de la familia GTPasa
Rho, Racl, involucradas en la migracion (Medlin et al., 2010). En contraste a ese
descubrimiento, se ha demostrado que S1P activa las células estrelladas
pancreaticas para producir metaloproteinasa-matriz (MMP-9) a través de la unién
con S1PR2 y mediante la sefializacién de NF-kB estimula la migracion e invasion

de células cancerosas pancreaticas (Bi et al., 2014).
V. Esteroidogénesis

Intracelular: Se ha reportado que la exportacion nuclear de la enzima SK1 en

células adrenales humanas para la sintesis de S1P media la expresion del factor
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esteroidogénico 1 que regula la transcripcion del ARNm de enzimas
esteroidogénicas como de la proteina StAR o los genes CYP11A1l o CYP11B1 en
respuesta a estimulos de la hormona corticotropa (ACTH; Lucki & Sewer, 2008).
Ademas se conoce que la sintesis de S1P a través de la SK2 favorece también la
expresion del ARNm del ER a en células de cancer de mama de humano y murino
(Hait et al., 2015).

Extracelular: La S1P favorece la esteroidogénesis a través de la expresion del
ARNmM de enzimas y proteinas. Se ha descrito que S1P aumenta la expresion del
ARNmM de la proteina StAR mediante la unidn son su receptor S1PR1 (Lucki et al.,
2012). La S1P por medio de la unién con su receptor S1PR1/ Gai estimula la
expresion de StAR, la proteina translocadora de 18 kDa (TSPO), el receptor de
lipoproteina de baja densidad (LDLR) y el receptor de barrido clase B tipo | (SR-BI),
resultando en un rapido incremento de la biosintesis de cortisol en células
adrenocorticales H295R (Lucki et al., 2012).

Ademas, S1P/S1PR3 estimula la sintesis de prostaglandina E-2 (PGE 2) para
activar a la enzima CYP19 (aromatasa) en CG de raton (Lucki & Sewer, 2008; Jung-
Chien et al., 2016). Asimismo en células adrenocorticales se ha identificado la
funcion del receptor S1IPR2 en la estimulacion de la esteroidogénesis en respuesta
a acidos biliares, activando asi la via de sefializacion ERK/SF-1 (L. Liu et al., 2019).
De igual forma, en células HAC15 (adrenocorticales), la accion de un agonista del
S1PR1 estimul6 la sobrexpresion génica de lipina-1 lo que provoco una alza en los
niveles de expresion de CYP11B2 para la produccién de aldosterona (Shinjini et al.,
2020).

V. Otros

La S1P interactia directamente con el receptor activado por proliferadores
peroxisomales gamma (PPARYy), reclutando asi el coactivador PPARy (PGC1pB)
para favorecer la expresion de genes diana PPARYy en células endoteliales (Kurano
et al., 2018). Por lo tanto, la presencia de S1P estimula la expresion del inhibidor 1
activado por plasmindgeno y PGC1 implicados en el desarrollo vascular (Parham

et al., 2015). En las mitocondrias, la sintesis de S1P mediante la accién de SK2
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permite la union a la proteina de membrana mitocondrial predominantemente
interna, la prohibitina 2 (PHB2), que regula el ensamblaje y la funcion mitocondrial
(Artal-Sanz & Tavernarakis, 2009). Ademas, S1P puede inducir la movilizacion de
calcio independientemente de los GPCR (D. Meyer et al., 2003). Una funcién
adicional de S1P derivada de SK2 es la estabilizacion de la transcriptasa inversa de
la telomerasa humana (hTERT), la subunidad catalitica de la telomerasa, que
mantiene la integridad de los telomeros y presenta un papel importante en la
senescencia celular (Selvam et al., 2015). Por ultimo, la enzima de escisién de la
proteina precursora amiloide (APP) del sitio 3 (BACE1), que es la enzima limitante
de la velocidad para la produccion de péptido B-amiloide (Ab), también es un
objetivo de S1P intracelular. La S1P se une especificamente a BACE1 y aumenta

su actividad proteolitica en la enfermedad de Alzheimer (Takasugi et al., 2011).
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Figura 5. Sintesis y mecanismo de accion de esfingosina 1-fosfato (S1P).

2.4.3. S1P en el desarrollo folicular

El desarrollo folicular es un proceso complejo que depende de diferentes procesos

biolégicos como la proliferacion, sobrevivencia y la diferenciacion celular
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(Hernandez-Coronado et al., 2019). Roth & Hansen, (2004) observaron un efecto
protector de S1P sobre ovocitos al ser sometidos a choques de calor térmico,
ademas mostraron que S1P favorece la maduracion de los ovocitos evitando los
efectos proapoptoticos de la ceramida. Adicionalmente, se ha observado la
capacidad protectora de S1P en células germinales y células del cumulo en ratones
de edad avanzada sometidos a estimulos proapoptoticos con ceramida. En este
estudio, la adicién de 10 yM de S1P disminuyd la apoptosis de las células del
complejo cumulo-ovocito (Perez et al.,, 2005). Asi mismo, una investigacion en
foliculos ovéricos primordiales de ratones a los que se le indujo la apoptosis
mediante quimioterapia in vivo, se demostré que la adicion de concentraciones altas
de S1P (2 mM) presentd un efecto protector de los foliculos (Hancke et al., 2007).
Ademas, otro estudio en foliculos primordiales de raton, esta vez sometidos a
condiciones de vitrificacion y choque térmico mostré que la suplementacion con 2
MM S1P en la solucion de vitrificacion, aumentd significativamente la tasa de
foliculos morfolégicamente intactos en comparacion con los foliculos control (Jee et
al., 2010).

