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Resumen

La esfingosina 1-fosfato (S1P) protege a las células de la granulosa y ovocitos frente a
estrés oxidativo, ademas, foliculos sanos poseen una concentracion mas alta respecto a
los atrésicos. El objetivo de este trabajo fue determinar la importancia de S1P en la
proliferacion y sobrevivencia de células de la granulosa de bovino y si estos efectos son
estimuladas por FSH y VEGF. Células de la granulosa (75,000) de foliculos sanos de
bovino fueron cultivadas con medio MacCoys 5a modificado (37°C, 5% de CO2 y 95 % de
humedad). Se incubaron con FSH (0, 0.1, 1 y 10 ng/ml) y VEGF (0, 0.01, 0.1, 1, 10 y 100
ng/ml) para cuantificar por HPLC la concentracion de S1P. El estimulo con 1 ng/ml de FSH
y 0.01 ng/ml de VEGF mostraron una mayor concentracion de S1P. Mediante Western Blot
se demostro la expresion de la enzima SK1 responsable de la sintesis de S1P. Tanto FSH
como VEGF incrementaron la expresiéon de SK1 (P<0.05), mientras que la adicién de un
inhibidor (SK-178) redujo la sintesis de S1P. Con 0.1 uM de S1P se incrementd el nimero
de células de la granulosa (P<0.05) y la proporcién de células en la fase G2/M del ciclo
celular (P < 0.05), mientras que 10 pM la redujo por un incremento (P<0.05) en las células
hipodiploides. Finalmente, se encontré que S1P favorece la proliferacion de las células de
la granulosa a través de la transactivacion del receptor 2 de VEGF (VEGFR2). En
conclusion, este trabajo demuestra por primera vez la sintesis de S1P en células de la
granulosa a través de FSH, VEGF y que S1P aumenta la proporcion de células de la
granulosa en la etapa G2/M del ciclo celular favoreciendo su proliferaciéon y que sus efectos

son mediados por la transactivacion de VEGFR2.

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



Abstract

Sphingosine 1-phosphate (S1P) protects the cells of granulosa and oocytes against
oxidative stress, in addition, the healthy follicles have a higher concentration respect to
atrésicos. The purpose of this work was to determine the importance of S1P in the
proliferation and survival of bovine granulation cells and of these effects are stimulated by
FSH and VEGF. Granulosa cells (75,000) from healthy bovine follicles were cultured in 96-
well plates with modified MacCoys 5a medium (37 ° C, 5% CO2 and 95% atmosphere). It
was incubated with FSH (0, 0.1, 1 and 10 ng / ml) and VEGF (0, 0.01, 0.1, 1, 10 and 100 ng
/ ml) to quantify the concentration of S1P by HPLC. Stimulation with 1 ng/ml FSH and 0.01
ng / ml VEGF showed a higher concentration of S1P. The Western blotting demonstrated
the expression of the enzyme SK1, responsible for the synthesis of S1P. Both FSH and
VEGEF increased SK1 expression (P <0.05), while addition of an inhibitor (SK-178) reduced
the S1P synthesis. With 0.1 pM of S1P, the number of granulosa cells (P <0.05) and the
proportion of cells in the G2/M phase of the cell cycle (P <0.05) were increased, whereas
10 uM (P<0.05) in the Hypodiploid cells. Finally, S1P was found to promote the proliferation
of granulosa cells through the transactivation of VEGF receptor 2 (VEGFR2). In conclusion,
this work demonstrated for the first time the synthesis of S1P in granulosa cells via FSH,
VEGF synthetized S1P and that S1P increases the proportion of granulation cells in the
G2/M phase of the cell cycle favoring its proliferation and that its effects are mediated by the

VEGFR2 transactivation.

Keywords: Granulosa cell culture, Bovine, FSH, VEGF, S1P.
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1. Introduccion

El desarrollo folicular depende principalmente de la diferenciacién, proliferacion y
sobrevivencia de las células foliculares (Rosales-torres et al., 2012). Existen
hormonas y factores de crecimiento que promueven estos procesos dentro de los
cuales destacan la hormona foliculo estimulante (FSH) y el factor de crecimiento del
endotelio vascular (VEGF; Aerts y Bols, 2010; Rosales-Torres et al., 2012). La FSH
estimula el crecimiento folicular y la esteroidogénesis en células de la granulosa en
etapas tempranas del desarrollo de foliculos antrales y hasta la seleccion. La union
de FSH con su respectivo receptor acoplado a proteina Gs, incrementa la
produccion de AMP ciclico (AMPc) y con ello la activaciéon de proteina cinasa A
(PKA), la cual fosforila a proteinas cinasas activadas por mitégenos (MAPK) y a la
fosfatidilinositol 3 cinasa (IP3K; Wulff et al., 2002; Vazquez y Olivera, 2010). Se ha
visto que el bloqueo de la accion de FSH mediante la inyeccidn de un anticuerpo en
el dia 1 del ciclo estral ocasion6 detencidn del crecimiento de foliculos reclutados y
reduce las concentraciones de estrégenos en sangre (Ravindranath et al., 1989).
Por su parte el VEGF estimula el crecimiento de foliculos antrales y la proliferacion
de células de la granulosa (Doyle et al., 2010), ademas de reducir la expresion de
caspasa 3y el % de células apoptéticas. Tanto FSH como VEGF llevan a cabo estos
efectos troficos (proliferacion y sobrevivencia de células de la granulosa, células de
la teca) a través de la activacion de la via de sefalizacion MAPK/ERK) e IP3K (Fuller
et al., 2002). Sin embargo, existen otras moléculas que favorecen la proliferaciéon y

sobrevivencia celular en el desarrollo de foliculos antrales.



La esfingosina-1-fosfato (S1P), es un esfingolipido bioactivo y pleiotrépico que actua
como un ligando extracelular uniéndose a su receptor acoplado a proteina G y
ademas promueve intracelularmente la transduccion de vias de senalizacion
relacionadas con la sobrevivencia y proliferacion celular (Bartke and Hannum,
2009). Dentro de sus principales funciones destacan, inducir proliferacion,
sobrevivencia, migracion celular, inflamacién y angiogénesis en muchos tipos
celulares (Daum et al., 2009; Bartke and Hannum, 2009; Mendelson et al., 2014).
La sintesis de S1P depende de la fosforilacion de esfingosinas-cinasas (SKs) en
respuesta a factores de crecimiento como el factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF), el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), factor de crecimiento
epidermal (EGF), factor de crecimiento de fibroblastos (bFGF; Liu et al., 2012), el
VEGF (Shu et al., 2002), vitaminas, esteroides como el 173 estradiol (Ez;
Sukocheva et al., 2006) y S1P por si mismo (Spiegel and Milstein, 2003). Un estudio
en células tumorales de vejiga en cultivo revelé que la adicién de VEGF induce su
proliferacion a través de la activacion de esfingosina cinasa 1 (SK1) lo cual
incrementa a S1P por la estimulacion de las vias RAS y ERK (Shu et al., 2002).

Dentro de la célula S1P posee funciones antiapoptoticas y por ende de
sobrevivencia, sin embargo, sus precursores, esfingosina (Sph) y Ceramida (Cer),
estan asociados con arresto en el ciclo celular y la muerte celular (Spiegel and
Kolesnick, 2002; Van Broklyn y Wiliams, 2012). Los niveles de S1P son
relativamente bajos y estrictamente se mantienen controlados por un balance entre
su sintesis y degradacion (Spiegel y Kolesmick, 2002). Dadas estas caracteristicas,
se ha adjudicado el nombre de reédstato de esfingolipidos entre S1P y sus

precursores Sph y Cer, donde se ha postulado que es la relaciébn en las



concentraciones y no la concentracion individual, lo que determinara el destino de
la célula (Kester y Kolesnik, 2003).

Recientemente se demostrd que la produccién de S1P en células de la granulosa y
teca esta asociada con la salud folicular (Hernandez-Coronado et al., 2015). En
este estudio se observo que en células de la granulosa y células de la teca de
foliculos dominantes sanos (8-17 mm) las concentraciones de S1P fueron 3 y 1.5
veces mas altas respecto a células de foliculos dominantes atrésicos (Hernandez-
Coronado et al., 2015). Por otro lado, en un estudio realizado con células de la
granulosa luteinizadas de humano, S1P tuvo efecto protector en presencia de estrés
oxidativo inducido por peroxido de hidrégeno (Nakahara et al., 2012).

De manera general existen evidencias acerca de la importancia de S1P en la funcion
reproductiva. En ovocitos de bovino tratados in vitro con S1P tuvieron una tasa mas
alta de divisién y desarrollo de blastocistos que los ovocitos control, ambos grupos
expuestos a choque térmico (Roth y Hansen, 2004). De igual manera el tratamiento
de S1P dentro del saco bursal (estructura que rodea al ovario) ayudo a prevenir la
pérdida masiva de ovocitos de ratones inducida por terapia de radiacion (Morita et
al., 2000; Jurisicova et al., 2006; Kaya et al., 2008). Finalmente en primates tratados
con S1P o su analogo FTY720 durante una semana previo a irradiacién ovarica
favorecio la integridad de foliculos ovaricos y se reanudaron los ciclos menstruales
pos-tratamiento (Zelinski et al., 2012).

Los efectos de S1P en células foliculares mostrados anteriormente indican que este
esfingolipido puede promover la salud folicular, sin embargo hasta el momento no

se conocian los mecanismos o las sefiales que reciben las células foliculares para



incrementar la produccion de S1P ni el mecanismo que sigue ésta para favorecer
la salud folicular.

En la actualidad, implementar técnicas como las de cultivo celular brinda una
orientacién sobre las acciones y efectos de una gran cantidad de moléculas dentro
de una célula, ademas el uso de pruebas in vitro facilita el estudio de muchos
procesos fisioldgicos entre ellos el desarrollo folicular.

Lo anteriormente mencionado, nos permitié sugerir que S1P sumado a los efectos
de FSH y VEGF estimula la sobrevivencia y proliferacion de células de la granulosa
en cultivo. Nosotros hipotetizamos que los factores troficos que participan en el
desarrollo folicular como FSH y VEGF regulan la produccion de S1P en células de
la granulosa de bovino y ademas que S1P promueve la sobrevivencia y

proliferacion de las mismas células en cultivo.



2. Marco Teodrico

2.1. Aspectos generales del desarrollo folicular bovino

El foliculo ovarico es la unidad estructural y funcional del ovario ya que en él se
alberga la célula germinal femenina, “el ovocito”. Durante el proceso de desarrollo
folicular, el ovocito madura y adquiera la capacidad de ser fertilizado (Motta et al.,
2011). El foliculo antral esta conformado por células de la teca externa e interna,
una capa basamental, células de la granulosa y una cavidad llena de extravasacion
y productos de la secrecién de las células foliculares, llamado liquido folicular (LF;
Rodgers y Rodgers, 2010., Figura 1). Las células de la teca tienen receptores a LH
mientras que las células de la granulosa al inicio del desarrollo de un foliculo antral
poseen receptores para la hormona foliculoestimulante (FSH) y posteriormente
adquieren también receptores para la hormona luteinizante (LH). Tanto la FSH como
la LH promueven la sobrevivencia y proliferacién de las células foliculares a lo largo
del desarrollo de los foliculos, de manera que la reduccion del estimulo de estas

hormonas puede desencadenar la atresia folicular (Friberg, 2009).
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Figura 1. Representacion esquematica de un

foliculo antral. Modificado de Rosales-Torres et

al., (2012).
En la mayoria de las especies productivas (vaca, bufalo, oveja, cabra, caballos) y
en la mujer, el desarrollo folicular ocurre con un patrén de ondas u olas (Rosell,
2004). Una vaca pueden presentar dos a tres olas de crecimiento folicular durante
un ciclo estral. La primera ola de crecimiento emerge aproximadamente en el dia 1
post ovulacién, mientras que la segunda ola ocurre entre el dia 9-10 en ciclos
estrales con dos ondas. En ciclos de 3 ondas en los dias 8-9 emerge la segunda y
la tercera, el dia 15 o0 16 (Kanitz, 2003; Aerts y Bolts, 2010). Diversos autores dividen

la dinamica folicular de cada onda en 3 fases: reclutamiento, seleccion y dominancia

(Rosell, 2004; Vasquez y Olivera, 2010; Rosales-Torres et al., 2012).

2.1.1. Reclutamiento

Cada onda de desarrollo folicular involucra el restablecimiento en el crecimiento de

una cohorte de foliculos antrales pequefios (entre 5-10, aunque pueden ser hasta

24 foliculos) con un diametro de 4-5 mm (Aerts y Bols, 2010; Figura 2). El



crecimiento de estos foliculos es estimulado por un pico transitorio de FSH (Rodgers
y Rodgers, 2010) lo cual permite que uno de estos foliculos alcance alrededor de
8.5 mm de diametro para pasar a la siguiente etapa de crecimiento. Algunas otras
moléculas que pueden participar en el crecimiento de este tipo de foliculos son el
factor de crecimiento parecido a insulina tipo | (IGF-I) y el Factor de crecimiento del
endotelio vascular (VEGF), este ultimo ademas de estimular la formacion de vasos
sanguineos en el foliculo, favorece el suministro de oxigeno y nutrientes (Shimizu
et al., 2007), ademas de que estimulan la proliferacion y sobrevivencia de lascélulas

de la granulosa (Doyle et al., 2010).

2.1.2. Seleccién y dominancia

Esta fase ocurre al final del periodo comun de crecimiento, cuando uno de los
foliculos alcanza un diametro de aproximadamente 8.5 mmy es seleccionado para
continuar su crecimiento de entre los foliculos de su misma cohorte (Sirard, 2016).
Este proceso sucede de 2 - 2.5 dias después del surgimiento de la onda folicular
(Sirard, 2016). El foliculo seleccionado como dominante posee una maquinaria
molecular que le permite producir grandes cantidades de 173 estradiol (E2) e
inhibina ocasionando una retroalimentacion negativa sobre FSH a nivel de la
adenohipdfisis (dominancia folicular). Ademas, el foliculo seleccionado como
dominante expresa mayor cantidad de receptores a FSH, y presenta receptores a
LH en las células de la granulosa. Aquellos foliculos que no posean estas
caracteristicas seran foliculos subordinados que se eliminaran del ovario por el

proceso de atresia (Clark et al., 2004; Figura 2). En ausencia de cuerpo luteo activo



el foliculo dominante produce una gran cantidad de estradiol para inducir via
retroalimentacion positiva sobre la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH),
un pico de LH y la ovulacién (Driancourt, 2001; Moore et al, 2006; Ptaszynska,
2008). En caso de que exista un cuerpo luteo activo, los niveles circulantes de
progesterona inhibiran la secrecion de GnRH-LH y consecuentemente el foliculo
dominante no podra ovulary también sera eliminado del ovario por atresia (Vazquez

y Olivera, 2010; Figura 2).
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Figura 2. Dinamica del desarrollo folicular ovarico en el
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Aerts y Bolts, 2010.



Como se dijo antes, el desarrollo folicular es un proceso dinamico y complejo,
caracterizado por la proliferaciéon y diferenciacion de las células foliculares,
proporcionando un medio ambiente éptimo para la maduracion del ovocito y su
preparacion para la fertilizacion después de la ovulacién (Webb y Armstrong, 1998).
Este proceso incluye sefiales enddcrinas, paracrinas y autocrinas dentro del ovario,
asi como una comunicacion con la hipdfisis y el hipotalamo (Driancourt, 1991; Aerts
y Bolts, 2010). Ademas involucra una combinacion e interacciones de hormonas,
factores de crecimiento, sistemas de comunicacion celular, expresion de genes
(Roche y Boland, 1991) y recientemente se ha evaluado también la presencia de

algunos esfingolipidos (Hernandez-Coronado et al., 2015).

2.2. Mecanismo de accién de las hormonas y factores de crecimiento que

participan en el desarrollo folicular

El ovario tiene dos funciones fundamentales en la vida reproductiva de la hembra,
la primera: es desarrollar ovocitos altamente aptos para la fertilizacién y la segunda:
producir y secretar las hormonas esteroides necesarias que prepararan el tracto
reproductivo para la fertilizacion y la implantacion del embrién (Palermo, 2007). Las
gonadotropinas FSH y LH son las principales hormonas que regulan los
mecanismos endocrinos de la biologia del ovario, es decir, controlan la funcion
gonadal. Estas hormonas son los factores de sobrevivencia y proliferacion con
mayor importancia para las células de los foliculos antrales (Hsu y Hsueh, 2000).
Sin embargo, los factores de crecimiento como el IGF-I y el VEGF han tomado

mucha importancia en la funcion de importantes eventos reproductivos gracias a su



actividad biolégica y mecanismo de accion, por lo cual se ha establecido que
cumplen una funcién tan importante y compleja como las gonadotropinas al igual
que otras hormonas que intervienen en la reproduccion (Pefia et al., 2007),
principalmente el E2. Por lo que en los siguientes apartados nos enfocaremos a

conocer como actuan estas moléculas para favorecer el desarrollo folicular.

2.2.1. Gonadotropinas

2.21.1. Estructura.

La FSH y LH son glicoproteinas, es decir, son hormonas polipeptidicas que
contienen carbohidratos unidos covalentemente a ellas como parte integral de su
estructura y poseen un peso molecular aproximado de 29,400 daltons para LH y de
35,000 - 45,000 daltons para FSH (Palermo, 2007). Ambas hormonas tienen en su
estructura acido sialico, fructosa, manosa, galactosa, acetilglucosamina y N-
acetylneuraminidasa como residuos de carbohidratos. La LH contiene una mayor
cantidad de &cido siadlico que la FSH y la cantidad de este acido favorece la
eliminacion de la hormona de la circulacion sanguinea por lo que regula la vida
media de cada hormona (Palermo, 2007). Esto quiere decir que la vida media de la
LH es de aproximadamente 20 min, mientras que para FSH es de 3-4 h (Barros y
Esteves, 2013). Las gonadotropinas son hormonas que poseen en su estructura dos
subunidades, una a y una B (Palermo, 2007). La subunidad a de todas las
glicopoteinas hipofisiarias es idéntica y se denomina subunidad comun, esta

compuesta por 92 aminoacidos con un peso molecular de 14,600 daltons mientras



que la cadena [3 es Unica para cada hormona por lo que la unién de la cadena a con
la cadena B determina la actividad biolégica de cada hormona. Sin esta union no es
posible desencadenar un efecto a nivel celular (Mihm y Evans, 2008). La subunidad
B de la LH esta compuesta por una cadena de 112-114 aminoacidos con 6 puentes
disulfuro, alcanzando un peso molecular de 14,800 daltons. En el caso de FSH, la
subunidad {3 tiene un peso de 15400 daltons y posee 4 cadenas glucosidicas unidas

por una asparagina de las cuales 2 de ellas se unen a la subunidad a y otras 2 a la

B.

2.21.2. Sintesis

Tanto la LH como la FSH son sintetizadas y secretadas por las células
gonadotroficas, localizadas en la hipofisis anterior de la glandula hipéfisis en
respuesta a la estimulacion pulsatil de la GnRH (Mihm y Evan, 2008).

