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RESUMEN

Durante la dinamica folicular, las hormonas estimulante del foliculo (FSH) y luteinizante (LH) ac-
tuan sobre las células somaéticas (células de la teca y de la granulosa), activando una cascada de
senalizacion a través del AMPc, responsable de la maduracion citoplasmica, la competencia meidtica
Y la ovulacion de un oocito apto para sustentar el desarrollo embrionario temprano. Este oocito se
encuentra detenido en profase de la meiosis I, desde la vida embrionaria hasta que el pico
preovulatorio de LH induce la continuaciéon de la meiosis hasta metafase Il, proceso conocido
como maduracién nuclear del oocito. Esta maduracion puede ser modulada por sustancias que
inhiben las fosfodiesterasas (PDE) aumentando los niveles de AMPc en el oocito o en células de la
granulosa. Debido a la expresion especifica de las PDE en la unidad folicular, es posible inhibir la
PDE del oocito prolongando un bloqueo meiético, o inducir la continuacion de la meiosis inhibiendo
la PDE de las células de la granulosa. Esto facilita el desarrollo de medicamentos especificos que
modulen la sefializacién en los diferentes procesos reproductivos.

PALABRAS CLAVE:

Oocito, Meiosis, AMPc, PDE, Fosfodiesterasa.

ABSTRACT

During follicular dynamic, the Follicular Stimulating Hormone (FSH) and Luteinizing Hormone
(LH) works over somatic cells (theca cells and granulose cells), activing a signaling way through
cAME responsible of citoplasmatic maturation, meiotic competence and ovulation of an oocyte
able for sustain the embryo early development. This oocyte is arrested in prophase of meiosis I,
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since embryo life, until metaphase I, process
known like oocyte nuclear maturation. This
maturation can be modulated by substances
that inhibit the phosphodiesterases (PDE)
increasing cAMP levels into oocyte or into
granulose cells. Because of specific expression
of PDE into follicular unit, is possible inhibit
the PDE from oocyte prolonging a meiotic
blockage or to induce the resumption of
meiosis inhibiting the PDE of granulose cells.
This make easy the specific drugs development
that modulated the signaling in the different
reproductive process.

KEY WORD:
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Phosphodiesterase.

1. DINAMICA FOLICULAR

En el ciclo estral bovino, se dan procesos y cam-
bios ciclicos en el ovario y el tracto reproductivo
de la vaca que conducen a la formacién de un
foliculo listo para ovular®. El proceso para la
formacion de éste foliculo comienza muy tem-
prano en el desarrollo embrionario, cuando des-
pués de la décima semana, la célula germinal
primordial se transforma en oogonia, la cual pro-
lifera por mitosis e invade la gdénada
indiferenciada. Al terminar la mitosis, la oogonia
entra en el ciclo meiético hasta el estado de
diplotene de la profase I, donde adquiere el
estadio de oocito primario, rodeado por una sola
capa de células de la pregranulosa de forma
aplanada, estableciendo asi el denominado fo-
liculo primordial (ver figura 1). Este foliculo ini-
cia un proceso de crecimiento hasta alcanzar el
estadio de foliculo primario, caracterizado por
una sola capa de células de la granulosa pero
de forma cuboidal. El foliculo primario pasa por
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un periodo de transicién hacia el estadio de fo-
liculo secundario, el cual estda conformado por
un oocito primario rodeado por dos a siete ca-
pas de células de la granulosa y por las células
de la teca, ambos tipos de células tienen la ca-
pacidad de sintetizar esteroides. El crecimiento
desde foliculo primordial hasta secundario es
mediado por factores de crecimiento intrinse-
cos de la unidad folicular, pero independiente
de gonadotropinas. Durante el estadio de foli-
culo secundario se adquiere la capacidad de
responder a las gonadotropinas: hormona esti-
mulante del foliculo (FSH) y hormona
luteinizante (LH), las cuales estimulan el mayor
potencial esteroidogénico y mitético de las cé-
lulas somaticas de la unidad folicular, incluyen-
do la formacién del antro folicular y su diferen-
ciacién al siguiente estadio, foliculo antral, has-
ta llegar a foliculo preovulatorio®?, que ha al-
canzado su maximo nivel de maduracién con-
teniendo un oocito capacitado en citoplasma,
pero no nuclearmente.