Resultados recientes demostraron que la S1P esta relacionada con la salud o
atresia folicular. A través de la relacion hormonal E2/P4 se clasificaron foliculos
antrales sanos y antrales atrésicos de bovino, se observé que la relacién
S1P/ceramida en CT y de CG fue mayor (P<0.05) en foliculos antrales sanos que
en antrales atrésicos, asi mismo las concentraciones de S1P en foliculos antrales
sanos fue mayor (P<0.05) respecto a los atrésicos (Hernandez-Coronado et al.,
2015).

Por otro lado, un estudio en humanos ha descrito que en xenotrasplantes de tejido
ovarico la S1P mejora la neoangiogénesis y la supervivencia de los foliculos. Se ha
demostrado que la exposicion del tejido ovarico con 200 uM de S1P presenta un
aumento (P<0.05) de la densidad vascular lo que acelera el proceso angiogénico y
se relaciona con la proliferacion de células del estroma ovarico (P<0.05), asi como
con la reduccion de la necrosis e hipoxia tisular y un menor porcentaje de foliculos

gue entraron en proceso de apoptosis (Soleimani et al., 2011). Meng et al. (2014)
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reportaron que los xenoinjertos de ovario fetal humano a ratones sometidos a
apoptosis por un farmaco anticancerigeno que induce dafio folicular
(ciclofosfamida), donde la adicion de 2 mM de S1P suprimié la apoptosis de
foliculos, manteniéndose la poblacion de foliculos primordiales en los injertos. De
manera similar, en foliculos primordiales de mujeres expuestos a muerte celular por
quimioterapias utilizando ciclofosfamida (Cy) o doxorrubicina (D) se demostré que
S1P (200 yM) en combinacién con un agente inductor (10 mg/Kg de D y 75 mg/Kg
de Cy) actuaron como agentes protectores y antiapoptéticos de los foliculos
primordiales (Li et al., 2014). Recientemente se analiz6 el efecto protector de S1P
contra la atresia folicular in vitro en muestras corticales de ovario en humanos
(Guzel et al., 2018). En este estudio se realizaron evaluaciones histomorfolégicas y
marcadores de apoptosis como la caspasa-3, ademas se cuantificaron los niveles
de E2 y la hormona antimulleriana. Los resultados de este estudio indicaron que
S1P incrementd (P<0.05) el numero de foliculos primarios y secundarios evitando

la atresia folicular (Guzel et al., 2018).

Respecto a sus receptores, evidencias indican que S1PR1y S1PR3, se expresan a
un alto nivel en CG de mujeres en foliculos de distintos estadios de desarrollo,
mientras que los receptores S1IPR2 y S1PR5 se expresan en menor nivel en estos

mismos foliculos (Nakahara et al., 2012; Jung-Chien et al., 2016).

La proliferacion, sobrevivencia y esteroidogénesis de CG desempefia un papel
importante durante el desarrollo folicular (Uribe-Velasquez et al., 2009). Estos
efectos biol6gicos dependen de la participacion de hormonas y factores de
crecimiento, sin embargo, en la actualidad se ha estudiado la intervencion de los
esfingolipidos especificamente de S1P (Rosales-Torres et al., 2012; Hernandez-
Coronado et al., 2019).

En CG de bovino en cultivo se comprob6 que la FSH (1ng/mL) a través de la
activacion de la SK1 estimula la sintesis de S1P, la inhibicién de esta enzima redujo
(P<0.05) la produccion de S1P y con ello el numero de CG metabdlicamente activas
en el cultivo (Hernandez-Coronado et al., 2016). Adicionalmente, se mostré que

dosis bajas de S1P (0.1 uM) favorecen (P<0.05) la proporcién de células en la fase
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G2 y M del ciclo celular lo que se traduce en un incremento en la proliferacion de

CG en cultivo (Hernandez-Coronado et al., 2016).

En un estudio en el que se utilizaron cultivos primarios de CG con la adicién de
ciclofosfamida como promotor de la apoptosis, se observo que S1P promueve la

sobrevivencia de CG a través de la activacion de la via PI3BK/AKT (Li et al., 2017).

Nakahara et al (2012) investigaron el efecto protector de S1P sobre la apoptosis de
CG. En cultivo de CG luteinizadas de humano se observé el efecto protector de S1P
(1 y 10 mM) en presencia de peréxido de hidrégeno como inductor de apoptosis y
concluyeron que S1P inhibe la apoptosis de CG en respuesta a estrés oxidativo a
través de los receptores S1PR1 y S1PR3 mediante la activacion de la via PISK/AKT.

Por lo anterior, considerando que S1P tiene un efecto dual promoviendo la
proliferacion, sobrevivencia y esteroidogénesis en diversos tipos celulares incluidas
células foliculares, es probable que actiie como modulador de los efectos biol6gicos
de FSH en CG.
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3. Justificacion