El decapéptido GnRH es producido por un numero relativamente pequefo de
neuronas hipotalamicas. Las neuronas parvicelulares neurosecretoras de GnRH se
encuentran en el area predptica del hipotalamo (Prieto y Velasquez, 2001). De esta
zona la GnRH es transportada a la eminencia media y liberada al sistema porta-
hipofisiario por el surco infundibular. Una vez que la GnRH llega a la adenohipéfisis
se une a su receptor acoplado a proteina Gq en el gonadétrofo. Esta unién cambia
la conformacion del receptor en su dominio intracelular y permite que en la
subunidad a de la proteina G la guanosina difostafo (GDP) se cambie por guanosina
trifosfato (GTP) lo cual disocia a las subunidades By y de la a y ésta activa vias

de sefalizacion especificas. La subunidad Gqa activa a la fosfolipasa C para



hidrolizar fosfoinositoles de la membrana plasmatica y permitir la sintesis de inositol
trifosfato (IP3; Mihm y Evan, 2008). El IP3 se une a su receptor inotropico localizado
en el reticulo y estimula la movilizacion de calcio intracelular y la apertura de canales
de calcio dependientes de voltaje en la membrana plasmatica. Este aumento en el
calcio intracelular es el responsable de la inmediata liberacién de FSH y LH por el
proceso de exocitosis (Duran y Fiordelisio, 2013). También GnRH incrementa la
transcripcion de genes para las gonadotropinas y esto lo efectta mediante la
liberacion de diacilglicerol (DAG) el cual junto con el Ca++ activa a la proteina cinasa
C (PKC). La PKC subsecuentemente fosforila a los factores de transcripcion y
genera el ARNm de LHB (SF-1, Ptx1, Lhx, Pbx/Prep, AP-1, NFY y Smads) y FSHf3
(c-fos, c-jun, Jun B, Jun D, 0 Smads 2, 3 & 4; Prieto y Velasquez, 2001; Tsutsumiy

Webster, 2009).

2.2.1.3. Mecanismo de accion

Los receptores mediante los cuales las gonadotropinas ejercen sus efectos son
receptores de membrana de siete dominios acoplados a proteina Gs. La proteina
Gs es una proteina trimérica, constituida por 3 subunidades diferentes (a, B y y). En
su estado inactivo, la subunidad a contiene un grupo de guanosin difosfato (GDP),
mientras que en su estado activo el GDP se cambia a GTP (Ulloa y Timossi, 1998).
De esta manera accién de LH implica la uniéon con su receptor (LHR) acoplado a
proteina Gs en células de la teca para activar a la subunidad a y asi a la adenilato
ciclasa para inducir la sintesis de AMPc a partir de adenosin trifosfato (ATP). El

AMPc permite la activacion de la proteina cinasa A (PKA) la cual por un lado



favorece el transporte de colesterol del citoplasma a la mitocondria. La PKA se
encarga de fosforilar y activar a proteinas necesarias para la sintesis de esteroides
como la proteina reguladora de la esteroidogénesis aguda (sTAR) la cual introduce
el colesterol de la membrana externa a la membrana interna de la mitocondria y a
la enzima P450scc que convierte el colesterol a pregnenolona. De aqui la
pregnenolona es transferida al reticulo endoplasmico liso donde la sintesis de
testosterona toma lugar gracias a la fosforilacion de P45017a por parte de PKA
(Walker y CHeng, 2005). Por otro lado la PKA activa factores de transcripcion en el
nucleo para la generacion de ARNm de enzimas de la esteroidogénesis, para la
sintesis de receptores de LH y de proteinas antiapoptéticas lo cual favorece la
sobrevivencia de células foliculares (Shoham et al., 1993). En el foliculo dominante
la LH en la granulosa esta implicada en el aumento de AMPc, y de la enizima P450
aromatasa (Vasquez y Olivera, 2010) e incrementa las concentraciones de VEGF

(Christenson y Stouffer, 1997).

La FSH se une a su receptor (FSHR) acoplado a proteina Gs y estimula a la
adenilato ciclasa induciendo la sintesis de AMPc. Este AMPc se une a la subunidad
reguladora de PKA para liberar y activar la subunidad catalitica (Shimada vy
Yamashita, 2011). Una vez activada la PKA favorece el transporte de colesterol a la
mitocondria y se lleva a cabo la esteroidogénesis de manera similar a lo que hace
la hormona LH (Prieto y Velasquez, 2001). Sin embargo, las células de la granulosa
no sintetizan la enzima que convierte progesterona (P4) a andrégenos (P45017a)
pero si la enzima P450 aromatasa la cual es encargada de convertir testosterona a

E2. De esta manera la testosterona producida por las células de la teca difunde



dentro de las granulosas para ser transformada a estradiol (Craigh et al., 2011).
Ademas PKA activa factores de transcripcion en el nucleo para la generacién de
ARNm P450aromatasa, de receptores para FSH y proteinas antiapoptéticas. Se ha
observado que la inhibicién de la accion de FSH sobre las células de la granulosa
conlleva a una desregulacion en las proteinas proapotéticas, aumenta la expresiéon
del receptor FAS y del ligando de Fas (FasL) culminando en la apoptosis mediada
por caspasas de estas células (Jiang et al., 2003). Es asi que durante la atresia la
disminucién en los niveles de FSH aumenta el ARNm de receptores de muerte y

proteinas proapotéticas (Figura 3).

De manera similar la PKA permite la activacion de la via de sefalizacidon
PI3Kinasa/AKT para activar a Ras/Rheb y favorecer la actividad enzimatica de
MmTOR. Esta proteina puede estimular la traduccion por fosforilacion de p70S6
cinasa activando la proteina ribosomal 6 (PR6) para inducir un incremento en HIF-
1 (Factor Inducido por Hipdxia). EI HIF-1 es un factor de transcripcion que induce la
sintesis del ARNm de VEGF, Inhibina y LHR. El AMPc cataliza también la activacion
de PKA y subsecuentemente de MAPK las cuales tienen efecto en la diferenciacion

y proliferacion celular (Fuller et al., 2002; Alam et al., 2004; Bernard et al., 2009).

Cada cascada se activa de forma transitoria en un tiempo especifico, y algunas
cascadas actuan de forma sinérgica, mientras que otros actuan competitivamente
como inductores de la sobrevivencia, proliferacién y diferenciacion de células de la
granulosa (Shimada y Yamashita, 2011). Existen evidencias que indican que las

quinasas ERK-MAPK son mediadores esenciales de la funcionalidad de LH, la cual



dicta los cambios en el destino en las células foliculares durante la ovulacion y
luteinizacion. La via PI3K / proteina cinasa (B) PKB (AKT) / (FOXO) también esta
relacionada con la sobrevivencia de células de la granulosa (Shimada y Yamashita,
2011). Gonzalez-Robayna et al; (2000) mostraron que la FSH incrementa la
activacion de la via PKB (AKT) en una manera dependiente de AMPc asi como PI3K
y es también conocido que ante este estimulo, AMPc activa a 2 proteinas unidoras
de GTP denominadas RAP1 y RAS en células de la granulosa (Grandoch et al.,
2010). En células neuronales, el factor de intercambio activado directamente por
AMPc (EPAC) activa a las proteinas RAP1 independientemente de PKA, sin
embargo la activacion de estas proteinas depende de la fosforilacion de PKB.
Consierando que EPAC se expresa en células de la granulosa, Wayne et al; (2007)
mostraron que la PKA no induce la activacion de PI3K/AKT por lo que estas
proteinas estan implicadas en la regulacion de la fosforilacién de la via AKT en
células de la granulosa en cultivo y que la estimulacién con FSH incrementa la
activacién de RAS en células de la granulosa durante el desarrollo folicular.

La proteina Ras regula multiples cascadas de senalizacion como la c-RAF-MEK,
ERK1/2 y la via de las proteinas tirosina cinasa (c-Src). Evidencias sugieren que la
via ERK1/2 no se activa completamente en células de la granulosa durante las
etapas de desarrollo folicular pero si se activa totalmente durante la ovulacion. Es
posible que la PKA activada por LH suprima la via c-RAF para prevenir la activacion
de ERK1/2 y asi reducir la proliferacion celular y la induccion de la luteinizacidon de

las células de la granulosa (Wayne et al; 2007).
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Figura 3 . Aspectos fisiologicos mas sobresalientes en células de la tecay
células de la granulosa durante el desarrollo folicular.

2.2.2. Factor de crecimiento parecido a la insulina tipo | (IGF-I)

2.2.2.1. Generalidades

El sistema IGF-I incluye a los ligandos IGF-I e IGF-II, a las proteinas de union a IGF
(IGFBP-1 - IGFBP-6), a los receptores tipo 1 y 2 los cuales son tirosina cinasa y
una gran variedad de proteasas que regulan la unién de las IGFBPs con los ligandos
(Monget et al., 2002). El IGF-I es una hormona polipeptidica de 70 aminoacidos con
un peso molecular de 7,6 kDA, comparte un 60% de homologia con el ligando Il y
un 50% con la insulina. El receptor 1 es el encargado de desencadenar las
principales funciones de IGF-I y Il. Este receptor esta compuesto por una proteina
tetramérica a2B2, la afinidad de IGF-I es mas sobresaliente que la que posee IGF-

II'y mucho mas alta que la que conserva insulina (Mihm y Evans, 2008). El receptor



tipo Il o también llamado IGF-ll/manosa-6-fosfato (IGF-1I/M6P), esta ligado a IGF-II
y a moléculas que en su estructura poseen residuos M6P, como enzimas
lisosomales, y al factor de crecimiento transformante tipo Bl (TGF-3; Monget et al.,
2002, Zah y Lackner, 2010). Este receptor no posee afinidad por la insulina pero si
permite la uniéon con IGF-I aunque con muy baja afinidad. El IGF-I circula en la
sangre unido a seis proteinas transportadoras, siendo IGFBP-3 la mas abundante
en suero (Mihm et al., 2008).

El IGF-I, juega un papel fundamental en el desarrollo del foliculo ya que estimula la
proliferacion de las células foliculares, incrementa la secrecion de E2 e incrementa
la respuesta celular a las gonadotropinas en células de la granulosa de bovinos y
ovinos (Campbell et al., 1995; Glister et al., 2001; Kwintkiewicz y Giudice, 2009), asi
mismo favorece la esteroidogénesis en células de la teca (Monget et al., 2002). Se
ha observado que cuando la expresion del receptor de FSH y de la enzima P450
aromatasa en células de la granulosa es deficiente en ovarios de ratones Knockout
(homocigético IGF-I), la administracion de IGF-I reestablece ambas expresiones y
potencia la expresién del receptor de LH (Zhou et al., 1997). Aunado a esto, la FSH
induce en las células granulosas la produccion de Proteina Plasmatica Asociada a
la Prefiez tipo A (PAPP-A), una proteasa que puede desnaturalizar el IGFBP4. El
efecto resultante es el incremento en los niveles de IGF-I libre en granulosa e IGF-
Il en teca (Driancourt, 2001; Moore et al, 2006; Lucy, 2007).

Los componentes de este sistema estan compartamentalizados dentro del ovario
de los mamiferos. En bovinos, el ligando IGF-Il y la proteina IGFBP-4, se producen
en las células de la teca, mientras que IGFBP-2 en las células de la granulosa

(Spicer, 2004). Los ligandos IGF-l y II, regulan el crecimiento y diferenciacion de las



granulosas, tecas y pueden inhibir la apoptosis (Lamote et al., 2004). Algunos
estudios asocian el aumento en la bioactividad de IGF-1 en liquido folicular con la

seleccion del foliculo dominante (Ginther et al., 2001).

2.2.2.2. Mecanismo de accion

El mecanismo de accion de IGF-1 involucra la unién a su receptor ocasionando un
cambio conformacional del receptor que permite la union de ATP vy la fosforilacidon
del dominio tirosina cinasa del receptor. Esta fosforilacion aumenta la actividad
cinasa del receptor para que pueda fosforilar una serie de sustratos citoplasmaticos
que en conjunto se llaman “mediadores de transduccion de la sefial” (Wernet et al.,
2008).

Una vez que se activa el receptor de IGF-I, recluta y activa proteinas adaptadoras
de sefalizacion, incluyendo las proteinas IRS-1 (sustrato del receptor de insulina-1)
y IRS-2 (sustrato del receptor de insulina-2). Estudios han sugerido que la IRS-1 se
requiere principalmente para la sefializacién mitogénica, mientras que el IRS-2, por
el contrario, desempefa un papel clave en las respuestas celulares de motilidad
(Monget et al., 2002). EI cambio conformacional del receptor permite que la IRS-1
se una a la subunidad reguladora de PI3K, estimulando su actividad y generando
un incremento en el segundo mensajero inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) por la
conversién en fosfatidilinositol bifostato (PIP2; Zack y Lackner, 2010). Este evento
sirve para reclutar a AKT hacia la membrana donde puede ser fosforilada y activada
por PDK1 y al complejo de la rapamicina (mTORCZ2). La activacién de AKT ejerce

efectos anti-apoptoéticos por la inhibicion de la fosforilacion de factores pro-



apoptéticos como BAD y miembros de la familia Foxo, ademas promueve una mayor
expresion de proteinas anti-apoptéticas tales como Bcl-2, Bcl-XL, y del factor
nuclear kappa B (NF-kB) para inhibir la apoptosis y favorecer la proliferacion (Zack
y Lackner, 2010). La sefnalizacion por parte de AKT también afecta el metabolismo
de la glucosa a través de la regulacion de la actividad de la glucégeno sintasa 3 3
(GSK-3B) y desempefia un papel clave en la sintesis de proteinas y el crecimiento
celular mediante la regulacion de la actividad del complejo TORC1 a través de una
serie de eventos de sefalizacion intermedio (Zah y Lackner, 2010). Por otro lado, la
unién ligando-receptor activa a unas proteinas llamadas Shc, estimulando la
activacién de la via de la quinasa RAS / MAPK vy la transduccion de senales
mitogénicas a través de la activacion ELK1 nuclear incrementando la proliferacion
celular (Le Roith y Yakar, 2007; Trojan et al., 2007 Figura 4).

El IGF-1 puede activar transportadores de glucosa y aminoacidos, estimular la
sintesis de proteinas mediante la activacién de factores de transcripcién e inhibir la

gluconeogénesis (Le Roith y Yakar, 2007; Trojan et al., 2007).
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Figura 4. Mecanismo de accion de IGF-l. Tomado de Zack y Lackner, (2010).

2.2.3. Factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF)

2.2.3.1. Generalidades

En el ovario, la formacion de nuevos vasos sanguineos facilita la transferencia de
hormonas, oxigeno y nutrientes hasta las células del foliculo que lo demanden. Los
foliculos producen varios factores angiogénicos, de los cuales VEGF es
considerado el de mayor importancia (Rosales-Torres et al., 2012). La expresion de
VEGEF en los foliculos ovaricos depende del tamafio. La inhibicion de la expresion
de VEGF, ocasiona la disminucion de la angiogénesis del foliculo y la pérdida de
desarrollo y maduracion en los foliculos antrales. Ademas, se cree que por su
actividad permeabilizante, VEGF puede ser responsable de la formacion del antro y

participar en la ovulacion (Fraser et al., 2000). Estudios reportan un claro efecto



citoprotector de VEGF en células foliculares, especialmente en células de la
granulosa, por lo cual su expresion se ha relacionado con la salud del foliculo
(Greenaway et al., 2005 o 2004). Greenaway et al., (2004) demuestra que VEGF y
su receptor de 2 de membrana (VEGFR-2) se expresa en células de la granulosa
de bovino, lo que claramente permite suponer que estd implicado en la
sobrevivencia de estas células. Ademas, en cultivo de células de la granulosa
estimuladas con VEGF fue inhibida la apoptosis mediante la supresion de la

caspasa 3-activa (Kosaka, 2007).

2.2.3.2. Componentes

La familia VEGF esta compuesta por VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, PIGF
(factor de crecimiento placentario), VEGF-E (Orf-VEGF), and Trimeresurus
flavoviridis svWEGF, con la excepciéon de al menos 2 de los miembros, 5 genes de
la familia estan presentes en genomas mamiferos, incluyendo al humano (Shibuya,
2011).

El VEGF-A pertenece a una super familia de factores de crecimiento caracterizados
por la presencia de 8 residuos conservados de cisteina entre cuyos integrantes
destaca por su accion angiogénica, sin embargo también promueve la
sobrevivencia, induce la proliferacion y permite la migracion tanto en células
foliculares como en diversos tipos celulares (Byrne et al., 2005; Rosales-Torres y
Guzman, 2011). Al menos han sido reportadas seis isoformas de VEGF con
actividad angiogénica (VEGF120a, VEGF144a, VEGF164a, VEGF182a,

VEGF189a y VEGF205a) y cinco con actividad antiangiogénica (VEGF120b,



VEGF144b, VEGF164b, VEGF182b y VEGF189b). El efecto bioldégico de VEGF es
mediado casi exclusivamente por dos receptores tirosina cinasa con alta afinidad;
Flt-1 (fms-like tyrosine kinase flt-1 por sus siglas en inglés) 6 VEGFR-1 con un peso
de 18 kDA y el Flk-1/KDR (fetal liver kinase 1 por sus siglas en inglés) 6 VEGFR-2
con un peso de 200-300 kDA (Kaczmarek et al., 2005; Shibuya, 2010). El principal
mediador de los efectos de VEGF es el VEGFR-2 ya que éste es activado con mayor
potencia, caracteristica que le confiere una amplia participaciéon en diversos
procesos celulares, sin embargo con el VEGFR1 el VEGF tiene mas afinidad (Cross

et al; 2003),

2.2.3.3. Mecanismo de accion

Los receptores de VEGF (VEGFR1 y VEGFR2), pertenecen a la familia de
receptores tirosina cinasa clase 5, poseen 7 dominios de unién a inmunoglobulina
en el dominio extracelular, un dominio transmembranal y un dominio intracelular que
se caracteriza por tener un inserto cinasa de aproximadamente 70 aminoacidos de
longitud (Shibuya, 2010). Ademas VEGF interactua con correceptores como sulfato
de heparan-heparina y neurofilina 1 (Stuttfeld y Ballmer, 2010) y se ha visto su
expresion principalmente en células endoteliales, aunque existen evidencias de su
expresion en células de la granulosa y teca de foliculos en diferentes estadios del
desarrollo folicular (Ortega-Serrano et al., 2010).