Durante el periodo preovulatorio, el pico de LH
induce cambios marcados en el foliculo y en el
complejo cimulo oocito (CCO). Entre ellos, esta
el desacoplamiento de las uniones gap en las
células del cimulo, como consecuencia de la
disminucién en la expresion de la conexina 43,
una proteina transmembrana que participa en
la formacién de este tipo de unién y la secre-
cién de acido hialurénico, un
glucosaminoglucano no sulfatado que se
hidrata, aumentando el espacio entre las célu-
las del cimulo!*?®. Estos eventos estén inti-
mamente relacionados con la mucificacion o
expansion del camulo, requisito para el despren-
dimiento del CCO expandido de la pared
folicular, la continuacién de la meiosis hasta
metafase Il y el proceso ovulatorio®*3", adqui-
riendo la maduracion nuclear y capacitandolo
para interactuar con los espermatozoides y for-
mar el nuevo embrién('!12),
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d. Foliculo Antral

c. Foliculo Preantral

e. Foliculo Preovulatorio

Figura 1. Dindmica folicular. Resumen de las principales etapas del crecimiento folicular. a. Foliculo Primordial (oocito
rodeado por una sola capa de células de la pregranulosa de forma aplanada), b. Foliculo Primario (caracterizado por un
oocito rodeado por una sola capa de células de la granulosa de forma cuboidal), c. Foliculo Preantral (conformado por un
oocito rodeado por dos a siete capas de células de la granulosa y por las células de la teca), d. Foliculo Antral (caracte-
rizado por la presencia de una cavidad folicular: Antro), e. Foliculo Preovulatorio (méximo crecimiento folicular, el cual
contiene un oocito detenido en profase | que continuara su meiosis después del pico de hormonas gonadotrépicas FSH y

LH) (Tomado de Montgomery, et al., 2001)@%.

2. MADURACION DEL OOCITO

La maduracién del oocito es un fenémeno com-
plejo que abarca dos procesos bioquimicamente
caracterizados. El primero, la maduraciéon
citoplasmica, consiste en las modificaciones
ultraestructurales de las organelas y la acumu-
lacion de macromoléculas necesarias para apo-
yar la maduracién nuclear, la fertilizacion y el
desarrollo temprano embrionario. El segundo,
es la maduracién nuclear, en la cual el oocito
que se encuentra detenido en profase | progre-
sa hasta el estadio de metafase II, estado evi-
denciado por la expulsién del primer cuerpo
polar?.
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2.1 Maduracion Citoplasmica.

Comprende los cambios ultraestructurales que
ocurren en el oocito durante el crecimiento
folicular desde el estadio de vesicula germinal
hasta metafase 11829 Estos cambios
ultraestructurales incluyen la migracién de la ve-
sicula germinal cerca a la zona pelUcida, la sinte-
sis y acumulacion de los diferentes tipos de RNA,
ribosomas y polipéptidos“?, localizacién de las
mitocondrias en la periferia del oocito, aumento
en el nimero de aparatos de golgi y en los nive-
les de glutation, translocacién de los granulos
corticales desde el centro del oocito hacia la pe-
riferia y su unién a la membrana plasmatica‘'?.
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2.2. Maduracion Nuclear.

Durante el crecimiento folicular el oocito ad-
quiere la competencia meidtica, la cual se refie-
re a la capacidad del oocito para completar el
ciclo meiético o maduracién nuclear. Esta es
adquirida progresivamente durante el crecimien-
to folicular y esta estrechamente relacionada con
el tamano del oocito (110 mm) y éste a su vez
con el tamano del foliculo (2 a 3 mm)213),

El oocito se encuentra detenido en profase de
la meiosis I, desde la vida embrionaria hasta que
se da el pico preovulatorio de FSH y LH; en res-

puesta a éste, la meiosis continta hasta
metafase II, estadio en el que ocurre el segundo
freno meiético. Como consecuencia el foliculo
expulsa un oocito completamente maduro (ovu-
lacién) y apto para ser fecundado“?. Este pro-
ceso de continuacion de la meiosis involucra la
desintegracion de la envoltura nuclear (GVBD,
Uerminal Vesicle Brake Down), condensacion
de cromosomas, formacién del huso en
metafase [, separacién de cromosomas
homoélogos con expulsiéon del primer cuerpo
polar y freno en metafase Il 2229, El oocito de
bovino requiere un periodo de 24 horas para
completar Unicamente la maduracién nuclear
in vitro®'39 (ver figura 2).