De acuerdo con los antecedentes que se presentaron, la hormona foliculo-
estimulante (FSH) es una hormona de gran importancia para el desarrollo de los
foliculos antrales, favorece la esteroidogénesis, la proliferacion y sobrevivencia de
las células de la granulosa (CG). Otras moléculas como esfingosina 1-fosfato (S1P),
también esta involucrada en el desarrollo del foliculo. La S1P es una molécula que
se sintetiza en CG mediante la accion de FSH y se le ha relacionado con los efectos
de proliferacion y sobrevivencia de las células foliculares. Estudios recientes en
nuestro laboratorio indican que la concentracion de S1P esta relacionada con el
desarrollo o la atresia de los foliculos y que la adicion de FSH a los cultivos de CG,
activan la enzima esfingosina cinasa 1 (SK1), responsable de la transformacion de
esfingosina a S1P y la concentracion de este esfingolipido estuvo relacionado con
la proliferacion de las CG. Poca informacién existe sobre la participacion de S1P en
la esteroidogénesis, sin embargo, se ha establecido que la concentracion de S1P
esta asociada con la sintesis de esteroides en células adrenales. Hasta el momento
no se conoce sila S1P es la molécula que media los efectos biol6gicos provocados
por FSH en CG, por lo que con este trabajo nos propusimos investigar si S1P es el
mediador de los efectos en la viabilidad y esteroidogénesis que produce FSH en las
CG de bovino.
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4. Objetivo general

Demostrar que esfingosina 1l-fosfato (S1P) es el mediador de los efectos de
viabilidad y esteroidogénesis de la hormona foliculo-estimulante (FSH) en células

de la granulosa de bovino.

5. Objetivos especificos

* Constatar si los efectos de viabilidad de FSH sobre células de la granulosa ocurren

a través de la sintesis de S1P.

* Evaluar si los efectos esteroidogénicos de FSH sobre células de la granulosa de

bovino son mediados por la sintesis de S1P.

6. Hipotesis

Los efectos bioldgicos (viabilidad celular y esteroidogénesis) de la hormona foliculo-
estimulante (FSH) sobre las células de la granulosa de bovino, dependen de la

sintesis de esfingosina 1-fosfato (S1P).
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7. Material y métodos

7.1. Disefo experimental

Obtencidn de ovarios
Diseccién y coleccién
de foliculos (4-7mm)
Cultivo de células de
la granulosa
Tratamientos
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(MBS7264097) 2693)

Figura 6. Disefio experimental

7.2. Obtencién de muestras bioldgicas (ovarios)

Se realizo la obtencion de ovarios de vacas Holstein sacrificadas en un rastro
privado ubicado en el municipio de Temamatla, Edo. De México. Los ovarios,
inmediatamente fueron colectados en solucién salina fisiolégica (SSF) al 0.9% a 37
°C. Se les realizaron 2 lavados con la misma solucion para posteriormente ser
transportados al laboratorio de Bioquimica de la Reproduccion en la Universidad
Auténoma Metropolitana Unidad Xochimilco a 37°C en un lapso no mayor a dos
horas. Al llegar al laboratorio fueron lavados 5 veces con SSF al 0.9% y uno més de
30 segundos en etanol al 75% para que finalmente se colocaran en SSF al 0.9% y
medio McCoy’s 5A modificado.

7.3. Aislamiento de CG
Se realiz6 la diseccion de los ovarios en busqueda de foliculos con un diametro de
entre 4 a 7 mm, se separaron del estroma ovarico y se eliminaron los foliculos que
estuvieran en un proceso claro de atresia. La diseccidn se realizd en cajas Petri

estériles sobre parrillas de calentamiento (37°C) en campana de flujo laminar
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previamente esterilizada. Los foliculos se colectaron en medio McCoy's 5A
modificado con bicarbonato de sodio (in vitro-ME-043) previamente gaseado y
suplementado (20 mM de HEPES (H6147-sigma), 100 IU/mL de penicilina (P4333-
sigma), 0.1 mg/mL de estreptomicina, 3 mM L-glutamina (G8540-sigma), 0.1% de
BSA (A7030-sigma), 10ng/mL de insulina (I3769-sigma), 1ng/mL de IGF-1
(Gropep), 100 pL de testosterona (50ug/mL), 2.5 ug/ml transferrina (T8158-sigma)
y 4 ng/mL de selenito (S5261-sigma), en ausencia de suero (Hernandez-Coronado
et al., 2016). Los foliculos fueron situados en grupos aleatoriamente en distintas
cajas Petri, de manera que el producto de cada caja correspondiera a cultivos
diferentes. A los foliculos se les elimind el liquido folicular, los sacos foliculares
fueron expuestos en su parte interna y se les realizé un raspado suave procurando
desprender la lamina basal para asegurar la separacion mecénica de las CG. Las
células obtenidas de cada grupo de foliculos se colocaron en medio McCoy’s 5A
modificado y suplementado en cajas Petri y se formaron pooles de CG. Cada pool
de CG se transfirid a un tubo de 50 mL mediante un filtro celular de 70 pm (Cell
strainer FALCON a Corning Brand, 352350) para eliminar restos de sacos foliculares
y posteriormente se centrifugaron a 1700 rpm por 10 minutos para obtener el pellet
de células. A las CG se les realizé un primer lavado con medio McCoy’s 5A
modificado y un segundo con DPBS 10x (Fosfato Dubelco con buffer salino; In Vitro-
SS-05) y agua estéril (1:10) hasta tener una solucién DPBS 1X. Primero se adicion6
el agua, se resuspendieron las CG con pipeta por 3s y enseguida se adicion6 DPBS
10X mezclando la solucibn homogéneamente para eliminar la interferencia de
eritrocitos y se centrifugaron como se mencion6 anteriormente. Finalmente, el pellet
celular se resuspendié en medio McCoy’s 5A modificado.