La senalizacion completa de los efectos de VEGF esta ya muy bien documentada
en células endoteliales y es iniciada por la unibn de VEGF con el dominio

extracelular del receptor. Antes de la unién ligando-receptor, los receptores se



encuentran en estado de monodmeros y sin ninguna actividad enzimatica (Shibuya,
2011). Por lo que al haber una interaccion de VEGF con su receptor ocurre una
homo o heterodimerizacion por interacciones homotipicas del dominio 4 o 5 ligado
a inmunoglobulinas del sitio proximal de la membrana, lo cual provoca un cambio
conformacional y la activacién de su dominio catalitico, es decir la fosforilacion de
los residuos tirosina especificos localizados en el dominio intracelular
yuxtamembranal, del receptor (Stuttfeld y Ballmer, 2010). Subsecuentemente,
moléculas de sefializacién son reclutadas y ensambladas al VEGFR llamadas
particulas de transduccién de la sefial o sefalosomas que activan distintas vias de
sefalizacion, dentro de las que destacan eldominio SH2 (del
inglés Src Homology 2) y los dominios de unidon a tirosina (del inglés
phosphotyrosine-binding (PTB) Domains) (Stuttfeld y Ballmer, 2010). Esto permite
que al fosforilar al VEGFR se genere la activacion de la fosfolipasa C (PLCy) para
hidrolizar al fosfoinositol 2 fosfato (PIP2) en la membrana plasmatica y producir las
moléculas de transduccion de senales diacilglicerol (DAG) e IP3 (Cross et al., 203;
Figura 5) quien se une en el reticulo endoplasmico a un receptor especifico
resultando en la liberacion de calcio intracelular. Otras moléculas como el cinasas
de adhesion focal (FAK), proteinas activadas por mitégenos 38 (P38 MAPK)
involucradas en la migracion y permeabilidad vascular, asi como PI3K son
activadas por un mecanismo no conocido. La activacion de PI3K genera PIP3 para
asi activar la via PKB/Akt para favorecer la sobrevivencia celular. Ademas el PI3K
favorece la activacion de RAc que es importante en la permeabilidad vascular y

migracion (Figura; Cross et al., 2003). El DAG esta involucrado en la activacion de



dos rutas distintas, por una parte activa a la PKC, en particular la forma PKCR. A
continuacion, la PKCR se fosforila y activa la ruta Ras/MAPK (Kliche y Waltenberger,
2001; Cross et al., 2003) para favorecer la proliferacion. Por otro lado, también en
células endoteliales y tumorales la activacién de PKC estimula un incremento en
sintesis de S1P a través de la activacion de la enzima SK1. Este incremento reduce
los niveles de Sph y la inhibicion de las proteinas activadoras de GTpasas, RasGAP
(Inhiben la via de Ras). La activacion de Ras por S1P lleva a la activacion de Raf,
MAPK y ERK generando sintesis de DNA y con ello favorece la proliferacion celular
(Spiegel y Milstien, 2003; Figura 5)

En cuanto al VEGFR1 podemos mencionar que en cuanto a las vias de senalizacion
en las que destaca se encuentra la activacion de P38 MAPK importantes para la
migracion y la permeabilidad vascular (Takahashi y Shibuya, 2005).
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Figura 5. Mecanismo de accién del receptor 2 de VEGF. Modificada de Cross
et al., (2003).
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2.2.4. Estradiol

2.2.4.1. Generalidades

El E2 es una hormona esteroide (lipofilica) con gran importancia en la regulacion de
aspectos reproductivos de la hembra. El E2 modula la diferenciacion de células de
la granulosa al inducir la expresion de los receptores de LH y FSH e incrementa la
secrecion de IGF-| en células de la granulosa de porcino (Salvetty et al., 2007).

Durante el desarrollo folicular el E2 es una hormona crucial que permite al foliculo
seleccionado como dominante continuar su crecimiento para poder alcanzar la
ovulacion (Aerts y Bols, 2010). La cooperacion de las células de la granulosa y las
células de la teca, ante el estimulo de las gonadotropinas manifiesta que en el
ganado bovino el nivel de estrogenos en un foliculo es un buen indicador de su
estado de salud. Los foliculos considerados estrogeno activos, cuya relacion E2:P4
es en favor de los estrégenos, son foliculos sanos, mientras que esta relacion se
vuelve en favor de P4 desde los primeros estadios de la atresia (Sunderland et al.,
1994), lo cual también ha sido confirmado para otras especies como el ovino
(Rosales et al., 2000). La alta concentracion de E2 en foliculos dominantes sanos,
esta relacionada con la mayor expresion del ARNm para la P450 aromatasa, para
el receptor beta de estrégenos y para los receptores de FSH y LH en células de la
granulosa comparado con los foliculos subordinados de bovino (Evans et al., 2004).
La concentracién de E2 de los foliculos sanos dominantes también ha sido asociada
positivamente con la expresion de genes relacionados con la sobrevivencia celular,

mientras que en los foliculos estrogeno inactivos (relacion E2:P4 en favor de Pa4),



predomina la expresion de genes asociados a la muerte celular por apoptosis
(Evans et al., 2004; Rosales-Torres y Guzman, 2008). La inhibicién de apoptosis
mediada por gonadotropinas en células de la granulosa de los foliculos esta
vinculada en parte con los cambios en la expresion de varios genes relacionados
con la muerte celular. Las gonadotropinas pueden inducir la expresion de Bcl-2,
GATA-4, FLIP y XIAP (moléculas de sobrevivencia) y disminuir la expresion de Bax,
Apaf-1 (Factor-1 activador de la proteasa-apoptosis), Fas/FasL y p53 (moléculas
proapoptoéticas; Kim et al., 1999; Wang et al., 2002 Figura 3) como ya se habia
mencionado a través de la via PI3K/AKT. La disminucién en la produccion de E2 es
un evento temprano en la atresia folicular, lo cual precede a la muerte por apoptosis
de las células de la granulosa (Valdez et al., 2005). Algunos estudios indican que el
178 estradiol puede modular la activacion del factor nuclear kappa 3 (NFk(; Valdez
et al., 2005). EI NFkpB es un factor de transcripcion involucrado en la expresiéon de
genes asociados con la apoptosis de las células de la granulosa; sin embargo
aunque la activacion de NFk[B esta directamente relacionada con la concentracion

de E2, su activacién parece tener efectos anti y pro apoptético (Valdez et al., 2005).

En células de la granulosa, los efectos de proliferacion y sobrevivencia de E2 son
mediados a través de la unidn con su receptor nuclear-accion genémica (respuesta
rapida pero transitoria) y se ha observado la presencia de 2 subtipos, el receptor
alfa y el receptor beta (Salvetty et al., 2007). Se ha demostrado que los procesos
de proliferacion y sobrevivencia son mediados en células de la granulosa por el
receptor beta de estrégenos y por potenciar la accién de FSH sobre la proliferacién

y diferenciacion (Shimada y Yamashita, 2011). Los esteroides actuan regulando la



transcripcion de genes especificos a través de receptores nucleares los cuales
actuan como factores de transcripcion y su actividad esta regulada por la unién con
una hormona esteroide especifica (DeMAYO et al., 2002). Sin embargo, en la
actualidad se ha reportado la existencia de receptores de membrana para E2 con
accién no gendmica (respuesta retardada pero prolongada), estos receptores son
alfa y beta asi como el receptor GPER1 o también conocido como GPR30 y son
acoplados a proteina Ga and Gy (Levin, 2010; Francois et al., 2015). El E2 se une
con alta afinidad al receptor de membrana desencadenando diversas vias de
sefalizacion implicadas en el crecimiento celular, proliferacion, diferenciacion y
apoptosis aunque la funcién biolégica en el ovario aun no es muy clara (Pavilk et
al., 2011). Pavilk et al., (2011) demostraron la expresion del GPER1 en células de
la granulosa de mujer y observaron que FSH y LH en mayor medida incrementan la
expresion del receptor de membrana de estradiol.

Los receptores nucleares alfa y beta para E2 estan organizados en 6 dominios
denominados por letras de la “A” a la “F”. La regién A/B esta localizada en el lado
amino terminal de la proteina y es la region menos conservada entre los distintos
receptores nucleares. Este dominio contiene una funcion de activacion de la
transcripcion genética (Activation Function 1 o AF-1) y varios sitios de fosforilacion,
que son importantes en el proceso de activacién de la proteina especialmente en
los procesos donde el receptor es activado en ausencia de hormona por lo que
ambos receptores (alfa y beta) son sélo 47% idénticos (Beato y Klug, 2000).
Adyacente se encuentra la region de unién al ADN o dominio C, la mas conservada
entre los diferentes receptores nucleares compuesta por nueve residuos de

cisteinas que son invariablemente conservados entre los diferentes receptores de



esteroideos, de los cuales, ocho estan coordinados alrededor de dos iones de Zn?*
para formar dos dedos de zinc que le confieren al receptor la capacidad de unirse
especificamente al ADN (Kimbrel y McDonnell, 2003).

La unién a una secuencia especifica en el ADN esta determinada por la composicion
de aminoacidos localizada entre estos dos dedos de zinc, conocida como la caja P
(P-box). Entre la regidn de unién al ADN y el dominio E/F, se encuentra la regién D
o region de bisagra, la cual no ha sido bien caracterizada y que participa en la unién
a la proteina chaperona de choque térmico hsp90 (heat shock protein 90), la cual
permanece unida al receptor mientras éste se encuentre en un estado inactivo.
Finalmente, en el extremo carboxiterminal se encuentra la regién E/F o dominio de
union al ligando (LBD), donde se une el E2. Esta region a pesar de que es
conservada entre los diferentes receptores esteroideos es altamente especifica
para su hormona, es decir que el receptor de estrogeno une E2 con alta afinidad,
pero no otras hormonas esteroideas. Otras funciones del dominio LBD incluyen la
activacion de la transcripcion o AF-2 (Activation Function 2), dimerizacion,
interaccion con otras proteinas co-activadoras o co-represoras de la transcripcion,

fosforilacion y localizacion nuclear (Kimbrel y McDonnell, 2003).

2.2.4.2. Mecanismo de accion

El E2 difunde por la membrana plasmatica y se une a un receptor citoplasmico el
cual en ausencia de su ligando se encuentra de manera inactiva asociado con
proteinas hsp. Una vez que el E2se une a su receptor, las proteinas hsp se disocian

del receptor y éste se dimeriza con otro receptor para activarse. El dimero activado



se une a los elementos de respuesta a hormona (HRE) del gen en el nucleo asi
como a factores transcripcionales BDEF y la ARN polimerasa-Il los cuales son
reclutados para que se lleve a cabo el inicio de la transcripcion del ARNm (Beato y
Klug, 2000). Sin embargo ademas de esta via existen receptores de E2 acoplados a
proteinas G los cuales activan a la adenilato ciclasa, generan AMPc activando
diferentes vias de sefnalizacion (Beato y Klug, 2000; Bottino y Lanari, 2010).

El mecanismo de accion que sigue el receptor alfa de membrana de los estrégenos
toma lugar en la caveola (balsa lipidica) llevando a la generacién de calcio y AMPc
para activar a las proteinas cinasas proximales Src y PI3K asi como a las proteinas
distales ERK, AKT. Esta activacion lleva a la fosforilacién de proteinas que modulan
la migracién celular, la sobrevivencia y la proliferacion (Levin, 2009).

En cuanto a la sefializacion por parte de estos receptores en células de la granulosa
aun es muy deficiente, sin embargo se ha encontrado que en tumores de estas
células, el E2 al unirse con su receptor GPER1 activa por un mecanismo de
transactivacion al receptor del factor de crecimiento epidermal llevando a la
activacion de moléculas como PI3K/AKT y ERK via Ras/Raf favoreciendo la
proliferacion y sobrevivencia de estas células (Francois et al., 2015). Es probable
gque estos mecanismo se suman a los ya conocidos por los receptores nucleares de

E2 para colaborar en el desarrollo folicular (Figura 6).
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Figura 6. Integracion de la via gendmica y no genémica de estradiol (Ez).
Tomado de Tanos et al., (2012).

2.2.5. Esfingolipidos (SLPs)

Los SLPs fueron descubiertos por J. L. W. Thudichum en 1876 y durante mucho
tiempo se consideraron unicamente como moléculas estructurales de membrana
plasmatica (Bartcke y Hannun, 2009; Zhou y Blom, 2015) debido a que contribuyen
a la formacion de balsas lipidicas y se encuentran localizados predominantemente
en la cara externa de la membrana plasmatica, en el lumen de vesiculas
intracelualres y organelos como el endosoma, aparato de Golgi, asi como en la
mitocondria y nucleo aunque esta localizacidon no ha sido bien definida (Merril y
Sandhoff, 2002; Breslow y Weisman, 2010).

Fue hasta los afios 80°s que comenzd a emerger la posibilidad de considerar a los

SLPs no soélo como componentes estructurales sino ahora como moléculas
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bioactivas por participar en la inhibicion de la activacién de proteina cinasa C (PKC;
Hannun et al., 1986) y mas adelante por el descubrimiento de receptores acoplados
a proteina G (Goodemote et al., 1995; Lee et al., 1998). En la actualidad esta bien
documentado que los SLPs actuan como reguladores de la dinamica de la
membrana plasmatica, participan como segundos mensajeros en diversas
cascadas de sefalizacion, regulando procesos importantes en la fisiologia celular
como crecimiento, diferenciacion y muerte celular (Zhou y Blom, 2015). De esta
manera los SLPs se han convertido en un blanco importante para la investigacion
(Merril y Sandhoff, 2002; Alewijnse y Peters, 2008). Los SLPs comprenden un largo
grupo de lipidos que incluyen esfingosinas, ceramidas, esfingomielinas y varios
derivados fosforilados y glicosilados (Breslow y Weisman, 2010).

Dentro de los principales SLPs bioactivos se incluyen: ceramida (Cer), esfingosina
(Sph), ceramida 1-fosfato (C1P) y esfingosina 1- fosfato (S1P). De ellos destaca Cer
por ser el centro de la ruta de sintesis y degradacion de los SLPs (Venkataraman y
Futerman, 2000).

Cer y Sph son importantes componentes reguladores de la respuesta a estrés por
inducir arresto de las células en el ciclo celular y apoptosis, mientras que la
transformacién de Cer a Sph y posteriormente a S1P esta implicada en motilidad,
reordenamiento del citoesqueleto, formacion de uniones adherentes, proliferacion y
sobrevivencia celular (Sanchez y Diaz, 2008; Strub et al., 2010). Dadas estas
evidencias es claro que el balance entre la dinamica de Cer y S1P y la consecuente
regulacion de sus vias de senalizacion es un factor determinante en el destino de la

célula (Strub et al., 2010).



Los SPLs estan formados por 3 dominios estructurales principales: una base de
cadena larga, normalmente la Sph, un acido graso de longitud variable unido al
carbono 2 de la cadena base y diferentes cabezas polares unidas al carbono 1 lo
cual permite diferenciar a todos los SPLs (Sterin y Leocata, 2007; Sanchez y Diaz,

2008; Navarrete y |Ibafiez; 2008, Milhas et al., 2010).

2.2.5.1. S1P (Estructura, sintesis y funciones)

La S1P es un esfingolipido polar, bioactivo que actua como un mediador extracelular
y como un segundo mensajero intracelular (Bartke y Hannum, 2009). Tiene como
base de su estructura a una Sph. Esta ultima molécula es un aminoalcohol formado
por 18 carbonos, creando entonces una cadena hidrocarbonada insaturada, es
decir, que tiene como minimo un doble enlace (Mendelson et al., 2014). Este
aminoalcohol, contiene un grupo amino en el carbono 2, y dos grupos alcohol en el
carbono 1 y 3. Para convertirse en S1P a la Sph se le afiade un grupo fosfato al
comienzo de la cadena, es decir, en el carbono 1, el cual aparece esterificado con
el grupo alcohol de la esfingosina de este mismo carbono. (Rosen et al., 2013;

Figura 7).
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Figura 7. Estructura quimica de S1P. Tomada de Mendelson et al, (2014).

La S1P es formada mediante el catabolismo de Cer ya sea a partir de la sintesis de
novo o por la via de esfingomielina (Agraves et al., 2010). Mediante la via de
esfingomielina, Cer puede ser hidrolizada por CDasas para liberar el acido graso y
producir Sph. Posteriormente por accion de la enzima biosintética esfingosina
cinasa (SK) la Sph es fosforilada formandose asi S1P (Sterin y Leocata, 2007;
Figura 8). Existen 2 isoenzimas de SK (esfingosina cinasa 1 y 2; SphK1 o SK1 y
Sphk2 o SK2; Bartke y Hannum, 2009). Las dos isoenzimas de SK en mamiferos
tienen 5 dominios conservados (C1-C5) con un unico dominio catalitico que va del
C1-C3 localizado en el sitio de unién al ATP localizado en la regién C2 (Pyne et al.,
2016). La SK1 no posee un dominio hidrofébico transmembranal mientras que SK2
posee 4. Por lo que aunque las dos isoformas de la enzima muestran homologia y
producen el mismo producto, tienen diferentes propiedades cataliticas asi como
localizacion subcelular, distribucion en tejidos y patrones de expresion temporal
durante su desarrollo (Van Brocklyn et al., 2005; Sankala et al., 2007; Pyne et al.,
2016). La SK1 tiene afinidad por esfingosinas D-erythro como sustrato mientras que
SphK2 fosforila un amplio rango de bases esfingoides como sustrato, incluyendo
fitoesfingosina y dihidroesfingosina. Sin embargo una baja en la expresion de estas

enzimas resulta en la inhibicion del crecimiento celular e induccion de apoptosis, por



otra parte tanto SK1 como SK2 son enzimas encargadas de la regulacion de la
generacion de Cer, disminuyendo sus niveles y aumentando los de S1P (Maceyka
et al., 2005; Sterin y Leocata, 2007). Cabe sefalar que la carencia de SK1 puede
ser suplida por SK2 y viceversa. En ratones knockout para una de las isoformas se
corroboré un desarrollo neural adecuado (Mizugishi et al., 2005). Ademas de estas
enzimas, los niveles de S1P también son regulados por enzimas de degradacion
como la S1P fosfatasa y liasa encargadas de regular sus niveles en la célula

(Mendelson et al., 2014).
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Figura 8. Representacion esquematica del metabolismo de SLPs y la sintesis
de S1P. Tomado de Alewijnse y Peters, (2010).

Dentro de las funciones mas importantes de S1P destacan la regulacion de la

proliferacion, crecimiento, sobrevivencia, migracion celular, inflamacion,

angiogénesis, vasculogénesis y resistencia a la muerte celular por apoptosis en

células endoteliales, neumocitos, embrionarias y principalmente cancerigenas

(Daum et al., 2009; Bartke y Hannum, 2009). La acumulacion de S1P en la célula



depende de los niveles de expresidn y actividad principalmente de CDasas (acida,
neutra y alcalina) y SK (Sterin y Leocata, 2007).

La S1P es almacenada en plaquetas pero es sintetizada en una gran variedad de
tipos celulares como: eritrocitos, células mononucleares, neutréfilos y células
endoteliales, en respuesta a estimulos extracelulares tales como factores de
crecimiento y citocinas (Pyne et al., 2016; Venkataraman et al., 2008). En
mamiferos, S1P es encontrada principalmente en la sangre y en la linfa. Las
plaquetas han sido consideradas como la principal fuente de S1P en sangre, sin
embargo los niveles de este metabolito no se ven modificados al haber una
disminucién de plaquetas por lo cual estudios recientes de Bode et al (2010) indican
que los eritrocitos son también un almacén de S1P. Ademas las células del endotelio
vascular han emergido como las grandes contribuyentes en la produccion de S1P

en plasma (Gonzalez et al., 2008).

2.2.5.2. Mecanismo de accion de S1P

2.2.5.2.1. Intracelular

Uno de los modelos ampliamente estudiados para explicar la funcién de S1P es la
senalizacion “inside-out”, de adentro hacia afuera, la cual propone que la
produccion intracelular de S1P a través de la activacion de SK permite su liberacién
en el espacio extracelular a través de proteinas transportadoras (ATP-binding
cassette (ABC) y Spns2) o lo situan dentro de la porcién lipidica de la membrana

plasmatica lo cual genera una gran proximidad con sus receptores generando su



activacion de manera autdcrina o paracrina para transducir diferentes vias de
sefalizacion (Dai et al.,, 2014). En el espacio extracelular S1P se une a la
apoliproteina M (union no especifica a albumina) asociada con lipoproteinas de alta
densidad (HDL, Takuwa et al., 2011). Sin embargo la sefalizacion “inside out” ha
adquirido relevancia porque S1P actua como ya se ha mencionado como “segundo
mensajero” y no necesita de la unién con su receptor para generar una senalizacion
intracelular (Spiegel y Milstein; Dai et al., 2014, Figura 9).