B

C

D

Figura 2. Estados de maduracion nuclear y fertilizacién del oocito bovino. Oocito Inmaduro en vesicula germinal (A).
Oocito maduro: Metafase Il (B, C). Oocito fecundado (D). La tincién fue realizada con DAPI. Laboratorio de Biotecnologia
Animal de la Universidad Nacional de Colombia-Sede Medellin.
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3. REGULACION DE LA MEIOSIS
DEL OOCITO.

En los procesos de maduracién in vitro (MIV),
los complejos cimulo oocito (CCO) aspirados
de foliculos con un didmetro entre 3 y 8 mm®©?,
completan su maduracién en 24 horas, median-
te el uso de gonadotropinas, reflejada en la ex-
pansion o mucificacién del cimulo, la continua-
cion de la meiosis y expulsién del primer cuer-
po polar(1%39,

Las hormonas gonadotrépicas FSH y LH se
unen especificamente a receptores
transmembranales acoplados a proteinas G, la
cual esta conformada por tres subunidades, alfa
—beta — gama, y en su forma inactiva se encuen-
tra asociada a Guanosina Difosfato (GDP). Al

unirse la hormona a su respectivo receptor, se
genera un cambio conformacional que permite
la interaccién con varias proteinas G, inducien-
do la liberacién del GDP y la unién por
Guanosina Trifosfato (GTP). Esta ultima
interaccién estimula el desacoplamiento del
complejo subunidad alfa — GTP que activara la
adenil ciclasa, enzima que cataliza la producciéon
de 37, 57" -adenosina monofosfato ciclico (AMPc)
a partir del adenosina trifosfato (ATP) (ver figura
3). Los altos niveles de AMPc en las células de
la granulosa inducen la mucificacién caracteri-
zada por el desacoplamiento de las uniones
gap') y la secrecién de acido hialurénico @314,
disminuyendo los niveles de AMPc intraoocito,
el cual es el principal factor involucrado en el
freno meiédtico, permitiéndo la continuacién de
la meiosis y por tanto la maduracién nuclear®®.
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Figura 3. Via del AMPc. Las hormonas FSH y LH se unen a receptores especificos localizados en las células de la
granulosa del CCO, que estan acoplados a proteinas (, las cuales a su vez activa la adenilato ciclasa, enzima que induce
la produccién de 3°, 5 -adenosina monofosfato ciclico (AMPc) a partir de la adenosina trifosfato (ATP), activando la
proteina kinasa dependiente de AMPc (PKA) (Modificado de Voet and Voet, 1990)¢9.
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En el bloqueo meiético, el oocito es detenido
en profase | (estadio de vesicula germinal, VQ)
debido al efecto inhibitorio de la PKA mediado
por el AMPc. Esta inhibiciénn es realizada en
dos niveles: Evitando la activacién del pre-Fac-
tor Promotor de la Maduracién (pre-FPM) por
la fosforilacion de p34cdc? y reprimiendo la sin-
tesis de novo de ciclina B1 (Figura 4a). Des-
pués de la liberaciéon del oocito del foliculo
ovarico, las concetraciones de AMPc
intraoocito disminuyen y el pre-FPM se activa.
El FPM activo, produce la continuacién de la
meiosis, caracterizada por la disolucién de la

vesicula germinal, condensacién cromosémica
y formacién de huso. La poliadenilacion del
RNAm de Mos es posterior a la activacion del
FPM, conduciendo a la expresion de Mos y la
activacion de proteina kinasa activada por
mitégenos (MAPK). La inactivacién de FPM en
metafase | (MI) es necesaria para la expulsion
del primer cuerpo polar, mientras que su
reactivacion al inicio de la segunda division
meidtica evita la entrada a interfase. El blo-
queo del oocito en metafase Il es mantenido
hasta la fertilizacién por la acciéon de las MAPK
y el FPM (Figura 4b)©0,
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Figura 4. Regulacién de la meiosis en oocitos de mamiferos. a. El bloqueo del oocito en profase I de la meiosis es
mediada por la accién de la proteina quinasa dependiente de AMPc (PKA), la cual inactiva por fosforilacién al factor
promotor de la maduracién (FPM), y disminuye la expresién de la ciclina B que es fundamental para la activacion del
FPM. b. Los bajos niveles de AMPc en el oocito permiten la activacién del FPM por la proteina fosfatasa cdc25,
desencadenando una serie de eventos que caracterizan la continuacion de la meiosis (Tomado de Josefsberg and Dekel,

2002)@.