Se calcul6 el numero de CG utilizando la tincion de azul de tripan al 4% en una
relacion 1:10, es decir, se tomaron 90 uL de la suspension celular y se le agregaron
10 puL de azul de tripan. Se colocé la mezcla sobre una cdmara de Neubauer, se
conto el numero de células no tefidas sobre 5 cuadrantes en cada una de las
camaras. Finalmente, el nUmero de células totales viables se obtuvieron utilizando
la siguiente férmula: Promedio de ambas camaras x 10,000 x 5 cuadrantes x dilucion

de la mezcla (Hernandez-Coronado et al., 2015),

46



7.4. Cultivo de CG
Las células provenientes de cada grupo de foliculos fueron cultivadas en placas de
96 pozos (Figura 8) con tapa (Thermoscientific, NUNC estéril, 167008), en medio
de cultivo McCoy's 5a modificado. Previo al sembrado de las células, las placas se
pre-incubaron por 3 horas en una atmdsfera de 5% de CO2 a 37°C y 90% de
humedad. Posteriormente se sembraron 75,000 células viables y se dejaron
estableciendo durante 24 h para finalmente realizar un re-cambio de medio de
cultivo y adicionar los respectivos tratamientos a cada pozo (Figura 7) como sigue:
Control, 1 ng/mL de FSH (Sigma-aldrich, F8174), 10 yuM de SKI-178 (Cabiochem,
2939450) y 1 ng/mL de FSH + 10 yM de SKI-178 (Hernandez-Coronado et al.,
2016). Los tratamientos se distribuyeron de manera aleatoria en cada uno de los
cultivos (Figura 8). Las células se incubaron con los tratamientos durante 48 h
(Gutierrez et al., 1997; Herndndez-Coronado et al., 2016). Se almacenaron los

medios de cultivo a -70°C hasta su uso.
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Figura 7. Distribucion de tratamientos por pozo
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Figura 8. Distribucion de tratamientos y cultivos en placa de 96 pozos

7.5. Experimento 1. La FSH estimula la sintesis de S1P en CG

Se realizaron 4 cultivos con 4 repeticiones con los tratamientos: control, 1 ng/mL de
FSH, 1 ng/mL de FSH + 10 uM de SKI-178 y 10 uM de SKI-178 por 48 horas. Al
finalizar el cultivo se recolect6 el medio de cultivo de los pozos correspondientes a
cada tratamiento y se determinaron las concentraciones de S1P mediante la técnica

de ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA).

7.5.1. Determinacion de S1P por la técnica de ELISA

Las concentraciones de S1P se cuantificaron mediante la técnica de ELISA con el
estuche comercial: Bovine Sphingosine 1-Phosphate ELISA Kit (S1P) Mybiosource-
San Diego, CA, MBS7264097, siguiendo las instrucciones del fabricante. Se
construyd una curva estandar con 5 puntos de S1P con valor de R?=0.9264. Se
emplearon 50, 100, 250, 500 y 1000 pg/mL y se obtuvo la densidad Optica por
espectrofotometria a 450nm. Dicha curva nos permitié observar niveles detectables
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de S1P en medio de cultivo de CG (Figura 9). El coeficiente de variacién intraensayo

estuvo entre 0.223 y 5.48% para los puntos minimos y maximos de la curva.
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Figura 9. Curva estandar de esfingosina 1-fosfato (S1P).

7.6. Experimento 2: Los efectos de viabilidad de FSH en CG dependen de

la sintesis de S1P.

Para este experimento se emplearon las células provenientes de 3 cultivos a los
cuales se les determind la concentracion de E2, los tratamientos empleados fueron:
(Control, 1 ng/mL de FSH, 1 ng/mL de FSH + 10 uyM de ISK-178 y 10 uM de ISK-
178). La viabilidad celular se determiné por el ensayo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difenilltetrazolio o MTT.

7.6.1. Determinacion del nUmero de CG por MTT

El ensayo de MTT se basa en la reduccion metabdlica de sales de tetrazolio (color
amarillo) por la enzima mitocondrial succinato deshidrogenasa que a través NADH
y NADPH como coenzimas, convierten el tetrazolio en un compuesto color
azul/purpura, “formazan” (Rangel, etal., 2009). Al término de las 48 horas de cultivo,
se retiré alrededor del 80% del medio de cultivo y se adicionaron a las células 20 pL
de la solucion MTT (5 mg/mL de Tetrazolio-Sigma M5655) y se incubaron en una
atmosfera de 5% de CO2 a 37°C y 90% humedad durante 4 h. Pasado el tiempo se
adicion6 a cada pozo 100 puL de buffer de lisis el cual contenia 5 mL de H20
destilada, 5 mL de N-Dimetilformamida (D4551-sigma), 2 g de SDS (161-0301-
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Biorad), 500 uL de acido acético 1 N (9507-02- J. T. Baker) y 500 pL de &cido
clorhidrico 1 N. Después, las CG se incubaron por 4 h a temperatura ambiente en
total oscuridad y se midi6 la densidad oéptica del medio a 595 nm en un
espectrofotometro Smartec Plus-BIORAD. El numero de células fue obtenido
mediante una curva sembrando cantidades ascendentes (al doble) de CG por pozo
(15,750-252,000 células). Se dejo estabilizar por 1 hora en incubadora y se adiciono
solucibn MTT a cada pozo. Posterior a la incubacion con el MTT, se lisaron las
células a temperatura ambiente y finalmente se obtuvo la densidad Optica a 595nm.
A través de una ecuacion de regresion se determind la relacion entre absorbancia 'y

el nimero de células con el programa Assay Zap 3.0.

7.7. Experimento 3: Los efectos esteroidogénicos de FSH en las CG son

mediados por S1P.