Hay un gran numero de proteinas blanco para S1P la cuales son diferencialmente
reguladas por SK1 y SK2 gracias a la localizacion de cada una de éstas (Pyne y
Pyne, 2016). Mientras que ambas enzima pueden ser fosforiladas por quinasas
reguladas por sefiales extracelulares (ERK-1/2) en respuesta a agonistas, la
activacién de SK1 es mayormente pronunciada y acoplada con su translocacion, de
una manera dependiente de la proteina unidora de calcio e integrinas (C1B1), del
citoplasma a la membrana plasmatica donde reside su sustrato Sph que origina una
produccion localizada de S1P en la superficie de la célula (Jarman et al., 2010). La
fosforilacién en Ser225 por ERK2 (cinasa reguladora de sefiales extracelulares-2)
es esencial para una mejor afinidad a la membrana plasmatica (Johnson et al., 2002;
Pitson et al., 2005). La SK1 puede ser estimulada por una amplia variedad de
factores de crecimiento los cuales incluyen al factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF), al VEGF, al factor de crecimiento epidermal (EGF), factor de
crecimiento de hepatocitos, citosinas como el factor de necrosis tumoral (TNF),
hormonas esteroides (estradiol) entre otros para producir S1P (Takabe et al., 2008).
En contraste SK2 es localizada en el reticulo endoplasmico o es asociada a la

mitocondria (Pyne et al., 2016). Es menor el conocimiento sobre la funcion y



regulacion de SK2. Existen reportes que indican que EGF y la PKC, estimulan SK2,
via ERK1, el cual se une a SK2 y la fosforila en residuos de serina y treonina
incrementando su actividad enzimatica. Sin embargo otros estudios sugieren que la
fosforilaciéon de SK2 es catalizada por la proteina cinasa D la cual la lleva a su
exportacidn nuclear mediante “shuttles-lanzaderas” (se encuentran dentro y fuera
del nucleo) para una subsecuente senalizacion celular (Hait et al., 2005, 2007; Ding

et al., 2007; Takabe et al., 2008; Pyne et al., 2016).

La sintesis de S1P esta implicada en la regulacién de los niveles de calcio,
independientemente de la formacion de inositol trifosfato. Por otro lado la produccion
de S1P derivada de la activacion de SK1 actua como un cofactor que le confiere
actividad E3 ligasa sobre el receptor 2 asociado al factor de TNF (TRAF2; asociado
con una mejor activacion de la SK1) lo cual cataliza la Lys63 poliubiquitinacién de
la proteina cinasa RIP1. Esta proteina es una plataforma de sefializacion en la via
del factor nuclear beta (NFk-B) (Dai et al., 2014; Pyne et al., 2016). Es asi que TNF
estimula a la SK llevando a la activacién del factor nuclear beta (NFk-3) el cual es
esencial para la prevencion de la apoptosis y por consiguiente encargado de regular
la sobrevivencia celular (Spiegel y Milstein, 2003; Pyne et al., 2016). Por otro lado
S1P mejora el funcionamiento de clAP2 (inhibidor celular de la apoptosis 2)
mediante la poliubiquitinacion de K63 del factor IRF-1 (factor regulador de interferén
1) el cual es fundamental para inducir la produccion mediada por interleucina 1 de
quimiocinas CXCL10 y CCL5 (Nagahashi et al., 2014). Ademas S1P promueve la
sobrevivencia celular a través de la activacion de la via ERK y la inhibicion de la

cinasas c-Jun amino terminal (JNK; Maceyka et al., 2002). El incremento en las



concentraciones de S1P disminuye las de Sph e inhibe a las proteinas activadoras
de GTPasas. Ademas este incremento de S1P activa Ras, y Raf, MAPK, la cinasa
ERK (MEK) y eventualmente estimula la sintesis de ADN. Esta via de sefializacion
esta implicada en el crecimiento y proliferacion celular (Spiegel y Milstein, 2003).
También se ha observado una interaccion entre S1P generado por SK1 y las vias
Ras y STAT3 (transductor de sefial y activador de la transcripcion 3, Nagahashi et
al., 2014). Dentro de los efectos generados por S1P sintetizado por SK2 se
encuentra que en el nucleo inhibe a las desacetilasas de histonas (HDAC1 y
HDAC2), regulando la transcripcion de genes incluyendo al inhibidor de cinasas

dependiente de ciclinas p21 (Nagahashi et al., 2014).
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Figura 9. Modelo de seializacion de S1P. Multiples moléculas (factores de
crecimiento, hormonas, vitaminas, entre otros) activan a la esfingosina cinasa
(SK). S1P es entonces generada intracelularmente por la conversiéon de Sph a
S1P y actia como segundo mensajero o a través de proteinas transportadoras
(ABC-ATP binding cassette y Spns2). Ademas puede salir al espacio
extracelular y unirse a uno de sus 5 receptores (S1PR1.5) para generar sus
efectos. Modificada de Dai et al., 20014.



2.2.5.2.2. Extracelular

Una vez producido la S1P dentro de la célula es exportada desde el interior celular
al medio extracelular por transportadores especificos (Spinters 2; Spns2, ABC-ATP
binding cassette) y algunos otros aun no caracterizados (Figura 8; Xia y Wadman,
2011; Mendelson et al., 2014). En este caso, S1P actua como un ligando,
uniéndose a receptores de membrana acoplados a proteina G (GPCRs), generando
una sefalizacion autdcrina o paracrina, provocando respuestas en migracion,
supervivencia, proliferacion y crecimiento celular (Agraves et al., 2010) detalladas
mas adelante. Los GPCRs pertenecen a la familia de proteinas conocidas como el
gen de diferenciaciéon endotelial 1 (EDG-1) y recientemente se les ha atribuido el
nombre de receptores de S1P (S1PRs). Se han caracterizado cinco subtipos de
S1PRs: S1PR1 (EDG-1), S1PR2 (EDG-5), S1PR3 (EDG-3), S1PR4 (EDG-6) y
S1PR5 (EDG-8) (Rosen y Goetzl, 2005; Rosen, 2009; Figura 10). Mientras que los
receptores S1P1, S1P2 y S1P3 son el principal blanco de S1P en miocitos, células
endoteliales, leucocitos y fibroblastos, los receptores S1PR4 y S1PR5 estan
limitados a el sistema inmune y al sistema nervioso central respectivamente (Chun
y Hartung, 2010). En células endoteliales, STPR1 y S1PR2 son conocidos por
participar en el desarrollo vascular (Shoham et al., 2012; Mendelson et al., 2013), la
estimulacion de S1PR1 y/o S1PR3 frecuentemente modulan la proliferacion celular
y migracion en células cancerigenas, mientras que S1P2 puede inhibir la
proliferacion celular y migracion (Rosendfelt et al., 2001; Sukocheva et al., 2006).
Dado que en células mieloides y endoteliales la expresion de S1PR1/S1PR3

favorece la migracion y proliferacion se les ha considerado como receptores



angiogénicos, mientras que en las mismas células como efecto contrario, STPR2
disminuye la migracion y proliferacion, por lo que la ha atribuido como un receptor
antiangiogénico (Takuwa et al., 2011). Hasta el momento en células de la granulosa
de mujer se ha encontrado la expresion de los receptores S1PR1, S1PR2, S1PR3
y S1PRS5, sin embargo los efectos de sobrevivencia y proliferacion son mediados a

través de los receptores S1P1/S1P3 (Nakahara et al., 2012).
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Figura 10. Senalizacion del receptor de S1P. La figura muestra aspectos de la
cascada de senalizacion que son mediados por los 5 miembros de la familia
de receptores de S1P. Tomada de Nagahashi et al, (2014).

Los receptores se acoplan a diferentes proteinas G (Gai, Gaq, Ga12/13 (algunos
autores separan 12 y 13), esto representa un punto importante en el que la
expresion de los receptores en diferentes 6rganos modula la actividad de S1P
(Brunkhorst et al., 2014). EI S1PR1 es conocido por acoplarse a proteina Gi lo cual
lleva a la activacién de PLC, Ras, ERK, PI3K y AKT asi como la inhibicion de la AC.

Tanto el S1PR2 y S1PR3 se acoplan a Gi, Gq, G12/13, pero sus efectos son
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distintos, esto quiere decir que la union de S1P con su receptor 2 activa ERK (Gi),
PLC (Gq) y Rho (G12/13) pero no Rac (Gl), sin embargo la unién con su receptor 3
resulta en la activacion PLC (Gq), Ras (Gi) y Rac (Gi (Takuwa et al., 2011). El
S1PR1 y S1PR3 son dependientes de Gi lo cual incrementa la proliferacion celular
por la via Ras/ERK y migracion por la via PI3K/Rac y reducen la apoptosis por la
activacion de AKT. La union de S1P con su receptor 2 (G12/13) inhibe la
proliferacion celular, crecimiento y migracién debido a que es bien sabido que son
procesos dependientes de la activacion de Rho y Rac (Tamashiro et al., 2013;
Nagahashi et al., 2014 Figura 10).

Mucho menos conocidas son hasta la fecha las sefalizaciones a través de los
receptores 4 y 5 de S1P, sin embargo el S1PR4 se acopla a proteina Gi, G12y G13
donde la union a Gi activa a Cdc42 (proteina reguladora del ciclo celular), PLCy
ERK y la union a G12/13 resulta en la activacion de Rho y la inhibicién de la
proliferacion. Lo poco que se sabe del STPRS es que se acopla a proteina Giy G12
por lo que tiene una funcion dual que depende de la etapa de desarrollo de la célula,
por ejemplo en oligodendrocitos prematuros induce su retraccion (dafio), mientras
que en los maduros a través de Gi y la activacion de la via AKT, favorece su
sobrevivencia (Jaillard et al., 2005).

La via general de sobrevivencia y angiogénesis indica que S1P se une a su receptor
1 o0 3 subunidad Giactivando a PI3K, por otro lado esta via de PI3K y AKT generan
sefalizacion de sobrevivencia celular asi como de proliferacién. Otra via de
senalizacion para la migracién celular, implica que S1P unida al receptor 3
acoplado a proteina Gq activa a la fosfolipasa C (PLC) para asi generar movilizacion

de calcio (Agraves et al., 2010). Ademas el receptor 3 de S1P acoplado a G12/13



puede activar la GTPasa monomérica Rho, la cual es un importante regulador del
citoesqueleto y de la movilidad celular (Sanchezy Diaz, 2006).

Finalmente a través de la union ligando receptor la via de proliferacion celular es
generada mediante la activacion de Ras hasta la activacion de ERK (Spiegel y
Milstein, 2003).

La union de S1P a S1PR1 y S1PR3 en células endoteliales, son encargados de
modular la angiogénesis lo cual involucra la migracion de estas células, proliferacion
sobrevivencia y morfogénesis de estructuras tubulares, lo cual depende del
reforzamiento de vascular endotelial caderina (Skoura y Hla, 2009).

Por otro lado, la S1P puede activar al receptor 2 de VEGF (VEGFR-2) ya que la
unién de S1P a su receptor S1P1/S1P3 activa a la subunidad Giy Ggy con la
subsecuente fosforilacion de componentes como Src que resulta en la fosforilacion
de VEGFR-2 en células endoteliales (Ader et al., 2009; Ryu et al., 2014). Es decir,
existen evidencias que indican que la estimulacién de algunos receptores acoplados
a proteinas G, como es el caso de receptores de S1P, resulta en la activacion de
receptores tirosina cinasa como el VEGFR2 en ausencia de un ligando para estos
ultimos. Este proceso es denominado “transactivacion” y depende de sefales
intracelulares inducidas por la estimulacion de receptores acoplados a proteina G
en las que participan las subunidades de las proteinas G, asi como fendmenos de
fosforilacion mediados por diferentes cinasas (Sanchez y Arias, 2004). La
transactivacion del VEGFR2 a través de S1P puede llevar a la activacién de dos
cascadas de sefalizacion: la primera se refiere a la activacion de la familia tirosinas
cinasas-Src y la proteina adaptadora Crkll, la segunda a la activacion del PI3K,

proteina cinasa B (PKB)/AKT y a la 6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS) para la



formacion de 6xido nitrico (NO). Estas vias son importantes para el movimiento
celular y la remodelacion vascular (Spiegel y Milstein, 2003; Ader et al., 2009).
Finalmente la activacion de la via PKB/AKT favorece la proliferacién celular y la
activacion de PLC incrementa los niveles de calcio intracelular (Tanimoto et al.,
2002; Spiegel y Milstien, 2003; Sanchez y Arias, 2004). Por otro lado en células
cancerigenas ante un estimulo de hipoxia, la Sphk1 es rapidamente estimulada
incrementando los niveles de S1P, este esfingolipido como ya lo hemos venido
mencionando, sale de la célula y se une a su receptor generando la activacion de la
via AKT/ Gsk3-beta lo cual regula los niveles de HIF-1a, permitiendo en el nucleo la

transcripcion del VEGF (Ader et al., 2009).

2.2.5.3. S1P y VEGF

De acuerdo a lo mencionado antes, la S1P puede tener una funcion dual; puede
funcionar de manera autocrina o paracrina para estimular al receptor de S1P
presente en la superficie de esa célula o de células vecinas, aunque también puede
actuar intracelularmente para modular diversas vias de sefializacion. Esta funcion
dual parece involucrar a VEGF por lo que la interaccion entre S1P y VEGF han
sido estudiada principalmente en células endoteliales a diferentes niveles:

1. La S1P puede fosforilar a VEGFR-2 mediante transactivacion en una manera

independiente de su ligando (Igarashi et al., 2003)
2. EI'VEGEF, regula la expresion del receptor 1y 2 de S1P (Fieber et al., 2006).
3. La S1P y el VEGF cooperan o convergen en algunas cascadas de

senalizacion: por un lado VEGF adicionalmente se involucra en la activacion



de la via AKT inducida por S1P y ademas VEGF induce la expresién del AKT3
en una manera dependiente del receptor S1PR3 (Shu et al., 2002).

4. ElI VEGF puede modular la concentracion intracelular de S1P por la
activaciéon de Sphk1, en células endoteliales y tanto VEGF como S1P
interactuan para regular diferentes vias de sefializacién (Endo et al., 2002,
Hughes et al. 2005).

5. La S1P contribuye en la expresion de VEGF a través de la modulacion del
HIF-1a (Ader et al., 2009).

Estudios in vitro indican que S1P estimula la expresion de VEGF en condrocitos
articulares humanos (Masuko et al., 2012). Ademas, S1P incrementa los niveles del
ARNm de VEGF en células endoteliales de vena umbilical humana a través de la
unién con su receptor acoplado a proteina G por la via de fosfolipasa C, AKT, ERK
y p38 MAPK (Heo et al., 2009). EI VEGF induce la activacién de ERK y este a su
vez activa a SK1 llevando a la generacion de S1P, lo cual incrementa la expresion

de VEGF (Dai et al., 2014).

2.2.5.4. S1P y desarrollo folicular

Debido a los efectos de S1P como una molécula pleiotrépica es que hay tantos
estudios sobre su participacion como regulador central en la biologia de los
mamiferos, incluyendo su participacion en la reproduccion (Guo et al., 2014).

Existe una gran cantidad de estudios que sugieren la participacion de S1P en el
desarrollo folicular. Resultados obtenidos en nuestro laboratorio demostraron que

la S1P esta relacionada con la salud o atresia folicular, ya que mediante la relacién



hormonal E2/P4 se clasificaron foliculos antrales sanos y atrésicos y se observé que
la relacion S1P/Cer en células de la teca y de la granulosa es mayor en foliculos
sanos que en atrésicos, asi mismo las concentraciones de S1P en foliculos
dominantes sanos fue mayor respecto a los atrésicos (Hernandez-Coronado et al.,
2015). En cultivo de células de la granulosa luteinizadas de humano se observo el
efecto protector de S1P (1 y 10 mM) en presencia de perdxido de hidrégeno como
inductor de apoptosis (Nakahara et al., 2012). En estudios de mujeres con
hiperestimulacién ovarica se detectd la presencia de S1P asociado con
liproproteinas de alta densidad en liquido folicular (FF-HDLs) y lo consideraron
importante para el desarrollo folicular ya que promueve la proliferacion y la
angiogeénesis (von Otte et al., 2006). Adicionalmente en estudios sobre el desarrollo
de foliculos primarios hasta foliculos antrales se observaron altas concentraciones
de CDasa acida, por lo que esta enzima es clave en el desarrollo folicular y
concluyen que S1P lo promueve (Eliyahu et al., 2010).

La adicion de S1P dentro del saco bursal que rodea al ovario, previno la pérdida
masiva de ovocitos inducida por terapia de radiacion en ratones (Morita et al., 2000;
Jurisicova et al., 2006; Kaya et al., 2008).

Primates tratados con S1P o su analogo FTY720 por 1 semana previa a irradiacion
ovarica, retuvieron foliculos ovaricos y reanudaron el ciclo menstrual post
tratamiento (Zelinski et al., 2011). La incubacion de ovarios de ratones y de murino
con 12 yM de S1P estimula el crecimiento folicular a través de la induccion de
polimeracién de actina y funciona como un agente terapéutico para el sindrome de
ovario poliquistico y otros desérdenes ovaricos (Cheng et al., 2015). La estimulacion

con 1ng/mL de S1P durante 7 dias, activa el desarrollo de foliculos preantrales de



cabra cultivados in situ y mantiene la viabilidad tanto del ovocito como del foliculo
(Nobrega et al., 2014). Finalmente la expresion de S1PR1, S1PR2, S1PR3y S1PR5
pero no de S1PR4 se encontro en cultivo primario de células de la granulosa luteas
y en una linea de células de la granulosa de humano (HGLS5 cells, Becker et al.,

2011).

2.2.5.5. ; Por qué es importante realizar cultivos de células de la granulosa?

El aislamiento de un tipo especifico de células provenientes de tejidos u 6rganos
animales que posteriormente se colocan en un medio “artificial” para favorecer su
division, crecimiento, multiplicacion y en algunos casos diferenciacion, se
denomina cultivo de células animales y es una herramienta util para el
conocimiento de muchos procesos fisioldgicos. Dentro de los procesos a estudiar
destacan la actividad intracelular, los flujos metabdlicos, las interacciones con el
medio ambiente, la genética, las interacciones célula-célula y las generaciones de
metabolitos de interés (Tavira et al., 2010).

La proliferacion de las células de la granulosa desempefia un papel importante
durante el desarrollo folicular. Las gonadotropinas y los estrégenos son los
principales moduladores del crecimiento celular durante el periodo preovulatorio. Se
ha demostrado que las células de la granulosa obtenidas de foliculos de bovino son
capaces de proliferar in vitro en presencia de diferentes factores de crecimiento y
en presencia o ausencia de suero fetal bovino. En este sentido, una combinacion
adecuada de factores de crecimiento y hormonas seria suficiente para promover a

las células ingresar a la fase de sintesis del ciclo celular. El cultivo de células de la



granulosa de bovino ha sido ampliamente estudiado y se han desarrollado
diferentes sistemas in vitro para la evaluacion de la regulacién fisioldégica del
crecimiento folicular y la ovulacion, entre otros procesos. El sistema de cultivo para
estas ceélulas involucra a FSH e insulina para lograr un crecimiento eficaz y
mantener las células sin luteinizar (Ferreira et al., 2011). Dadas estas
caracteristicas, el cultivo de células de la granulosa proporciona un enfoque a través
del cual se pueden determinar las acciones e interacciones de hormonas y factores
de crecimiento especifico que permite conocer la participacion de factores tréficos

durante el desarrollo folicular (Gutiérrez et al., 1997).