4. REGULACION DEL AMPC

Durante la continuaciéon de la meiosis estimu-
lada por el pico preovulatorio de FSH y LH, los
niveles de AMPc intraoocito descienden debido
a la disminucién de la expresion de conexinas
formadoras de las uniones gap", las cuales son
necesarias para la difusion del AMPc desde las
células de la granulosa al oocito, y por la hidrélisis
del AMPc a su forma inactiva 5°-AMP“?). Esta
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hidrélisis es catalizada por fosfodiesterasas
(PDE). En los mamiferos, estas enzimas son
codificadas por mas de 20 genes, agrupados en
11 familias funcional y estructuralmente relacio-
nadas®®®3%. La expresion de las PDE es especifi-
ca de tejido®®, y esta compartamentalizada en
la unidad folicular de la siguiente manera: el
oocito bovino expresa la PDE tipo 3, mientras

que en las células de la granulosa se expresa la
PDE tipo 4©39 (ver figura 5).
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Receptores

Qocito mamifero

Células de la granulosa

Figura 5. Compartamentalizacién de Fosfodiesterasas en
la unidad folicular. Expresion especifica de PDE tipo 4 en
las células de la granulosa y PDE tipo 3 en el oocito (To-
mado de Conti et al., 2002)@.

4.1. Moduladores de la concentracién
intracelular del AMPc.

El aumento de la concentracién intracelular de
AMPc puede ser inducida por sustancias que re-
gulan diversos mecanismos, entre ellos tenemos:

* Ligandos que se unen a receptores de mem-
brana que activen la via de la adenil ciclasa
(b-adrenérgicos, Gonadotropinas) estimulan-
do la sintesis de AMPc®23%,

* El bloqueo de la hidrélisis de AMPc por la in-
hibicién de la enzima fosfodiesterasa-AMPc
(Teofilina, IBMX, Cilostamida, Milrinona)®©22,

¢ La activacion directa de la adenilato ciclasa
(Forskolina)©®9.

* La modificacién de la subunidad a de la pro-
teina G, estabilizando el complejo proteina
Ga-GTP generando una activacion persisten-
te en la producciéon de AMPc (Toxina A del
Vibrio cholerae) ©®.
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4.2. Inhibidores de fosfodiesterasas del AMPc

Las fosfodiesterasas (PDE) son las enzimas res-
ponsables de la hidrélisis del AMPc, y su blo-
queo induce la acumulacién de este segundo
mensajero. Se ha utilizado diversos tipos de
inhibidores de fosfodiesterasas especificos e
inespecificos. Entre los inhibidores
inespecificos estan la pentoxifilina y los deriva-
dos de la xantina, como la teofilina (inhibidor
reversible) y el isobutil metil xantina, IBMX
(inhibidor irreversible)®. EIl diseno de
inhibidores especificos de fosfodiesterasa
como el rolipram, la cilostamida, la milrinona
y el ORG 9935, permite el bloqueo de
fosfodiesterasa especifica de tejido, disminu-
yendo los efectos colaterales generados por
inhibidores inespecificos®.

En la unidad folicular, los inhibidores especifi-
cos de PDE tipo 3 (localizada en el oocito), como
la cilostamida y la milrinona tienen un efecto
bloqueador reversible de la maduracién del
oocito de mamiferos, sin afectar la viabilidad del
oocito, ni el proceso ovulatorio®224), Mientras
que los inhibidores de PDE tipo 4, como el
rolipram (ciclopentiloxi-metoxifenil-pirrolidona),
no tienen efecto sobre el bloqueo de la madura-
cién de oocitos desnudos, en complejos cimu-
lo oocitos cultivados en presencia de Rolipram
maduran en un 80% aproximadamente tanto
para murinos®® como para bovinos*3), provo-
cando el aumento del AMPc en las células de la
granulosa y consecuentemente induciendo la
maduracion nuclear.

5. PERSPECTIVAS

La alta heterogeneidad en las familias de PDE,
su expresion especifica de tejido y su regulacion,
hace de éstas enzimas blancos muy atractivos
para el diseno de medicamentos y su evalua-
cién en diferentes areas de investigacion.
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