Para la determinacion de los efectos esteroidogénicos de FSH mediados por S1P
se emplearon 3 cultivos de CG con 4 repeticiones para cada tratamiento (Control, 1
ng/mL de FSH, 1 ng/mL de FSH + 10 yM de SKI-178 y 10 yM de SKI-178). Al
finalizar el cultivo se obtuvo el medio de cultivo para determinar las concentraciones
de E2 por la prueba de ELISA utilizando el estuche comercial DRG estradiol (EIA-
2693) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se construy6 una curva estandar
con 5 puntos de E2 con valor de R?= 0.9887. Se emplearon 6.25, 12.5, 25, 100 y
250, 500, 1000 y 2000 pg/mL y se obtuvo la densidad Optica por espectrofotometria
a 450nm. (Figura 10). El coeficiente de variacidon intraensayo fue de 2.95 y 5.93%
para los controles de calidad y de entre 0.73 y 1.82% para los puntos minimos y

maximos de la curva.
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Figura 10. Curva estandar de estradiol.

7.8. Anédlisis estadistico

El efecto de FSH, FSH con SKI-178 (inhibidor) y SKI-178 sobre la concentracion de
S1P fueron determinadas con un analisis de varianza (ANOVA). Las medias se
ajustaron al nimero de CG mediante un modelo estadistico mixto y se utilizaron
como fuentes de variacion efectos fijos (tratamiento y células) y efectos aleatorios
(pool de ovarios y pozos). Las diferencias entre medias del control y FSH y SKI-178

se analizaron por la prueba de Tukey.

La concentracion de E2 por efecto de FSH, FSH con el SKI-178 y SKI-178 fue
analizada por ANOVA seguido de la prueba t de Student. El nimero de CG se uso6
como variable para ajustar el efecto de tratamiento sobre la concentracién de E2 y
las diferencias del control con cada tratamiento se comprobaron mediante

contrastes.

Finalmente, el efecto de FSH, FSH con el SKI-178 y SKI-178 sobre la viabilidad de
CG se determin6 por ANOVA seguido por la prueba de Tukey’s.
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8. Resultados
8.1. Experimento 1. La FSH estimula la sintesis de S1P en CG.

La adicion de 1ng/mL de FSH incrementd la concentracion de S1P en el medio de
cultivo (P <0.05), mientras que esta concentracion disminuyé con la adicion del
inhibidor SKI-178 (10uM) en presencia de 1ng/mL de FSH y con el inhibidor solo (P
<0.05) en CG (Figura 11).

il

Control FSH (Ing/mL)  FSH (1ng/mL)/SKI-  SKI-178 (10uM)
178 (10uM)

Tratamientos

g &8 & 8

S1P pg/mL/10,000 celulas

g

o

Figura 11. Efecto de FSH (1 ng/mL) sobre la sintesis de S1P CG de foliculos de 4-
7 mm de diametro después de 48 de incubacion. Se muestra el efecto de FSH sola,
en combinacion con un inhibidor de esfingosina cinasa 1 (SK-178-10uM) y soélo el

inhibidor. a, b y ¢ indican diferencias significativas entre tratamientos (P <0.05).

8.2. Experimento 2: La S1P actla como mediador de los efectos de
viabilidad de CG.

Los resultados indicaron que con 1ng/mL de FSH en el medio de cultivo, se
incrementd el numero de CG viables (P <0.05), no obstante, la viabilidad de las
células se redujo cuando se adicion6 al medio el inhibidor de SKI-178 (10uM), solo
0 en presencia de 1ng/mL de FSH (P <0.05) en los cultivos a las 48 horas de

incubacion (Figura 12).
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Figura 12. Efecto de un inhibidor de esfingosina cinasa 1 (SKI-178) sobre el nimero
de CG de foliculos de 4-7 mm de diametro después de 48 de incubacién en
presencia o ausencia de 1 ng/mL de FSH. a y b indican diferencias significativas

entre tratamientos (P <0.05).

8.3. Experimento 3: Los efectos esteroidogénicos de FSH sobre las CG

no son mediados por S1P.

Los resultados indicaron que FSH estimula la sintesis de estradiol (P <0.05) en el
medio de cultivo, sin embargo, la FSH en presencia de SKI-178 y el inhibidor s6lo
también incrementaron su sintesis comparado con el control (P <0.05). Estos
resultados sugieren que S1P no media los efectos esteroidogénicos de FSH en CG

de bovino en cultivo.
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Figura 13. Efecto de un inhibidor de SK1 (10 uM; SKI-178) sobre las
concentraciones de estradiol (E2) en CG de foliculos de 4-7 mm de diametro
después de 48 hrs de incubacién en presencia y ausencia de FSH (1 ng/mL). Las

literales a y b representan diferencias significativas entre los tratamientos (P<0.05).

9. Discusion

Los resultados de este trabajo confirman que FSH estimula la viabilidad y
esteroidogénesis en CG de foliculos de bovino. También indican que FSH a través
de la SK1, estimula la sintesis de S1P y que este esfingolipido es el mediador de
los efectos en la viabilidad, pero no en la sintesis de estradiol en los cultivos de CG
de bovino.

El desarrollo folicular depende de la proliferacién, diferenciacion, sobrevivencia y
esteroidogénesis de las células de la teca y CG (Hunzicker-Dunn et al., 2012). Las
CG muestran diferentes fenotipos dentro del foliculo antral dependiendo de su
ubicacion. Existen CG murales ubicadas cerca de la ldmina basal que recubren el
antro y CG del cumulo que rodean al ovocito (Clarke, 2018; Strauss & Williams,
2019). Ambas poblaciones tienen caracteristicas distintivas que estan
determinadas, en parte, por su proximidad al ovocito, las células de la teca y, en
consecuencia, las sustancias paracrinas liberadas por el ovocito y las tecas (Paulini
et al., 2014, Clarke, 2018; Strauss & Williams, 2019). Las CG murales en el foliculo
antral poseen una mayor actividad esteroidogénica, mientras que, las CG mas
cercanas a la cavidad antral tienen menor expresion de enzimas esteroidogénicas
(Strauss & Williams, 2019). En contraste, las de la regidbn media tienen mayor
actividad mitética que las CG antrales y murales (Strauss & Williams, 2019).