3. Justificacion
El desarrollo de foliculos antrales se basa principalmente en la proliferacién de las
células foliculares y es promovido por la accién de hormonas y factores troficos
dentro de los cuales destacan la hormona foliculo estimulante (FSH) y el factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF). La union de estas moléculas con su
receptor promueve la activacién de proteinas cinasas activadas por mitégenos
(MAPK) y fosfoinositol 3 cinasa (IP3K) para inducir la proliferacion y sobrevivencia
de células de la granulosa. Por otro lado esfingosina 1 fosfato (S1P) es un
esfingolipido que favorece la proliferacion y sobrevivencia celular, es sintetizado a
partir de ceramida (Cer) por la accion de ceramidasas (CDasas) y esfingosinas
cinasas (SKs) de las cuales destaca la esfingosina cinasa 1(SK1). En células
endoteliales el VEGF activa a la SK1 y por consiguiente la sintesis de S1P aunque
se desconoce si esto ocurre en células foliculares. La S1P puede unirse a su
receptor acoplado a proteina G y generar la transcripcion de VEGF y la
transactivacion del receptor 2 para VEGF (VEGFR2), generando -efectos
proliferativos y de sobrevivencia. Estudios previos en nuestro laboratorio mostraron
que foliculos dominantes sanos de bovino tienen una mayor produccion de S1P
respecto a foliculos dominantes atrésicos. Sin embargo se desconocen los
mecanismos por los cuales en un foliculo sano se activan las SKs que promueven
la sintesis de S1P. Considerando que FSH y VEGF son reguladores del desarrollo
folicular, es probable que ellos sean los responsables de la activacion de SKs, para
inducir la sintesis de S1P, actuando como un mecanismo adicional a los ya
conocidos para favorecer la sobrevivencia y proliferacion de células foliculares de

bovino.



4. Pregunta de investigacion
¢ El efecto de esfingosina 1-fosfato (S1P) se suma a los efectos de proliferacion

y sobrevivencia que tienen los factores troficos en células de la granulosa®?.

5. Hipotesis
B Los factores troficos que participan en el desarrollo folicular como la
hormona foliculo estimulante (FSH) y el factor de crecimiento del
endotelio vascular (VEGF) regulan la produccion de S1P en células
de la granulosa en cultivo.
B La S1P promueve la sobrevivencia y proliferacion de células de la

granulosa en cultivo.

6. Objetivo general
Determinar la importancia de S1P en la proliferacidon y sobrevivencia de células de

la granulosa de bovino y si estos efectos son estimulados por FSH y VEGF.

7. Objetivos particulares

B Determinar si FSH y VEGF incrementan la sintesis de S1P en células
de la granulosa de bovino en cultivo.

B Conocer si FSH y VEGF estan involucrados en la activacién de
esfingosina cinasa 1 (SK1) en células de la granulosa de bovino en

cultivo.



B Comprobar si S1P maximiza el efecto de FSH y VEGF en la
sobrevivencia y proliferacion de células de la granulosa de bovino en
cultivo.

B Conocer silos efectos de S1P en células de la granulosa de bovino en
cultivo dependen del incremento en la sintesis de VEGF o de la

transactivacion del receptor 2 de VEGF.



8. Metodologia

8.1. Diseno experimental

Se obtuvieron ovarios de vacas sacrificadas en rastro para recuperar foliculos

de 4-7 mm de diametro. Los foliculos fueron diseccionados para desprender las

células de la granulosa y cultivarlas para investigar: ¢ quién sintetiza a S1P, qué

procesos desencadena esta molécula en células de la granulosa y como lo

realiza? (Figura 11).
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Figura 11. Disefio experimental. Hormona foliculo estimulante (FSH), Factor
de crecimiento endotelio vascular (VEGF), esfingosina 1-fosfato (S1P),
esfingosina cinasa 1 (SK1), cromatografia de liquidos de alta resolucién
(HPLC), Western Blot (WB), receptor 2 de membrana de VEGF (VEGFR2),

proteinas cinasas Src.

51



8.2. Coleccion de foliculos y aislamiento de células de la granulosa

Para cada cultivo de células de la granulosa, se colectaron en promedio 22 pares
de ovarios de vacas o novillas Holstein, sacrificadas en un rastro particular ubicado
en Temamatla Estado de México. Los ovarios se colectaron inmediatamente
después del sacrificio de los animales en solucién salina fisiolégica SSF al 0.9%, se
lavaron 2 veces con la misma solucién y se transportaron al laboratorio de
Bioquimica de la Reproduccién a 37°C, en un tiempo maximo de dos horas. Una
vez en el laboratorio, los ovarios se enjuagaron 5 veces con solucién salina
fisiolégica (SSF) al 0.9% y 30 segundos en etanol al 75% para colocarlos
nuevamente en SSF al 0.9% vy 50 pL de medio McCoy’s 5a modificado con
bicarbonato (in vitro-ME-043), suplementado con 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
(13769-sigma), 1ng/mL de IGF-1 (Gropep), 107 M androstenediona (Donada por
Departamento de Reproduccion de la FMVZ de la UNAM), 2.5 ug/ml transferrina
(T8158-sigma) y 4 ng/mL de selenito (S5261-sigma), en ausencia de suero y se
mantuvieron todo el tiempo en una estufa de cultivo a 35-37 °C. Los foliculos de 4
a 7 mm se disecaron eliminando a los foliculos claramente atrésicos (Rosales et al.,
2000 y Rosales et al., 2010).

Una vez disecados los foliculos, se eliminé el liquido folicular y se hemiseccionaron
sobre una caja Petri con medio de cultivo, todo sobre parrillas de calentamiento para
mantener las células siempre entre 35-37 °C. En cada foliculo se realizé un raspado

suave de la pared para separar las células de la granulosa y se juntaron las células



de todos los foliculos. La suspensién de células de la granulosa de todos los
foliculos colectados se transfiriéo a un tubo de 50 mL haciéndolas pasar a través de
un filtro de células (Cell strainer FALCON a Corning Brand, 352350). Se lavaron 2
veces adicionando 3 mL de medio de cultivo previamente gaseado en incubadora
de CO2y se centrifugaron a 1900 g por 10 minutos. Para eliminar la interferencia de
eritrocitos se realizé un ultimo lavado con DPBS (Fosfato Dulbecco con buffer
salino) 1X (in vitro-SS-05), agua estéril (1:10 v/v) y finalmente las células de la
granulosa se resuspendieron en 3 mL de medio de cultivo (Gutiérrez et al., 1997).

El numero de células de la granulosa fue evaluado tomando 10 uL de la suspension
celular y 90 pL de solucion azul Tripan (4%). Esta mezcla fue colocada en una
camara de Neubauer doble para realizar 2 conteos en 5 cuadrantes cada uno. El
numero de células totales fue obtenido usando la siguiente férmula: promedio del
numero de células totales contadas en las 2 camaras X 10,000 / numero de
cuadrantes X la dilucién (Hernandez-Coronado et al., 2015) para determinar el

numero de células viables.

8.3. Cultivo de células de la granulosa

Las células se cultivaron en placas de 96 pozos con tapa (Thermo scientific, NUNC
estéril, 167008) en medio de cultivo McCoy's 5a. Previo al sembrado de células, las
placas fueron pre-incubadas con los tratamientos hormonales, S1P o los diferentes
inhibidores durante cuatro horas. Setenta y cinco mil células viables en 50 yL de
medio se colocaron dentro de cada pozo y se incubaron en una atmosfera de 5%

de CO2a 37°C y 90% humedad (Gutiérrez et al., 1997; Figura 12



8.4. EXPERIMENTO 1
B , Quién o quienes estimulan la sintesis de S1P?

B , Los factores troficos estan involucrados en la produccion de SK1?

8.4.1. Efecto de FSH y VEGF sobre la produccién de esfingosina 1-fosfato

Para evaluar el efecto de FSH y VEGF sobre la sintesis de S1P en células de la
granulosa se realizaron cuatro cultivos (células provenientes de ovarios y foliculos
distintos), incubados por 48 0 96 h en las que se probaron cuatro dosis para FSH y
seis para el VEGF. Se adicioné FSH (0, 0.1, 1 y 10 ng/mL; Sigma F8174 St Louis
USA; Monga et al., 2011; Shimizu et al., 2007) o VEGF (0, 0.01, 0.1, 1,10 y 100
ng/mL de VEGF; V7259 St Louis USA; Greenaway et al., 2004), o bien la

combinacion de ambas en un diseno factorial cuatro X seis.
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Figura 12. Representacion esquematica de los tratamientos hormonales en la
placa de cultivo. Cada pozo soporta un volumen hasta de 250 yL, sin embargo
en los cultivos realizados se ajustaron a 200 pL conteniendo tratamientos,
medio y células. Cada cultivo se realizé6 con células provenientes de
diferentes foliculos y ovarios.

8.4.2. Extraccion y cuantificacion de S1P en medio de cultivo de células de

la granulosa

Para cada tratamiento se realizé un pool con el medio de cultivo de 4 pozos para
obtener 400 pL a los cuales se les adicionaron 400 pL de NaCL (2490-Monterrey),
800 L de HCL (7647-01-0-J.T. Baker) y se agitaron durante 1 min. Posteriormente
se agrego 1.6 mL de cloroformo (34854-sigma) y se agité por aproximadamente 2
min para posteriormente centrifugar la muestra a 1900 g durante 5 min. Se recuper6
la fase acuosa para realizar una segunda extraccion y la fase organica fue

colectada. La fase organica de la primera y segunda extraccién se juntd y se
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evaporaron con nitrogeno. El extracto fue almacenado a -20°C hasta la
cuantificacion de S1P por cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC; Villa
et al., 2009; Sensken et al., 2010; Hernandez-Coronado et al., 2015).

El estandar de S1P (Sigma, Saint Louis USA-S 9666) y los extractos de medio de
cultivo fueron analizados por HPLC en un equipo automatizado Hitachi Elite
Lachrom L-2200 con una columna XTerra RP18 (5 um, 3.0X150 mm) utilizando una
precolumna de 2PK, XTerra RP18 (3.0 X 20 mm) y un detector de fluorescencia
Hitachi Elite Lachrom L-2485 con una longitud de onda de excitacion y emision de
340 y 435 nm respectivamente. La corrida del estandar y muestras del medio de
cultivo fueron derivatizados con O-phtalaldehyde (OPA) por 20 min y el loop-sistema
de inyeccion tanto para el estandar como para las muestras fue de 30 pl. La
derivatizacién consistio en tomar 50 pl del estandar o de la muestra para mezclarlos
con 50 ul de OPA (5mg OPA, 0.1mL de etanol, 10ul 2-mercaptoetanol y 9.9 mL de
acido borico pH 10.5 al 3% (p/v) como describe Merril et al (1988). Las corridas para
el estandar de S1P y el medio de cultivo fueron isocraticas utilizando como solvente
metanol y un buffer de fosfato de potasio con pH 7 (K2ZHPO4) 5 mM, (80:20), con

un flujo de 0.6 mL/min (Figura 13).



Figura 13. Esquematizacién de la identificacion de esfingosina 1- fosfato (S1P)
en medio de cultivo de células de la granulosa de bovino. A, estandar de S1P
identificado en un tiempo de retencién de 6.2 min y B, S1P determinado en
medio de cultivo con un tiempo de retenciéon de 6.1 min.

8.4.3. Identificacion de esfingosina cinasa 1 (SK1) en células de la

granulosa mediante Western Blot

Para identificar la proteina SK1 se realizaron 4 cultivos de células de la granulosa
que se cultivaron y fueron removidas por la adicion de 150 pL de buffer de lisis (150
mM de NaCL (2490-Monterrey), 20 mM de Tris HCL (161-0719-Biorad), 5 mM de
EDTA (8993-01-J. T. Baker), glicerol al 10% PH 7.4 (56915- J. T. Baker), 1% de
nonidet P-40 (213277-sigma), inhibidor de proteasas (0.20 mM de aprotinin, 5.25
mM de leupeptin y 1.8 mM de pespstatin A, P2714,sigma) y 1 mM de ortovanadato
de sodio como inhibidor de fosfatasas (S6508-sigma) seguido de raspados de cada
pozo de la placa de cultivo para desprender las células y colectandolas en tubos
Eppendorf. Se homogenizaron y centrifugaron a 13,000 rpm/30min/4°C y en el

sobrenadante se cuantificaron las proteinas mediante el método de Bradford,



(1976). Una alicuota con 40 ug de proteinas fue sometida a electroforesis en SDS-
PAGE, las proteinas fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa e incubadas
por 24h a 4°C con un bloqueador de fosfoproteinas (Phosphoprotein Blocker
Millipore-WBAVDPO001). Posteriormente se incubaron toda la noche a 4°C con los
anticuerpos primarios contra (Sphingosine Kinase 1 (Ser-225), phospho-specific
1:250, SP1641-ECM Bioscience y GAPDH 1:500, sc-59540-Santa Cruz
Biotechnology) como control de carga en Bloqueador de fosfoproteinas. Las
membranas se lavaron 3 veces/15 min con PBS-Tween-20 y se mantuvieron
incubadas con los anticuerpos secundarios (Anti-Rabbit 1706515-BIORAD y Anti-
Mouse 1706516-BIORAD para SK1 y GAPDH, respectivamente) por 24 h a 4°C en
PBS-Tween 20. La sefal fue detectada mediante el reactivo quimioluminiscente

Luminata Forte, WBLUF0500 (Millipore).

8.4.4. Efecto de un inhibidor de esfingosina cinasa 1 (SK-178) sobre la

produccion de S1P por células de la granulosa

Para determinar si los efectos de FSH y VEGF sobre la sintesis de S1P son
dependientes de la activacion de SK1, las células fueron estimuladas con 1 ng/mL
de FSH y 0.01 ng/mL de VEGF en presencia de 0, 5y 10 yM de un inhibidor de SK1
(SK-178, Calbiochem; 567732). Se realizaron 4 cultivos de células de la granulosa
y a cada tratamiento correspondieron 4 pozos. Después de 48 h de cultivo, se
colecté el medio de los 4 pozos correspondientes al mismo tratamiento y se realizé
extraccion y cuantificacion de S1P mediante HPLC como se describid

anteriormente.



8.5. EXPERIMENTO 2
B Elincremento en la sintesis de S1P maximiza los efectos proliferativos de
gonadotropinas, IGF-l y VEGF en células de la granulosa?
B S1P es necesario para la sobrevivencia y proliferacion de células de la

granulosa?

8.5.1. Efecto de diferentes dosis de FSH y VEGF sobre el numero de

células de la granulosa

Como primer paso para dar respuesta a las preguntas planteadas en el experimento
2, se implementaron 2 cultivos donde las células fueron estimuladas con diferentes
concentraciones de FSH (0, 0.1, 1y 10 ng/mL) y VEGF (0, 0.01,0.1,1, 10y 100) e
incubadas durante 48 h para determinar la dosis con la cual se tuvo el mayor
numero de células de la granulosa. El calculo del numero de células, se hizo por la

técnica de MTT descrito mas adelante.

8.5.2. Efecto de S1P sobre el numero de células de la granulosa

Para determinar el efecto de S1P sobre el numero de células de la granulosa, se
evaluaron cuatro dosis de este esfingolipido (0, 0.1, 1 y 10 ng/mL; Sigma, Saint
Louis USA-S 9666). Esta evaluacién se realizdé en 3 cultivos y cada pozo se tomo
como una repeticiéon (n=8 por tratamiento). Una vez identificada la dosis mas
efectiva de S1P, se probaron sus efectos sobre el numero de células de la

granulosa en 3 cultivos independientes asi como con 1 ng/mL de FSH. Los



tratamientos se adicionaron al medio de cultivo y las incubaciones fueron de 48 y
96 h, de acuerdo a lo siguiente: Control (O ng/mL de FSH y 0 ng/mL de S1P); 1
ng/mL de FSH, 0.1 ng/mL de S1P y su combinacién (1 ng/mL de FSH mas 0.1 ng/mL

de S1P). Para cada tratamiento se tuvieron 8 repeticiones.

8.5.3. Determinacién del numero de células de la granulosa

La determinacién de la proliferacion de células de la granulosa se realizd6 mediante
el ensayo de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)- 2,5-difenilltetrazolio (MTT) como
describe Rangel et al., 2009. El ensayo de MTT se fundamenta en la reduccién de
la sal de tetrazolio, MTT, por las células viables. Las deshidrogenasas presentes en
las células usan NADH o NADPH como coenzimas para convertir el MTT (soluble
en agua, de color amarillo) a cristales insolubles de formazan, color purpura (Cai et
al., 2015). Después del tiempo de incubacién se adicionaron 20 pL de la solucion
MTT (5 mg/mL de Tetrazolio-Sigma M5655, en medio de cultivo) a cada pozo y se
incubaron en una atmoésfera de 5% de CO2 a 37°C y 90% humedad durante 24 h.
Pasadas las 24 h se adicion6 a cada pozo 100 uL de buffer de lisis el cual contenia
5 mL de H20 destilada, 5 mL de N-Dimetilformamida (D4551-sigma), 2 g de SDS
(161-0301-Biorad), 500 uL de acido acético 1 N (9507-02- J. T. Baker) y 500 uL de
acido clorhidrico 1 N. Después, las células se incubaron por 4 h a temperatura
ambiente en obscuridad y se midi6 la densidad éptica 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 células de la

granulosa por pozo (15,750-252,000 células). Se dejo estabilizar por 1 hora en



incubadora, se adicioné MTT a cada pozo. Posterior a la incubacién con el MTT, se
lisaron las células a temperatura ambiente y finalmente se obtuvo la densidad optica
a 595 nm como se menciona. A través de una ecuacion de regresion se determind
la relacidon entre absorbancia y el numero de células con el programa Assay Zap

3.0.

8.5.4. El efecto de FSH y VEGF sobre el numero de células de la granulosa

depende de la sintesis de S1P

Para evaluar si el efecto de FSH y VEGF sobre la proliferacion depende de la
produccion de S1P, se realizaron cuatro cultivos con cuatro réplicas para cada
tratamiento a los cuales se les adicion6 0 y 5 yM de SK-178 (inhibidor de SK1) en
presencia o ausencia de 1 ng/mL de FSH 0 0.01 ng/mL de VEGF. Después de 48 y
96 h de cultivo, se obtuvieron 150 yL de medio de cultivo y el numero de células se

estimé por la técnica de MTT ya previamente descrita.

8.5.5. Efecto de S1P sobre el ciclo celular y la proporcién de células de la

granulosa hipodiploides mediante citometria de flujo

El efecto de S1P y FSH sobre el ciclo de las células de la granulosa, fue analizado
por citometria de flujo. Para este estudio se emplearon cuatro cutivos diferentes de
células de la granulosa compuestos por 8 pozos por tratamiento. Después de 48 h

de incubacion, las células fueron colectadas y organizadas en grupos por cada



tratamiento, se diluyeron a una concentracion final de 1.0 x 108 células/mL. Las
células fueron permeabilizadas con 125 pL por pozo de BD Cycletest Plus Buffer
Solution y el DNA fue marcado con ioduro de propidio usando Cycle Test Plus DNA
reagent kit (340242, Becton Dickinson Company, San José, CA, USA). La
proporcion de células de la granulosa en las diferentes fases del ciclo celular se
determind por su contenido de DNA nuclear en un citometro de flujo FACScan
(Becton Dickinson, San José, CA, USA) equipado con un laser de argén (488nm).
Se colectaron 25,000 eventos para cada muestra. Basados en su contenido de
DNA, los porcentajes de células en cada etapa del ciclo celular (GO/G1, S y G2/M)
e hipodiploides o apoptéticas (situadas a la izquierda de G0/G1), fueron calculadas

usando el programa Modfit Lt. 4.1.

8.6. EXPERIMENTO 3

B ;Coémo induce la S1P sus efectos en las células de la granulosa?

8.6.1. Efecto de S1P sobre el mecanismo de transactivacion del receptor 2

de VEGF (VEGFR2) en células de la granulosa

Con la finalidad de conocer si los efectos proliferativos de S1P en células de la
granulosa son inducidos a través de la transactivacion de VEGFR2, se realizaron 2
cultivos y cada pozo se tomé como una repeticion (n=8 por tratamiento). En el primer
cultivo, las células fueron estimuladas con 0.1 uM de S1P, 5y 10 uM de un inhibidor

de las proteinas Src-proteinas tirosina cinasa, I-Src (PP2, BML-E1297-0001, Enzo



Life Science) y 5 o 10 yM de un inhibidor de VEGFR2, I-VEGFR2 (CB0-P11,
US1676496, Merck Millipore), ambos inhibidores en presencia de 0.1 yM de S1P
para conocer la dosis ideal de los inhibidores. El segundo cultivo consistié en
estimular a las células con los siguientes tratamientos: control (medio sin
tratamientos), 0.1 yM de S1P 6 10 uyM de I-Src, 6 5 yM de I-VEGFR2 y su
combinacion (0.1 uM de S1P, 10 uM de I-Src, 5 uM de I-VEGFR2). Pasadas 48 h
de incubacion, se obtuvo el medio de cultivo y el numero de células se estimé por

MTT.

8.7. Analisis estadistico.

El efecto de FSH, VEGF asi como su interaccion con el tiempo de incubacion sobre
la produccion de S1P fue evaluado mediante analisis de varianza (ANOVA). Las
diferencias entre medias de las diferentes concentraciones de FSH y VEGF contra
el control fueron determinadas por la prueba de Dunnet’s. De igual forma, el efecto
de FSH, S1P y su interaccion con el tiempo sobre el numero de células de la
granulosa fue evaluado mediante ANOVA vy las diferencias entre los tratamientos
fue determinada por la prueba de Tukey’'s. En este caso, previo al analisis del
numero de células, los datos fueron transformados a valores logaritmicos para
corregir la heterocedasticidad de las varianzas. El efecto del inhibidor de S1P (SK-
178) sobre la produccién de S1P y el numero de células de la granulosa estimulada
o no con FSH y VEGF fue evaluado mediante ANOVA, seguido por la prueba de
Tukey’s. En todos los casos las réplicas de cada cultivo fueron consideradas como

efecto aleatorio. Por otro lado, el efecto de S1P y FSH sobre la distribucién de



células de la granulosa en las diferentes etapas del ciclo celular fueron analizadas
por regresion ordinal, seguida de una transformacién logaritmica de los datos. Los
resultados fueron entonces nuevamente transformados para obtener la proporcion
de células de la granulosa en cada etapa del ciclo celular. Finalmente, el efecto del
uso de inhibidores de las proteinas Src y del receptor tipo 2 de VEGF sobre el
numero de ceélulas de la granulosa fue evaluado mediante ANOVA, usando las
diferentes concentraciones de los tratamientos como efectos fijos y las réplicas de

cada cultivo fueron consideradas como efecto aleatorio.



9. Resultados

9.1. Lahormona foliculo estimulante (FSH) y el factor de crecimiento del
endotelio vascular (VEGF) incrementan la produccién de S1P en

células de la granulosa

La mejor respuesta en la produccion de S1P, se obtuvo con la adicion de 1 ng/mL
de FSH al cultivo de células de la granulosa, con esta dosis se tuvo un incremento
significativo en la concentracién de S1P (P<0.05) en el medio a 96 h de incubacién
respecto del grupo control (0 ng/mL de FSH, Figura 13 panel B). La adicion de 0.1
6 10 ng/mL de FSH, no modificé las concentraciones de S1P (P>0.05) respecto al
control (Figura 13).

En cuanto a VEGF solo se observé efecto de este factor de crecimiento sobre la
concentracion de S1P a las 48 h de cultivo (Figura 14 C) pero no a las 96 h (Figura
14 D). En los cultivos de 48 h con la adicion de 0.01 ng/mL de VEGF al medio de
cultivo, se incremento la concentracién de S1P (P<0.05) comparado con el control
(0 ng/mL de VEGF). En tanto que las concentraciones mayores de VEGF (0.1, 1,
10 y 100 ng/mL) produjeron concentraciones de S1P similares a los del grupo

control (Figura 14 panel C y D).



Figura 14. Concentracion de S1P en el medio de cultivo de células de la
granulosa de foliculos bovinos de 4-7 mm de diametro. (A) Efecto de FSH
sobre la produccion de S1P a las 48 h de incubacién. (B) Efecto de FSH sobre
la produccion de S1P a las 96 h de incubacion. (C) Efecto de VEGF sobre la
produccion de S1P a las 48h de incubacién. (D) Efecto de VEGF sobre la
produccion de S1P a las 96h de incubacidn. ay b: (Literales diferentes indican
diferencias significativas P < 0.05 entre tratamientos). Las concentraciones de
S1P se presentan como relativas a 10,000 células al final del cultivo.

Basados en los resultados anteriores, se probd si la combinacién de 1 ng/mL de
FSH con dosis crecientes de VEGF tenia un efecto sumatorio sobre la
concentracion de S1P en el medio de cultivo. Los resultados muestran que a las 48
h la adicion de VEGF en dosis crecientes, reduce casi de manera lineal la
concentracion de S1P en el medio y sdlo la combinacion de 1 ng/mL de FSH con
0.01 ng/mL de VEGF ocasiona un incremento (P<0.05) de S1P respecto al grupo
control (0 ng/mL), sin embargo este incremento no es diferente (P>0.05) comparado
al que se observa con el uso solamente de FSH (Figura 15 A). En cuanto a los

resultados a las 96 h (Figura 15 B), la concentracion de S1P tiene un

comportamiento bifasico en el cual hay una reduccion del esfingolipido al adicionar



0.01 y 0.1 ng/mL de VEGF en combinacion con 1 ng/mL de FSH, mientras que con
el uso de concentraciones mayores de VEGF hay un incremento lo cual es solo
significativamente mayor (P<0.05) respecto al control con 10 ng/mL de VEGF
(Figura 15 B). De manera similar que a las 48 h, a las 96 h ninguna combinacién de
FSH con VEGF incrementa las concentracion de S1P comparada con el uso de FSH
s6lamente (1 ng/mL). Con estos resultados es evidente que el uso de 1 ng/mL de
FSH 6 0.01 ng/mL de VEGF por separado en los cultivos es suficiente para producir

la mayor sintesis de S1P en las células de la granulosa.

Figura 15. Concentracion de S1P en medio de cultivo de células de la
granulosa de foliculos de bovinos de 4-7 mm de diametro. (A). Efecto de la
combinacién de 1 ng/mL de FSH y VEGF (0, 0.01.0.1,1,10 y 100 ng/mL) sobre
la producciéon de S1P alas 48 hy alas 96 h (B) de incubacion. (B). a y b:
(Literales diferentes indican diferencias significativas P < 0.05 entre
tratamientos). Las concentraciones de S1P se representan como relativas a
10,000 células al final del cultivo.
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9.2. FSH y VEGF estimulan la fosforilacion de esfingosina cinasa 1 (SK1)

en células de la granulosa

Los resultados indican que las células de la granulosa en cultivo tratadas con 1
ng/mL de FSH expresan el doble de la enzima SK1 fosforilada (pSK1) respecto al
control (células sin el estimulo de FSH y VEGF) (P<0.05), algo muy similar a lo
observado en células estimuladas con 0.01 ng/mL de VEGF (P<0.05), (Figura 15 A
y B). El aumento de pSK1 con estos dos tratamientos nos permite explicar por qué
se encontraron las mayores concentraciones de S1P cuando se adicionaron estos
mismos tratamientos 1ng/mL de FSH y 0.01ng/mL de VEGF a los cultivos (Figura
14).

Debido a que las dosis de 1 ng/mL de FSH (96 h) y 0.01 ng/mL de VEGF (48 h)
mostraron una mejor respuesta en la sintesis de S1P por las células de la granulosa
(Figura 14) y a que con estas dosis se incrementa la concentracion de pSK1 (Figura
16 A y B), se evaluod si la inhibicidn de esta enzima reduce la sintesis de S1P en
presencia o no de FSH y VEGF. Los resultados muestran que la adicion de SK-178
(inhibidor especifico de SK1) disminuy6é dramaticamente la produccion de S1P de
manera dosis dependiente en células cultivadas FSH y VEGF. Interesantemente,
cuando las células fueron estimuladas con FSH y VEGF en presencia de SK-178 (5
y 10 uM), las concentraciones de S1P en el medio de cultivo se redujeron a niveles

similares a los del control (Figura 16 C y D).
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Figura 16. Anadlisis de Esfingosina cinasa 1 fosforilada (pSK1) mediante
Western blot (A). Cuantificacion mediante la densidad relativa de la banda de
SK1 fosforilada en células de la granulosa de bovino estimuladas por el factor
de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) 6 con la hormona foliculo
estimulante FSH (B). Efecto del inhibidor de SK1 (SK-178) sobre la produccion
de esfingosina 1-fosfato (S1P) por células de la granulosa de bovino de
foliculos de 4-7 mm de diametro después de 48 h de cultivo con o sin 1 ng/mL
de FSH (C) o 0.01 ng/mL de VEGF (D).

9.3. FSH y VEG incrementan el numero de células de la granulosa en

cultivo

La adicién de 1 ng/mL, asi como 0.01 y 0.1 ng/mL de VEGF incrementaron el
numero de células de la granulosa viables (P<0.05) después de 48 h de incubacion,

respecto al control. Sin embargo, el uso de dosis mas altas de estas hormonas no



modifico la viabilidad de las células, sino que se redujo a niveles similares a los del

grupo control (Figura 17).

Figura 17. Efecto de diferentes dosis de la hormona foliculo estimulante (FSH)
y el factor de crecimiento endotelio vascular (VEGF) sobre el nimero de
células de la granulosa a las 48 h de incubacién.

9.4. Esfingosina 1-fosfato incrementa el niumero de células de la

granulosa en cultivo

En cuanto al efecto de S1P sobre la proliferacion de células de la granulosa, los
resultados muestran que la adicién de 0.1 yM de S1P a los cultivos incubados por
48 y 96 h, incrementa (P<0.05) el numero de células comparado con el grupo
control. Sin embargo el uso de (10 uM) de S1P provocé que el numero de células
se reduzca (P>0.05) en comparacion con el control y con el uso de 0.1 uM de S1P
(Figura 18 Ay B).

Basados en estos resultados se evalu6 si el uso de 0.1 uM de S1P tiene efectos
similares sobre la proliferacién en cultivos de células de la granulosa que los que se

obtuvieron con 1 ng/mL de FSH. Los resultados muestran que efectivamente a las



48 (Figura 19 A) y 96 h (Figura 19 B), el uso de S1P en el medio de cultivo
incrementa (P<0.05) el numero de células de manera similar al observado con el
tratamiento con FSH. Sin embargo, cuando se trataron las células con la
combinacion de FSH y S1P, se observé un incremento en el numero de células de
la granulosa, respecto al grupo control, pero no diferente al observado con los
tratamientos con FSH o S1P por separado (Figura 19 Ay B), lo que indica que sus

efectos no se suman.
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Figura 18. Efecto de esfingosina-1-fosfato (0, 0.1, 1 y 10 uM) sobre el nimero
de células de la granulosa incubadas por 48 h (A) y 96 h (B). a, b y c indican
diferencias significativas entre tratamientos P <0.05.
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Figura 19. Evaluacion del numero de células de la granulosa de bovino
después de 48 h (A) y 96 h (B) de incubacién con esfingosina-1- fosfato (S1P,
0.1 puM), FSH (1 ng/mL) o la combinacién de ambos. a y b indican diferencias
significativas entre tratamientos P <0.05.

9.5. El efecto de FSH y VEGF sobre el nimero de células de la

granulosa depende de la sintesis de S1P

Como mostré antes, el tratamiento con 1 ng/mL de FSH y 0.01 ng/mL de VEGF
incrementan el numero de células de la granulosa (P <0.05) a las 48 y 96 h de cultivo

(Figura 17). No obstante, la adicion de SK-178 como inhibidor de SK1 (5 uM) en



presencia de FSH 6 VEGF produjo una reduccion del numero de células de la
granulosa en ambos tiempos de incubacién (P <0.05), caso contrario a lo que
sucedio con la adicién de SK-178 (5 yM) en usencia de estimulo de FSH y VEGF
donde no se afectd el numero de células de la granulosa cultivadas a las 96 h pero
si alas 48 h aunque estadisticamente el numero de células fue inferior a lo mostrado

con 1 ng/mL de FSH (P <0.05, Figura 20).

Figura 20. Efecto de un inhibidor de esfingosina cinasa 1 (SK-178) sobre el
numero de células de la granulosa de foliculos de 4-7 mm de diametro
después de 48 (A) y 96 h (B) de incubaciéon en presencia o ausencia de 1 ng/mL
de FSH 6 0.01 ng/mL de VEGF. a, b y ¢ indican diferencias significativas entre
tratamientos (P <0.05).



9.6. Esfingosina 1-fosfato induce la proliferacion de células de la

granulosa en cultivo, estimada por citometria de flujo

El efecto de diferentes dosis de S1P (0, 0.1, 1 y 10 uM) sobre la proliferacion de
células de la granulosa se hizo evidente, por el incremento de células en la etapa
S y G2/M del ciclo celular (P <0.05). Similarmente, la proporcién de células con
contenido hipodiploide de DNA se incrementd con la dosis de S1P. Es importante
resaltar que la adicion de 10 yM de SIP, incrementd 3.6 y 2.1 veces (P <0.05) mas
la proporcién de células hipodiploides comparado con el control con 0.1 y con 1 yM
de S1P (Figura 21 A).

Para precisar los datos obtenidos con la técnica de MTT sobre el numero de células
de la granulosa en presencia de 0.1 uM de S1P, 1 ng/mL de FSH 6 su combinacion.
Se evalué la proporcion de células de la granulosa en fase S y G2/M después que
fueron sometidas a los diferentes tratamientos. Los resultados indican que el
tratamiento con 0.1 uM de S1P o bien con 1 ng/mL de FSH incrementa la proporcion
de células de la granulosa en las fases S y G2/M del ciclo celular. En general, estos
dos tratamientos produjeron una distribucion similar en las fases del ciclo celular y
estadisticamente diferente (P< 0.05) a la de las células del grupo control. Sin
embargo, cuando se uso la combinacioén de 0.1 yM de S1P mas 1 ng/mL de FSH
como tratamiento para las células de la granulosa, la distribucién de éstas, en las

fases del ciclo celular fue similar a la del grupo control (Figura 21 B).
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Figura 21. Efecto de S1P (0, 0.1, 1 y 10 ) sobre la distribuciéon de células de la
granulosa en las diferentes etapas del ciclo celular (A) asi como, en presencia
de 1 uM de S1P y 1 ng/mL de FSH o su combinacion (1 uM de S1P y 1 ng/mL
de FSH) (B). Las células de la granulosa fueron colectadas de foliculos
ovaricos de bovino de 4-7 mm de diametro y cultivadas durante 48 h. ay b
indican diferencias significativas en la distribucion de las células en el ciclo
celular contra el control (P <0.01). (C) Representacion de un histograma
obtenido por citometria de flujo donde se esquematizan todas las fases del
ciclo celular en células de la granulosa de bovino. GO/G1 corresponden a
células que estan quiescentes o que estan por iniciar su multiplicacion. S, son
células que estan en sintesis, es decir replicando su ADN. G2, células que se
preparan para dividirse y M, células que se estan dividiendo. Las células
hipodiploides son aquellas que presentan ADN fragmentado (apoptoéticas).

9.7. S1P promueve la proliferacion de células de la granulosa en cultivo

mediante la transactivacion de VEGFR2

Los resultados del niumero de células de la granulosa en cultivo en respuesta a S1P
o a inhibidores de Src y VEGFR2 mostraron un numero mayor de células de la

granulosa en los cultivos estimulados con 0.1 yM de S1P respecto al control



(P<0.05). Sin embargo, en presencia de 5 y 10 yM de I-VEGFR2 (inhibidor
especifico del receptor), asi como de 5 uM de I-Src (proteinas con actividad tirosina
cinasa), el numero de células de la granulosa se redujo (P<0.05) hasta niveles
similares a los del grupo control. Lo mismo fue observado con la combinacion de los
inhibidores en presencia de 0.1 yM de S1P (Figura 22 A y B). Interesantemente los
efectos de S1P sobre el numero de células de la granulosa en presencia de 10 yM
de I-Src se redujeron (P<0.05) incluso, por debajo del grupo control (Figura 22 A'y

B).

Figura 22. La S1P estimula la proliferacion de células de la granulosa via la
transactivaciéon del VEGFR2. A) Efecto de diferentes dosis de I-Src e I-VEGFR2
en presencia de S1P sobre el numero de células de la granulosa. B) Efecto de
S1P sobre el numero de células de la granulosa en presencia de 5y 10 uM de
I-VEGFR2 e I-Src respectivamente 6 su combinacién (S1P/I-VEGFR2/I-Src). a,
b y c indican diferencias significativas entre tratamientos (P <0.05).



10.Discusion

En el presente trabajo se demuestra que tanto FSH como VEGF incrementan la
sintesis de S1P en células de la granulosa en cultivo a través de la activacion de
SK1. También nos indica que S1P incrementa el numero de células de la granulosa
viables y su proliferacion de manera similar a lo observado por efecto de la
presencia en el cultivo de FSH y VEGF. Los resultados de los experimentos
sustentan que FSH y en menor medida VEGF promueven la sintesis de S1P en
las células de la granulosa y que este esfingolipido actua de manera autécrina o
paracrina favoreciendo la sobrevivencia y proliferacion de estas células, muy
probablemente a través de la transactivacion de VEGFR2.