La FSH es considerada como la principal hormona que participa durante el
reclutamiento folicular, posee receptores en CG y se considera como el principal
factor trofico encargado de orquestar la diferenciacion, viabilidad, sobrevivencia,
proliferacion y esteroidogénesis de estas células (Ulloa-Aguirre et al., 1995; Uribe-

Velasquez et al., 2009). La ruta clasica de FSH indica que al unirse con su receptor
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acoplado a proteina Gs, la subunidad Ga de la proteina G activa al adenilato ciclasa
para estimular la sintesis intracelular de AMPc (Matvere et al., 2019). La formacion
de AMPc activa a la PKA o a través de rutas alternas FSH activa a la PKC y con ello
diversas sefializaciones (Casarini & Crépieux, 2019). En CG de rata, la FSH
(100ng/mL) regula la expresién del ARNm y de la proteina cinasa CCND2 a través
de la via de sefalizacion de PKA/PI3K para promover la proliferaciéon (Han et al.,
2013). Por otro lado, la FSH (2 Ul/mL) a través del factor-1a inducible por hipoxia
(HIF-1a) evita la apoptosis de CG de porcino (Li et al., 2020). Adicionalmente, FSH
(0.01 Ul/mL) a través de la via PI3K/Akt/FoxO3a reduce la expresion de la proteina
apoptoética BimEL para favorecer la sobrevivencia de CG de porcino en cultivo
(Wang et al., 2012). Nuestros resultados indican que la adicién de 1ng/mL de FSH
a los cultivos, incrementan el numero de CG viables respecto al control. El MTT es
un compuesto soluble de color amarillo que a través de enzimas mitocondriales
dependientes de ATP como NADH y succinato deshidrogenasas convierten este
compuesto en su forma insoluble y purpura “el formazan” (Cai et al., 2015). Esto
quiere decir que la produccién de formazan sera proporcional al numero de células
vivas y diversos investigadores emplean esta técnica para representar la viabilidad
y proliferacién celular (Cai et al., 2015). Durante el desarrollo folicular, el ATP
mitocondrial es la principal fuente de energia para los procesos de proliferacion y
sobrevivencia de CG estimulados por FSH (Hoque et al., 2021). EI ATP es producido
mediante enzimas como la NAD, succinato u otros metabolitos intermediarios a
través de reacciones de la cadena de transporte de electrones. La inhibicion del
ATP mitochondrial durante la fase G1 del ciclo celular reduce los niveles de cinasas
dependientes de ciclina y arresto del ciclo celular (Hoque et al., 2019). La inyeccién
de 40 Ul/kg de FSH a ratones hembra durante el ciclo ovarico mostré valores
maximos en el patrén de actividad de los complejos de transferencia de electrones
I, 'y IV (NADH-ubiquinona reductasa, succinato-ubiquinona reductasa y citocromo
oxidasa; Navarro et al., 2005). Por otro lado, Hoque et al. (2019; 2021) mostraron
que la adicién de FSH (100 ng/ml) a cultivos de CG de ratones hembra incrementan
la expresion del ARNm de los genes de actividad mitocondrial Nd1-6, Cytb, Atpase

6,8 de los complejos I-V. Estas evidencias y los resultados obtenidos en este trabajo
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esclarecen que la accion de FSH a través de su receptor es crucial en la actividad
mitocondrial, el potencial de membrana, el contenido de ATP, expresion y sintesis
de proteinas para favorecer la viabilidad de CG.

Otra importante funcién de FSH es promover la esteroidogénesis en CG. Diferentes
dosis de FSH purificada (50, 200 y 500 ng/mL) favorecen la expresion del gen
CYP19A1 en CG de raton (Francois et al., 2017). Asimismo, el uso de 100 y 1000
UI/L de FSH durante 24 h en CG de mujer aumentaron significativamente los niveles
de estradiol y la expresion del ARNm del fragmento del promotor Il de CYP19A1 in
vitro (Ponikwicka-Tyszko et al., 2016). Ademas, la inhibicion de FSH, mediante un
antagonista de GnRH (Ganirelix) mostro una reduccion significativa en la expresion
del ARNm de CYP19AL1 y en la concentracion de estradiol en foliculos preantrales
y antrales tempranos de ovarios posnatales (Francois et al., 2017). Los resultados
de este trabajo confirman que FSH (1ng/mL) incrementa las concentraciones de
estradiol en CG de bovino en cultivo, lo cual ratifica la importancia de esta

gonadotropina en la esteroidogénesis de estas células.