El desarrollo folicular involucra la diferenciacion, proliferacion y sobrevivencia de las
células de la teca y de la granulosa, estos procesos son estimulados por las
gonadotropinas, estroégenos, asi como por factores de crecimiento dentro de los
cuales destaca VEGF (Fogui et al., 1998; Flores et al., 2005; Vasquez y Olivera,
2010). Los foliculos ovaricos antrales contienen un ovocito rodeado por células de
la granulosa, una lamina basal y capas de células de la teca interna y externa. El
crecimiento y maduracion de estos foliculos durante el reclutamiento ciclico del
desarrollo folicular estéa determinado por la hormona FSH (Hunzicker Dunn vy
Maizels, 2006). La FSH tiene receptores situados exclusivamente en células de la
granulosa y por esta razén es la encargada de orquestar su proliferacion,
crecimiento y diferenciacién (Hunzicker Dunn y Maizels, 2006). En células de la
granulosa de gallina in vitro, Lin et al., (2011) demostraron que el tratamiento con

FSH incrementa la expresiéon del antigeno nuclear de células en proliferaciéon



(PCNA) y reduce el porcentaje de células apoptoticas. De manera similar, Mani et
al., 2010 mostraron que la adicion de altas dosis de FSH (50 ng/mL) reduce la
expresion del ARNm de BAX (activador de apoptosis,) en células de la granulosa
de bovino. Asimismo, el tratamiento con 1 ng/mL de FSH a cultivos de células de
la granulosa de bovino redujo la expresion del factor de crecimiento transformante
beta 1 (TGF-B1), de la caspasa 3 activa e incrementd el porcentaje de células en
etapa S+G2/M del ciclo celular (Zheng et al., 2009). Ademas, de las gonadotropinas,
existen evidencias que indican que los factores de crecimiento, tales como el VEGF
a través de su receptor 2 también estan implicados en controlar la fase de
reclutamiento y seleccion durante el desarrollo folicular (Zimmermann et al., 2001 y
2003) y existe informacién que indica que es un factor importante en la proliferacion
y sobrevivencia de células de la granulosa (Rosales-Torres et al., 2012). Greenaway
et al., (2004) demostré que la adicion de 50 ng/mL de VEGF a células de la
granulosa en cultivo, reduce la expresion de la caspasa 3 activa protegiendo a las
células de la apoptosis, ademas la estimulacién con 1 ng/ml VEGF promueve la
proliferacion de células de la granulosa (Doyle et al., 2010). En nuestras manos
pudimos comprobar que con 1 ng/mL de FSH, asi como con 0.01 y 0.1 ng/mL de
VEGF se incrementd el numero de células de la granulosa en los cultivos, con lo
cual corroboramos los efectos que otros autores han descrito para FSH y VEGF en
este tipo de células.

Por otro lado, en la actualidad, ademas de las gonadotropinas, esteroides y los
factores de crecimiento, se ha visto una participacion sobresaliente de los SPLs a
nivel reproductivo (Guo et al., 2014) especificamente durante el desarrollo folicular.

Los SPLs tienen un papel importante en los conocimientos novedosos acerca de



la biologia de la membrana celular y del papel importante de estos compuestos
como segundos mensajeros al modular la homeostasis celular, participar en
diversas vias de sefalizacién y por responder a una gran variedad de estimulos
(Salmanzadeh et al., 2013). Dentro de los principales SPLs destacan Sph, Cer,
Ceramida 1-fosfato y S1P. Este ultimo esfingolipido despertado mucho interés en
la investigacion por ser una molécula bioactiva que regula procesos biologicos de
manera intracelular y extracelular en diversos tejidos (Guo et al., 2014). La
produccion de S1P esta determinada por la transformacion de Sph a S1P por efecto
de la enzima SK1 (Maceyka y Spiegel, 2014). Los procesos modulados por S1P
son, entre otros: la regulacion del crecimiento celular, la proliferacion, diferenciacion,
sobrevivencia celular y migracion (Sun et al., 2010). Estudios recientes en nuestro
laboratorio mostraron que las células de la granulosa de foliculos sanos de bovino,
contienen tres veces mas S1P que los foliculos atrésicos (Hernandez et al., 2015).
En el presente estudio demostramos que cuando se adiciona FSH y en menor
medida VEGF al medio de células de la granulosa en cultivo, se incrementa la
concentracion de S1P respecto a los niveles detectados en el grupo control, lo cual
indica que S1P es un mediador para los efectos troficos de FSH y VEGF sobre
células de la granulosa. Tanto FSH como VEGF provocaron el incremento de SK1-
fosforilada, de manera que, cuando en los cultivos se inhibié a esta enzima, se
redujo la concentracion de S1P en el medio en presencia o no de FSH (46% y 70%
respectivamente) y VEGF (47% y 61% respectivamente). Se conoce que la sintesis
de S1P depende de la activaciéon de SKs (SK1 y SK2, Takabe et al., 2008), sin
embargo la participacion de SK1, es mas importante debido a que ésta se traslada

del citoplasma a la membrana plasmatica donde reside su sustrato Sph, originando



una produccion localizada de S1P en la superficie de la célula (Jarman et al., 2010).
Ademas esta enzima es estimulada por una gran variedad de moléculas, que
median la activacion de PKC (Johnson et al., 2002). La activacion de SK1 depende
de la accion de factores de crecimiento (Pitson et al., 2005) los cuales incluyen al
factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF, Hobson et al., 2001), el factor
de crecimiento epidermal (EGF, Sarkar et al., 2005), citocinas (TNF-a, Xia et al.,
2002; Pettus et al., 2003), el factor de crecimiento de hepatocitos (Duan et al., 2004),
hormonas esteroides (E2) (Sukocheva et al., 2006), ligandos GPCR (acetylcholine,
van Koppen et al., 2001), acido lisofosfatidico (Delon et al., 2004 ), asi como la propia
S1P (Meyer zu Heringdorf et al., 2001) y VEGF (Shu et al., 2002, Spiegel and
Milstien, 2003;Taha et al., 2006; Alvarez et al., 2007, Takabe et al., 2008).

En diferentes tipos celulares (endoteliales y cancerigenas), la union de VEGF a
VEGFR2 induce la activacion de PKC, lo cual provoca un incremento en la sintesis
de S1P a través de la activacion de la enzima SK1. Este incremento reduce los
niveles de Sph y la inhibicion de las proteinas activadoras de GTpasas y RasGAP
(Shu et al., 2002; Spiegel y Milstien, 2003). Por otro lado, se conoce que la
sefalizacion de FSH es mediada principalmente por la activacién de PKA vy la
subsecuente activacion de las MAPK y de la via PI3K/AKT en células de la
granulosa para modular los procesos de sobrevivencia, proliferacion vy
esteroidogénesis (Bernard et al., 2010). Con este trabajo se demuestra por primera
vez que FSH esté involucrado en la sintesis de S1P gracias a la activacion de SK1,
sin embargo para este caso no se tiene clara la ruta que puede seguir esta hormona
para provocar este estimulo. En células de la granulosa de porcino en cultivo, a

través de la subunidad Gaq11, la FSH, también puede activar a la PKC generando



diferenciacion, expansion del cumulus y maduracion de estas células (Yamashita et
al., 2014). Si esto ocurriera igual en las células de la granulosa de los bovinos es
probable entonces que FSH, utilice la via PKC para estimular la sintesis de S1P en
estas células, de manera similar a la via utilizada por VEGF.

En el presente trabajo, el uso de dosis altas de VEGF (0.1, 1y 10 y 100 ng/mL), de
FSH (10 ng/mL) o bien la combinacién de altas dosis de VEGF y 1ng/mL de FSH
al medio de cultivo no ocasionaron mejor respuesta en la concentracion de S1P
en las células de la granulosa en cultivo. Se sabe que en las células de la granulosa
de bovino en un sistema libre de suero, el estimulo con dosis altas de FSH (1 ng/mL)
afecta las concentraciones de E2 y a dosis mas altas de esta hormona se reduce la
proliferacion de estas células en foliculos de 4-8 mm de diametro (Gutiérrez et al.,
1997). Ademas en células de la granulosa de bovino en cultivo bajo el estimulo de
altas concentraciones de VEGF (10 y 100 ng/mL) disminuyé la respuesta
proliferativa. Interesantemente en el mismo estudio el uso de VEGF solo (1 ng/mL)
genero efectos proliferativos, aunque en combinacién con 10 ng/mL de FSH no tuvo
efecto sobre la expresion de enzimas esteroidogénicas (CYP11A1) e incluso
exacerbo la proliferacién de células de la granulosa de foliculos de 4-8 mm de
diametro (Doyle et al., 2010). Existen evidencias claras que sugieren que en
presencia de altas concentraciones de alguna molécula, se ven afectados los
receptores (Hsueh y LaPolt, 1992). Como ejemplo podemos mencionar que bajas
dosis de FSH incrementan los sitios de unién de esta hormona en paralelo al
incremento en los niveles del ARNm de su receptor, mientras que altas dosis de
FSH regulan a la baja los receptores (internalizandolos) asi como los niveles de su

ARNmMm, sugiriendo una supresion en la respuesta celular a concentraciones altas



del ligando (Simoni et al., 1997). Ademas, de estas evidencias, es importante
mencionar que los niveles de S1P en la célula son regulados mediante su sintesis
y degradacién. Cuando los niveles de S1P son altos, ésta pueda ser desfosforilado
por fosfatasas especificas las cuales la convierten a Shp y mediante una
ceramidasa sintasa la tranforman en Cer (Strub et al., 2010; Mendelson et al., 2014).
Asi mismo, la S1P puede ser eliminada por una S1P liasa generando un aldehido
graso (hexadecenal) y a una fosfoetanolamina como un paso final durante la
degradacion de SPLs (Strub et al., 2010; Mendelson et al., 2014; Dai et al., 2014).
Estas evidencias nos permiten comprender porqué el uso de altas concentraciones
de FSH y VEGF asi como su combinacién redujeron la sintesis de S1P.

De manera interesante, los resultados de este trabajo mostraron que el uso de 0.1
MM de S1P incrementd el numero de células de la granulosa viables y la proporcion
de estas células en proliferacion, esto pudo deberse a un incremento en la division
celular o bien una reduccién en la muerte celular. Dentro de las funciones mas
importantes de S1P destacan la regulacion de la proliferacién, crecimiento,
sobrevivencia y migracion celular en células endoteliales (Kimura et al., 2000),
ovocitos (Guo et al., 2014), células satélites (Calise et al., 2012) y principalmente en
células cancerigenas (Daum et al., 2009; Bartke y Hannum, 2009). Estudios in vivo,
en ratones tratados con S1P previo a terapia de radiacién, demostraron que rescaté
a los ovocitos de la apoptosis (Morita et al., 2000). Ademas la inyeccién de S1P (2
mM) dentro de la bursa ovarica, protegio a los foliculos primordiales ante el estimulo
de quimioterapia en ratas (Jurisicova et al., 2006; Kaya et al., 2008). Similarmente,
en cultivo de células de la granulosa luteinizadas de humano se observo el efecto

protector de S1P (1 y 10 mM) en presencia de perdxido de hidrégeno como inductor



de apoptosis (Nakahara et al., 2012). De manera general se conocen dos
mecanismos mediante los cuales la S1P genera sus efectos sobre la célula (Takabe
et al.,, 2008): 1) La unién de S1P con alguno de sus 5 receptores, activa las
diferentes proteinas G de los receptores (Gi, Gq y G12/13) y la distribucién de los
receptores puede depender del tejido ya que los receptores S1PR1, S1PR2 y
S1PR3 se localizan principalmente en miocitos, células endoteliales, leucocitos,
fibroblastos y células de la granulosa de mujer (Nakahara et al., 2012) y los
receptores S1PR4 y S1PR5 estan limitados al sistema inmune y al sistema nervioso
central respectivamente (Chun y Hartung 2010). En células endoteliales, S1PR1 y
S1PR2 son conocidos por participar en el desarrollo vascular (Shoham et al., 2012;
Mendelson et al., 2013), la estimulacion de S1PR1 y/o S1PR3 frecuentemente
modula la proliferacion celular y migracion en células cancerigenas, mientras que
S1PR2 puede inhibir la proliferacion celular y migracion (Rosendfelt et al., 2001;
Sukocheva et al., 2006). La sefializacién generada por la union de S1P a receptores
anclados a proteina Gi (S1PR1 y S1PR3), promueve la activacién de pequefas
trifosfatasas de guanosina (GTPasa), Ras y ERK para promover la proliferacién,
ademas activa a PIBK/AKT vy a la proteina cinasa B, para favorecer un incremento
en la sobrevivencia inhibiendo la apoptosis (Brinkmann, 2007). 2) Otro de los
mecanismos que usa la S1P es que al sintetizarse, actua intracelularmente
activando directamente la via de sefalizacién ERK e inhibiendo a las cinasas C-Jun
N-terminal (JNK) para bloquear la apoptosis intrinseca (Maceyka et al., 2002),
ademas de modular la poliubiquitinacion de las proteinas cinasas RIP1 las cuales
son una plataforma en la via de NF-kB y asi regular la sobrevivencia celular (Pyne

etal., 2016). Ademas, la activacion de SK1 y la subsecuente sintesis de S1P genera



el desplazamiento de las RasGAPS (proteinas activadoras de Ras) de la Sph para
incrementar los niveles de Ras-GTP llevando a la activacion de la via ERK/MAPK y
asi la division celular (Shu et al., 2002; Spiegel y Milstien, 2003). Basados en estas
evidencias podemos sustentar que el aumento observado en el numero de células
en presencia de S1P puede ser consecuencia de un incremento en la divisidon
celular, una reduccion de la muerte celular o bien, ambos. El efecto directo de S1P
sobre la proliferacién celular, pudimos comprobarlo cuando el uso de un inhibidor
de la SK1 redujo la sintesis de S1P y el numero de células de la granulosa, aun en

presencia de FSH y VEGF.

La via de sefializacién que sigue FSH al unirse a su receptor acoplado a proteina
Gs en las células de la granulosa, es ampliamente conocida. La union hormona
receptor estimula a la adenilato ciclasa (AC) induciendo la sintesis de AMPc para
activar a la PKA para: i) facilitar el transporte de colesterol a la mitocondria y
favorecer la esteroidogénesis, activa la via de PISK/AKT generando efectos de
proliferacion y sobrevivencia, ii) activar factores de transcripcion en el nucleo para
la sintesis de ARNm de enzimas de la esteoidogénesis, receptores para FSH y
proteinas antiapoptoticas y iii) catalizar la activacion de la via de las MAPK
generando también diferenciacion y proliferacién celular (Fuller et al., 2002; Alam et
al., 2004; Bernard et al., 2009). De acuerdo con los resultados de esta investigacion,
la distribucién de las células de la granulosa en las distintas etapas del ciclo celular
fue igual entre las células del grupo control y las que fueron tratadas con FSH (1
ng/mL) mas 0.1 yM de S1P, mientras que esta distribucién fue distinta cuando las

células se trataron por separado con S1P é FSH (Figura 21). La similitud en la



proporcion de células en las fases del ciclo celular cuando se estimularon con S1P
6 con FSH, indica que S1P no es solo un paso intermedio en la sefalizacion de
FSH, sino que este esfingolipido ejerce sus efectos a través de sus propios
receptores y que tiene impactos tan efectivos en la proliferacion de las células de
la granulosa como los conocidos para la FSH. Los resultados también dejan claro
que las células de la granulosa necesitan de la FSH para producir S1P, pero luego
este esfingolipido sigue su propia ruta de sefalizacion.

No obstante, el estimulo con altas dosis de S1P (10 yM) redujeron el numero de
células de la granulosa viables y su proliferacion probablemente por una regulacién
a la baja de los receptores de S1P. Como ya se ha mencionado, uno de los
mecanismos de accién de S1P es a través de la unién con sus receptores, de los
cuales se sabe que estan presentes en células de la granulosa (Becker et al., 2011).
No obstante, estudios en linfocitos han demostrado que altos niveles de S1P
provocaron la internalizacién del receptor S1PR1 y con esto una reduccién de la
proliferacion y migracion celular (Schwab et al., 2005; Pappu et al., 2007; Rivera et
al., 2008). Ademas, se ha sugerido que altas concentraciones de S1P (>1 uM),
pueden ser convertidos por varias reacciones a Cer (Allende et al., 2013) y con ello
promover la apoptosis y reducir la proliferacion (Jin et al., 2003; Spiegel and
Kolesnick, 2002; Van Broclyn and Williams, 2012). O bien, S1P ser eliminada de la
célula por la accion de una S1P liasa (Dai et al., 2014). En células cancerigenas, la
inhibicion de la enzima S1P liasa causé incremento de la proliferacion celular y
disminuy® la apoptosis por parte de S1P (Oskouian et al 2006; Brizuela et al., 2012).
Otras evidencias en células T de humano en cultivo, muestran que la adicién de 10

MM de S1P redujo su proliferacién (Jin et al., 2003). En células mesangiales de rata,



el estimulo con 10 uM de S1P detectd una evidente de proporciéon de células en las
fase S, G2/M, pese a esto, los efectos apoptoticos (células hipodiploides)
permanecieron significativos (Gennero et al., 2002) caso muy similar al de nuestros
resultados donde con el uso de 10 yM de S1P incrementd la proporcién de células
en fase G2/M pero también las hipodiploides. Es importante recordar, que otro de
los mecanismos de accion de S1P, es actuar como sefalizador intracelular
independiente de su receptor para favorecer la proliferacion celular a través de la
via ERK principalmente (Maceyka et al., 2002). Sin embargo una hiperestimulacion
por parte de S1P exdgeno ocasiona una prolongada activacion de la via ERK
generando arresto del ciclo celular y muerte contrario a sus efectos mas conocidos
(Shin et al., 2007). Dependiendo del tipo celular y estimulo, ERK puede generar
diferentes eventos antripoliferativos como apoptosis intrinseca o extrinseca
in vitro e in vivo por la induccion de liberacion de citocromo mitocondrial y por
activacién de caspasas (Cagnol y Chambard, 2009). Estas teorias sustentan los
resultados obtenidos en células de la granulosa de bovino en cultivo, donde el
tratamiento con 0.1 uM de S1P o mas incremento la proporcion de células en la fase
(G2/M) pero algo interesante fue que altas dosis de S1P (10 pM) ademas
incrementaron la proporcion de células de la granulosa de bovino en apoptosis
(células hipodiploides).

Finalmente, ademas de los mecanismos mencionados por los cuales S1P favorece
la sobrevivencia y proliferacion, se ha postulado principalmente en células
endoteliales que S1P al unirse a su receptor activa a VEGFR2 por un mecanismo
conocido como transactivacion (Tanimoto et al., 2002; Spiegel y Milstien, 2003). La

transactivacion es mecanismo mediante el cual al activarse los receptores



acoplados a proteinas G se da la activacion de receptores tirosina cinasa en
ausencia de su propio ligando. Este mecanismo depende de senales intracelulares
en las que participan las subunidades de la proteina G, complejos de proteinas, y
fendmenos de fosforilacion (Sanchez y Arias, 2004). La union de S1P con su
receptor 1 (S1PR1) acoplado a proteina G activa a la Gi/o llevando a la activacién
de las proteinas Src lo cual resulta en la fosforilacion y transactivacion de VEGFR2
(Spiegel y Milstien, 2003). Esto lleva a la activacion de diversas vias de sefalizacion
dentro de las cuales destaca la activacion de proteinas Src, de las proteinas
adaptadoras Crkll, de PI3K, de PKB/AKT y la enzima éxido nitrico sintasa endotelial
(eNOS) necesaria para la sintesis de 6xido nitrico. Estas vias son importantes para
el movimiento celular y la remodelacion vascular. Por otro lado, la activacion de la
via PKB/AKT favorece la proliferacién celular y la activacion de PLC incrementa los
niveles de calcio intracelular (Tanimoto et al., 2002; Spiegel y Milstien, 2003;
Sanchez y Arias, 2004). En células ML-1 de carcinoma de tiroides se demostro
una fosforilacion del VEGFR2 por parte de S1P lo que favorecio la proliferacion y
migracion de estas células (Balthasar et al., 2008). En células madre embrionarias
de ratdén en cultivo, la transactivacion del VEGFR2 mediada por S1P (0.1-10 uM) a
través de la union con sus receptores 1/3 es necesaria para la activacion de la via
B-arrestinas/Src y el incremento de la proliferacién celular (Ryu et al., 2014). En el
presente trabajo, cuando en los cultivos usamos un inhibidor del VEGFR2 asi como
un inhibidor de las proteinas Src en presencia de S1P, se redujo la proliferacion de
las células de la granulosa, lo cual sugiere que los efectos de S1P en este tipo de

células, pueden estar mediados por la transactivacion de VEGFR2.