La FSH ademés de promover la sintesis y activacién de enzimas esteroidogénicas,
actividad mitocondrial, del ciclo celular, de sobrevivencia, entre otras funciones, ha
demostrado su participacion en la sintesis de esfingolipidos como la S1P
(Hernandez-Coronado et al., 2019). La sintesis de S1P depende de la accién de
SK1 y ocurre en el reticulo endoplasmatico, las mitocondrias, la membrana
plasmatica. La S1P se forma mediante el catabolismo de ceramida ya sea a partir
de la sintesis de novo o por la via de reciclaje (Spiegel & Milstien, 2011). La SK1
presenta sitios de fosforilacién donde pueden actuar PKA, PKC y caseina cinasa |l
para su activacion (Yong-Seok et al., 2015). Las principales moléculas encargadas
de activar a la SK1 son los factores de crecimiento, citocinas, hormonas, entre otras,
(Takabe & Spiegel, 2014; Hernandez-Coronado et al., 2019). La S1P es una
molécula bioactiva que regula la proliferacion, sobrevivencia y esteroidogénesis de
manera intracelular y extracelular en diversos tejidos como células endoteliales,
pulmonares, ovaricas entre otras (Obinata & Hla, 2019). Estudios recientes en

nuestro laboratorio mostraron que las CG de foliculos sanos de bovino contienen
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tres veces mas S1P que los foliculos atrésicos (Hernandez-Coronado et al., 2015).
Adicionalmente, Hernandez-Coronado et al (2016) demostraron que la adicion de
1ng/mL de FSH al medio de CG en cultivo incrementaron la concentracion de S1P
respecto a los niveles detectados en el grupo control. Ademas, en este estudio, se
muestra que la adicion de SKI-178 (inhibidor especifico de SK1) disminuy6
dramaticamente la producciéon de S1P (valores absolutos) de manera dosis
dependiente en células cultivadas con 1ng/mL de FSH (Hernandez-Coronado et al;
2016). La sefializacion de FSH es mediada por la activacion de PKA y PKC con la
subsecuente activacion de las MAPK y de la via PI3SK/AKT en CG para modular los
procesos de sobrevivencia y proliferacion celular (Bernard et al., 2010). Hernandez-
Coronado et al (2016) demostraron que FSH esta involucrada en la sintesis de S1P
gracias a la activacion de SK1, lo cual pudimos confirmar en esta ocasion con los
resultados de este estudio, en donde con la adicién de 1ng/mL de FSH produjeron
la sintesis de S1P (pg/mL ajustado a 10,000 células), mientras que la adicién al
medio de 1ng/mL de FSH en combinacién con SK-178 (10 uM) y unicamente SKI-
178 (10 yM) redujeron las concentraciones de S1P (pg/10,000 células) a niveles
similares a los del control. La inhibicion de la sintesis de S1P con la adicion de SKI-
178, indica claramente que SK1 es fundamental en la sefializacion de FSH para la
produccion de este esfingolipido y para llevar a cabo los efectos de FSH en la
viabilidad de las células de la granulosa. Sin embargo, aun no se tiene clara la
sefalizacion (PKA o PKC) que puede seguir esta hormona para provocar este
efecto.

Como se ha dicho, la S1P es una molécula pleiotrépica, mediadora que actia a
través de su receptor acoplado a proteina G o bien uniéndose intracelularmente a
distintas moléculas para desencadenar diversas vias de sefalizacion (Mendelson
et al., 2014). El efecto dual caracteristico de S1P implica que una vez sintetizado
ante diversos estimulos, puede actuar como cofactor para activar proteinas
intracelulares involucradas en vias de sefializacion para proliferacion, sobrevivencia
y migracion de las células (Dai et al., 2014). Asimismo, a través de transportadores
especificos (ABC, Spns2), S1P puede migrar desde el interior celular al medio

extracelular y unirse a uno de sus 5 subtipos de receptores (conocidos como
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receptores EDG-gen de diferenciacion endotelial: S1PR1 (EDG-1), S1IPR2 (EDG-
5), S1IPR3 (EDG-3), S1PR4 (EDG-6) y S1PR5 (EDG-8) provocando los mismos
efectos (Chun et al., 2010; Mendelson et al., 2014). La adicion de 1 uM de S1P a
células de epitelio intestinal de rata en cultivo indujo una rapida activacion de la via
de sefializacion ERK 1/ 2 y la expresion de c-myc, ciclina D1, E-Cad (Chen et al.,
2017). La accion SK1/S1P (100 nM) regula a la sirtuina 1 (SIRT1), una proteasa
desacetilasa dependiente de NAD+ que ejerce multiples funciones celulares, para
favorecer la proliferacién y migracion de células endoteliales (Gao et al., 2016). Por
su parte, Guan et al (2011) encontraron que la regulacién de la via Akt / FOXO3a /
Bim puede ser un mecanismo novedoso por el cual SK1 protege a las células de
glioblastoma humano de la apoptosis. En CG de bovino en cultivo, se demostré que
dosis bajas de S1P (0.1 uM) favorecen la proporciéon de células en la fase G2 y M
del ciclo celular lo que se traduce en un incremento en la proliferacion de estas
células (Hernandez-Coronado et al., 2016). En este estudio, se constatd por la
prueba de MTT que la adicion al medio de cultivo de 10uM del inhibidor de SK1,
SKI-178 en presencia de 1ng/mL de FSH redujo el nimero de CG (P <0.05) a las
48 horas de incubacion. Esto claramente indica el papel de S1P en la funcion,
biogénesis mitocondrial y su relacion con la viabilidad celular como otros autores lo
han indicado en diversos tipos celulares (Czubowicz & Strosznajder, 2014;
Czubowicz et al.,, 2019). La S1P incrementa la viabilidad de células de
neuroblastoma SH-SY5Y por un mecanismo dependiente de S1PR1 y S1PR3
(Czubowicz & Strosznajder et al., 2014). De manera similar, en fibroblastos de ratén
cultivados con un agonista selectivo de S1PR1 (Sew2871) se incrementaron los
niveles de proteinas mitocondriales como el factor de transcripcion A, citocromo
oxidasa |, sucinato deshidrogenasa y porina VDAC1 y con ello su viabilidad
(Yambire et al., 2019). Adicionalmente, Agudo-Lépez et al (2010) reportaron que,
en células de neuroblastoma sometidas a deprivacién de oxigeno y glucosa, la
adicion de 1 uM de S1P incremento la viabilidad en una manera dosis dependiente.
Ademas, estos autores demostraron que S1P provoca la translocacion de la PKCe
a la mitocondria para probablemente estimular sus funciones. Asimismo, se ha

evaluado el efecto de S1P como segundo mensajero en la viabilidad celular. En
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células intestinales de ratones jovenes sometidas a estrés, demostraron que la SK1
se transloca del citoplasma a la mitocondria con el subsecuente incremento en la
sintesis de S1P para activar la respuesta de las proteinas mitocondriales
desplegadas con lo cual sugieren que favorece la accion mitocondrial y el buen
funcionamiento de los tejidos (Kim & Sieburth, 2018). Adicionalmente, Tigyi (2018),
demostré que S1P actia como cofactor para la E3 ubiquitina ligasa TRAF2. La S1P
interactia con TRAF2 para regular el reclutamiento y estimulacion de la cinasa
IkappaB para activar la transcripcion del factor NF-kappaB y favorecer la
sobrevivencia. También, S1P favorece la viabilidad celular al unirse con alta afinidad
a la prohibitina 2, una proteina altamente conservada que regula el ensamblaje y
funcién mitocondrial (Tigyi, 2018). Nuestros resultados y las evidencias que se citan,
indican que S1P actia como mediador de los efectos de viabilidad provocados por
FSH probablemente orquestando la activacion y ensamblaje de los complejos
proteicos mitocondriales para promover la viabilidad en las CG. Continuamos
investigando si ademas de la viabilidad, S1P es mediador de la proliferacion y
sobrevivencia en las CG consecuencia de la estimulacion de FSH y cual es la
sefalizacion que sigue S1P para promover estos efectos bioldgicos.

Por otro lado, se ha evaluado la participacion de S1P en la esteroidogénesis,
principalmente en células adrenales (Prasad et al., 2017). En células
adrenocorticales H295R, S1P (1 uM) favorece la expresion de la proteina
reguladora aguda esteroidogénica (StAR), la proteina translocadora de 18 kDa
(TSPO), el receptor de lipoproteinas de baja densidad (LDLR) y el receptor
eliminador de clase B tipo | (Lucki et al., 2012). Asimismo, Liu et al (2019)
demostraron que S1P/S1PR2 estimulan la sintesis de cortisol en células H295R
adrenocorticales a través de la via ERK/SF-1. En contraste, nuestros resultados
indican que la adicion al medio de cultivo de SKI-178 (10uM) en presencia de
1ng/mL de FSH y del inhibidor solo, incrementaron la concentracion de estradiol en
el medio comparado con el control. La informacion que existe respecto al efecto de
S1P en la esteroidogénesis de las CG es muy limitada. Un estudio en cultivo de CG
luteinizadas de humano indic6 que S1P (0.1 y 0.2 umol/L) no ejerce efecto

estimulatorio en la sintesis de P4 después de las 24 h de exposicion (Becker et al.,
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2011). Por su parte, Paradiso et al., (2021) en CG luteinizadas de humano, demostré
por primera vez que S1P a través de su receptor 1 y 3 induce la activaciéon de la
proteina CREB (elementos de respuesta a AMPc) encargada de regular la
esteroidogénesis. Sin embargo, la adicién de S1P (0.1uM) al medio durante 24 h de
cultivo, no incrementé la sintesis de P4 en CG luteinizadas (Paradiso et al., 2019),
evidencias que apoyan que S1P no presenta algun efecto sobre la esteroidogénesis.
Por otro lado, se han observado algunas inconsistencias sobre los efectos de S1P
con el uso de un inhibidor de SK1 (Kapitonov et al., 2009; Abuhusain et al., 2013;
Neubauer et al., 2019). Por ejemplo, Abuhusain et al., (2013) evidenciaron que el
uso de un inhibidor selectivo de SK1 (300 y 1000 nM), aparentemente incrementa
la viabilidad de células de glioblastoma humano, ademas de incrementar en la
expresion de S1P-fosfatasas. Estos autores concluyen que estas células fueron
mantenidas en medio libre de suero y suplementado con FGFb y EGF, lo que les
hace suponer que bajo estas condiciones las células preserven su genotipo
(Abuhusain et al., 2013). Probablemente en nuestro caso ocurrié algo similar a lo
descrito en las evidencias anteriores y por ello con la adicion del inhibidor SKI-178
o con FSH mas este inhibidor se tuvieron concentraciones similares de estradiol que
cuando se adicion6 solo FSH a los cultivos de CG.

Aunque también es probable que S1P no medie los efectos esteroidogénicos de
FSH en CG de bovino en cultivo. Sin embargo, debido a que nuestros resultados
reportan la concentracion total de estradiol y probablemente no es suficiente para la
comprension completa de la participacion de S1P en la esteroidogénesis en CG,
nos encontramos investigando la expresion del ARNm de las enzimas
esteroidogénicas, STAR y P450 aromatasa para poder esclarecer el papel de S1P

como mediador de la esteroidogénesis de FSH en CG.

10. Conclusiones

¢ Corrobora que FSH participa como un inductor de la sintesis de S1P en
células de la granulosa de bovino en cultivo y que esto ocurre a traves de la

activacion de SK1.
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¢ Se constata que S1P es un mediador de los efectos de viabilidad inducidos
por FSH en células de la granulosa,
¢ Los resultados parciales indican que S1P, no parece mediar los efectos

esteroidogénicos que ejerce FSH sobre las células de la granulosa
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