11.Conclusiones

Los resultados del presente trabajo muestran por primera vez que:

B VEGF y FSH incrementan la sintesis de S1P en cultivo de células de la
granulosa de bovino a través de incrementar la concentracion de la
enzima SK1 fosforilada.

B La sintesis de S1P inducida por VEGF y FSH incrementa el nimero de
células de la granulosa viables y la proporcion de células en proliferacion.

B Altas dosis de S1P (10 yM) aumentan la proporcion de células de la
granulosa de bovino hipodiploides.

B Los efectos de S1P sobre la proliferacion de células de la granulosa de
bovino en cultivo, son mediados probablemente por la transactivacion de
VEGFR2.

En sintesis, este trabajo atribuye una funcion importante a S1P en la proliferaciéon
y sobrevivencia de las células de la granulosa de bovinos, también destaca que su
sintesis es promovida por FSH y VEGF y que suma sus efectos a las de estas
hormonas para provocar el desarrollo folicular y mantener la integridad de dichas

células (Figura 23).



Figura 23. La Hormona foliculoestimulante (FSH) y
el factor de crecimiento del endotelio vascular
(VEGF) como moduladores de la producciéon de
esfingosina 1-fosfato (S1P) y efecto de este
esfingolipido sobre la proliferacion y sobrevivencia
de células de la granulosa. Receptor de FSH (FSH-
R), receptor 2 de VEGF (VEGFR2), proteina cinasa C
(PKC), esfingosina cinasa 1 (SK1).
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from insults such as oxidative stress and radiotherapy, and S1P concentrations are greater in healthy than
atretic large follicles. Hence, we postulate that S1P is fundamental in follicle development and that it is
activated in ovarian granulosa cells in response to FSH and VEGF. To test this hypothesis we set out: i) to
evaluate the effect of FSH and VEGF on S1P synthesis in cultured bovine granulosa cells and ii) to analyse
the effect of S1P on proliferation and survival of bovine granulosa cells in vitro. Seventy five thousand
bovine granulosa cells from healthy medium-sized (4-7 mm) follicles were cultured in 96-well plates

Keywords:
Sphingosine 1-phosphate
Sphingosine kinase 1

Granulosa cell culture in McCoy’s 5a medium containing 10 ng/mL of insulin and 1 ng/mL of LR-IGF-I at 37 °C in a 5% CO,/air
FSH atmosphere at 37 °C. Granulosa cell production of S1P was tested in response to treatment with FSH
VEGF (0, 0.1, 1 and 10 ng/mL) and VEGF (0, 0.01, 0.1, 1, 10 and 100 ng/mL) and measured by HPLC.
Bovine Granulosa cells produced S1P at 48 and 96 h, with the maximum production observed with 1 ng/mL of

FSH. Likewise, 0.01 ng/mL of VEGF stimulated S1P production at 48, but not 96 h of culture. Further,
the granulosa cell expression of sphingosine kinase-1 (SK1), responsible for S1P synthesis, was demon-
strated by Western blot after 48 h of culture. FSH increased the expression of phosphorylated SK1
(P <0.05) and the addition of a SK1 inhibitor reduced the constitutive and FSH-stimulated S1P synthesis
(P <0.05). Sphingosine-1-phosphate had a biphasic effect on granulosa cell number after culture. At low
concentration S1P (0.1 pM) increased granulosa cell number after 48 h of culture (P < 0.05) and the pro-
portion of cells in the G2 and M phase of the cell cycle (P <0.05), whereas higher concentrations
decreased cell number (10 uM; P < 0.05) by an increase (P < 0.05) in the proportion of cells in apoptosis
(hypodiploid cells). In addition, treatment with SK-178 suppressed the FSH- and VEGF-stimulated rise of
the granulosa cells number (P < 0.05). Interestingly, the effect of 0.1 pM S1P on granulosa cell number
and their proportion in G2/M phases is similar to that observed with 1 ng/mL FSH. The results of this
study are the first to demonstrate sphingosine-1-phosphate (S1P) synthesis in granulosa cells under
the control of FSH and VEGF. The later achieved through the regulation of sphingosine kinase 1 expres-
sion. This S1P augments the proportion of cells in the G2/M phase of the cell cycle that translates in
increased granulosa cell proliferation.

© 2016 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction linked receptors, as well as ensuing intracellular signal transduc-

tion (Bartke and Hannun, 2009). It has been shown to stimulate

Sphingosine-1-phosphate (S1P) is a bioactive polar sphingolipid proliferation, growth, survival, cell migration, inflammation, and

which acts as an extracellular ligand, binding to specific G-protein angiogenesis in various cell types (Daum et al., 2009; Bartke and
Hannun, 2009; Mendelson et al., 2014).

I The synthesis of S1P occurs by phosphorylation of sphingosine
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necrosis factor oo (TNF-ot), epidermal growth factor (EGF), nerve
growth factor, basic fibroblast growth factor (bFGF; Liu et al.,
2012), vascular endothelial growth factor (VEGF; Shu et al,
2002), as well as oestradiol (Sukocheva et al., 2006) and S1P itself
(Spiegel and Milstien, 2003).

Within the cells, S1P has anti-apoptotic and cell survival func-
tions, in direct contrast with its precursors ceramide and sphin-
gosine that are associated with cell cycle arrest and death
(Spiegel and Kolesnick, 2002; Van Brocklyn and Williams, 2012).
The concentration of S1P in cells is low and strictly kept under con-
trol by a tightly regulated balance between its synthesis and its
degradation. In fact, the dynamic balance between the intracellular
levels of S1P and its metabolic precursors, ceramide and sphin-
gosine, is proposed to form a biological sphingolipid rheostat that
could determine whether a cell proliferates or dies (Kester and
Kolesnick, 2003).

Recently we showed that bovine healthy follicles (8-17 mm)
have almost 3 and 1.5 times more S1P in the granulosa and theca
cells than atretic follicles (Hernandez-Coronado et al., 2015). In
addition, S1P protected luteinised human granulosa cells from
the apoptotic effect of a hydrogen peroxide induced oxidative
stress (Nakahara et al., 2012). Oocytes treated with S1P had higher
rates of cleavage and blastocyst development than control oocytes
when they were exposed to a heat shock in vitro (Roth and Hansen,
2004). Likewise, ST1P treatment into the bursal sac surrounding the
ovary prevent the massive loss of oocytes caused by radiation ther-
apy in mice (Morita et al., 2000; Jurisicova et al., 2006; Kaya et al.,
2008). Non-human primates treated with S1P, or its analogue
FTY720, for 1 week prior to ovarian irradiation retained ovarian
follicles and resumed menstrual cycles post treatment (Zelinski
et al,, 2011).

The role of VEGF and FSH on the stimulation of follicular devel-
opment has been extensively reported. Follicle growth and granu-
losa cell steroidogenesis is supported by FSH from early stages of
development through to selection (Aerts and Bols, 2010; Rosales-
Torres et al., 2012). In addition, blocking the action of FSH with
an antiserum injected on day 1 of the oestrus cycle caused an
arrest of follicle maturation and reduced serum oestrogen concen-
tration (Ravindranath et al., 1989). However, apart from FSH other
trophic factors, such as VEGF, concomitantly stimulate the growth
of antral follicles. Treatment with VEGF-trap (a specific VEGF
ligand antibody) suppressed follicle antrum formation in the mar-
moset (Taylor et al., 2007). In vitro, VEGF stimulated granulosa cell
proliferation acting through the ERK pathway (Doyle et al., 2010)
and reduced the expression of active caspase-3 and the percentage
of apoptotic cells (Greenaway et al., 2004). Most notably, a study
on bladder tumour cells revealed that the addition of VEGF induced
proliferation through activation of sphingosine kinase 1 (SK1),
which increases S1P and this stimulated the Ras, MEK and ERK
pathways (Shu et al., 2002).

Therefore, these evidences suggest that S1P adds to the action of
FSH and VEGF to stimulate ovarian granulosa cell survival, prolifer-
ation and differentiation. We hypothesize that S1P is activated in
granulosa cells by FSH and VEGF. To test this hypothesis, we set
out: i) to evaluate the effect of FSH and VEGF on S1P synthesis in
cultured bovine granulosa cells and ii) to analyse the effect of
S1P on proliferation and survival of bovine granulosa cells in vitro.

2. Materials and methods
2.1. Reagents and materials
Cell culture media (McCoys 5a-ME-043) was purchased from In

Vitro (México). HEPES (H6147), Penstrep (P4333), r-glutamine
(G8540), BSA (A7030), insulin (I13769), transferrin (T8158), sodium

selenite (S5261), FSH (F8174), VEGF (V7259), S1P (S 9666), O-
phtalaldehyde (P0657), Nonidet P40 (213277), Tween 20 (P9416),
MTT (M5655), 2-mercaptoethanol (M6250), chloroform (34854),
N-Dimetilformamide (D4551), protease (P2714) and phosphatase
inhibitors (S6508) were purchased from Sigma (St. Louis, MO).
LR3 IGF-1 was purchased from Gropep (Australia). Androstene-
dione was donated by the Department of reproduction, Veterinary
School, UNAM. Sodium chloride (2490) was purchased from Mon-
terrey (México), ethanol (64-17-15), EDTA (8993-01), glycerol
(56815), acetic acid (9507-02), hydrochloric Acid (7647-01-0) were
purchased from ].T. Baker. Tris (161-0719), SDS (161-0301), Anti-
Rabbit (1706515) and Anti-Mouse (1706516) antibodies were pur-
chased from Bio-Rad (USA). SK1-Ser-225 antibody (SP1641) was
from ECM Bioscience (USA). GAPDH antibody (sc-59540) was
bought from Santa Cruz Biotechnology. Phosphoprotein Blocker
(WBAVDPO001), the Luminata Forte reagent (WBLUF0500) and the
SK1 inhibitor (SK-178 Calbiochem; 567732) were purchased from
Millipore (Billerica, MA). Cycle Test Plus DNA reagent kit
(340242) was purchased from Becton Dickinson and Company,
(San Jose, CA, USA). Nunc™ MicroWell™ 96-Well Microplates
(167008) was acquired from Thermo scientific (USA).

2.2. Granulosa cell culture

Bovine ovaries were obtained from the local abattoir and kept at
37 °C during transport. The follicles were dissected out and classi-
fied morphologically as healthy, and those atretic or grossly atretic
were discarded. Granulosa cells from medium-sized (4-7 mm) fol-
licles were isolated and pooled. Seventy-five thousand cells were
cultured in 200 pL of McCoy 5a medium containing 10 ng/ml of
insulin and 1 ng/mL of IGF-I, in a 96-well plate for 48 and 96 h as
previously described (Gutiérrez et al., 1997).

2.3. Effect of FSH and VEGF on sphingosine-1-phosphate granulosa cell
production

The effect of FSH (0, 0.1, 1 and 10 ng/mL) and VEGF (0, 0.01, 0.1,
1, 10 and 100 ng/mL) on granulosa cell S1P production at 48 and
96 h of in vitro culture was evaluated in four replicate cultures.
The spent culture media of 4 culture wells for each treatment
was pooled for sphingolipid extraction as follows: A 400 puL aliquot
of spent media was mixed with 400 pL of 1 M NaCl, 800 pL of HCI
(37%) and stirred for 1 min. Subsequently 1.6 mL of chloroform
(99.8%) were added and the sample vortex for 2 min and spun at
1900 g for 5 min. The top layer was recovered and mixed again
with one mL of chloroform for a second extraction. The bottom
layer, containing the chloroform with the sphingolipids of both
extractions was pooled together and the chloroform evaporated
under nitrogen gas. The sphingolipid extract was stored at
—20 °C until assay for S1P (Villa et al., 2009; Sensken et al., 2010;
Hernandez-Coronado et al., 2015). The S1P standard and the
extracted culture media samples were analysed by HPLC (Hitachi
Elite Lachrom L-2200) with a XTerra RP18 (5 pm, 3.0 x 150 mm)
column and a 2PK, XTerra RP18 (3.0 x 20 mm) precolumn. The
S1P elution was detected with a Hitachi Elite Lachrom L-2485 flu-
orescent detector at 340 nm excitation and 435 nm emission
wavelengths.

A total of 30 pL of the S1P standard and of extracted culture
media samples were labelled with O-phtalaldehyde reagent
(5mg OPA, 0.1 mL of CyHgO, 10 puL 2-mercaptoethanol and
9.9 mL of H3BO5; 3% (p/v) pH 10.5) for 20 min. An isocratic run
using HPLC column buffer (methanol and a phosphate buffer
(K2HPO4) 5 mM (80:20 v/v), pH 7) with a flow rate of 0.6 ml/min
was used.
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2.4. Phosphorylated sphingosine kinase 1 (SK1) identification in
granulosa cell lysates

The presence of phosphorylated SK1 was investigated by west-
ern blot using a specific primary antibody (SK1-Ser-225). Granu-
losa cells were cultured with 1 ng/mL of FSH and 0.01 ng/mL of
VEGF. After 48 h of culture cells were lysed in a buffer containing
50 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl pH 7.4, 5 mM EDTA, 10% glycerol,
1% Nonidet P-40, protease inhibitor cocktail (0.20 mM of aprotinin,
5.25 mM of leupeptin and 1.8 mM of pepstatin A) and 1 mM of
sodium orthovanadate as phosphatase inhibitor. Cell lysates were
spun at 13,000 g for 10 min at 4 °C. Fifty micrograms of protein
were loaded to a SDS-PAGE gel for electrophoresis including
GAPDH as loading control. Proteins were transfer to a nitrocellu-
lose membrane using transfer buffer (Base-TRIS; 0.05 M, glycine;
0.04 M, SDS; 0.001 M and methanol; 20%) at 20 V for one hour at
4 °C. The membrane was incubated with Phosphoprotein Blocker
buffer for 24 h at 4 °C, followed by an overnight incubation in the
same buffer containing the specific primary antibody directed
against SK1 at 1:250, or against GAPDH at 1:500 dilution. The
membrane was then washed thrice in PBS-Tween-20 and incu-
bated with secondary antibody (Anti-Rabbit and Anti-Mouse for
SK1 and GAPDH respectively) in PBS-Tween-20 buffer for 24 h at
4 °C. Secondary antibodies were both labelled with Luminata Forte.

2.5. Effect of sphingosine kinase 1 inhibitor on the production of S1P by
granulosa cells

To determine whether the effect of FSH on S1P synthesis was
dependent on the activation of SK1, granulosa cells were cultured
with the SK1 inhibitor SK-178 at 0, 5 and 10 uM, in the absence
or presence of 1 ng/mL of FSH. Four cultures were performed and
in each occasion each treatment contained 4 wells. After 48 h of
culture, spent media from the 4 wells of the same treatment was
pooled together. Sphingolipids extraction and S1P quantification
by HPLC was performed as described previously.

2.6. Effect of sphingosine-1-phosphate on granulosa cell number

The effect of 0, 0.1, 1 and 10 uM of S1P on granulosa cell num-
ber after 48 h and 96 h of culture was studied in three separate cul-
tures with 3 culture wells per treatment. After defining the S1P
concentration that yielded the greater number of granulosa cells
the effect of S1P (0.1 uM) was compared to that of FSH (1 ng/mL)
and S1P plus FSH (0.1 utM/1 ng/mL) or neither (control) at 48 and
96 h. For this determination three separate cultures were per-
formed and each contained 3 wells per treatment.

Granulosa cells number was determined at the end of culture as
described by Rangel et al. (2009). The cells were added 20 uL MTT
solution (5 mg MTT per 1 mL of culture medium) and incubated for
24 h. Formazan was released from the cells by lysing them with
100 pL lysis buffer (5 mL distilled water, 5 mL N-N-dimethyl-
formamide, 250 pL HCl 1N, 250 pL acetic acid 0.25M, and 1g
SDS, pH 4.7) at room temperature for 4 h. Cell number was directly
related to the absorbance of the medium when read on a spec-
trophotometer at 595 nm. A regression equation was fitted to cal-
culate the relationship between absorbance and cell number.

2.7. The effect of FSH and VEGF on cell number is dependent of S1P
synthesis

To evaluate if the effects of FSH and VEGF on granulosa cell pro-
liferation depends of S1P production, 75 x 10> granulosa cells were
cultured with the SK1 inhibitor SK-178 at 0 and 5 puM concentra-
tion, in the presence or absence of 1 ng/mL of FSH or 0.01 ng/mL
of VEGF. Four separate cultures were performed with four replicate

wells within each treatment. After 48 and 96 h of culture, spent
media was removed and cell number was quantified by MTT as
described above.

2.8. Effect of sphingosine-1-phosphate on the cell cycle and the
proportion of hypodiploid granulosa cells

The effect of S1P and FSH on granulosa cell proliferation and
death was analysed by the determination of the proportion of pro-
liferate cells in G2 and M phase of the cell cycle or hypodiploid
cells by flow cytometry. For this study, four separate cultures were
made with 8 wells per treatment. After 48 h cells from the 8 well in
each treatment were pooled and diluted at a final concentration of
1.0 x 10° cells/ml. The cells were permeabilised with 125 uL per
well of BD Cycletest Plus Buffer Solution and their nuclear DNA
was labelled with propidium iodide (PI) using Cycle Test Plus
DNA reagent kit (catalogue No. 340242 Becton Dickinson and Com-
pany, San Jose, CA, USA). The proportion of granulosa cells in the
different phases of the cell cycle was determined by its nuclear
DNA on FACScan flow cytometer (Becton Dickinson, San Jose, CA,
USA) equipped with an argon laser (488 nm). Data of 25 000 events
were collected for each sample. Based on their DNA content, the
percentage of cells in each stage of the cell cycle (GO/G1, S and
G2/M phases) was calculated using ModFit Lt. 4.1.

2.9. Statistical analyses

The effects of FSH and VEGF and their interaction with time on
granulosa S1P production were evaluated by two-way analysis of
variance (ANOVA). Differences between means for the different
ligand concentrations against the control treatment were deter-
mined by Dunnet’s test. Similarly, the effect of FSH and S1P and
their interaction with time on granulosa cell number were evalu-
ated by two way analysis of variance and differences among treat-
ments were determined with Tukey’s test. For both prior analyses
cell number data was transformed to its logarithmic to correct for
heteroscedasticity of the variances. The effect of the S1P inhibitor
SK-178 on S1P production and granulosa cell number whether in
presence or absence of FSH and VEGF was evaluated by ANOVA fol-
lowed by Tukey’s test. In all cases the replicate cultures were con-
sidered as a random effect. The effect of SIP and FSH on the
distribution of granulosa cells in the different stages of the cell
cycle was analysed by ordinal regression after logit transformation
of the data. The results were then back transformed to obtain the
proportions of cells at each stage of the cell cycle.

3. Results

3.1. FSH and VEGF increased sphingosine-1-phosphate production and
phosphorylated sphingosine kinase-1 (SK1) protein expression by
granulosa cells

Granulosa cells produced S1P in vitro (Fig. 1). The addition of
1 ng/mL FSH increased S1P production and 96 h (Fig. 1b) of culture.
Greater FSH concentrations (10 ng/mL) had no effect on S1P pro-
duction at either time point (P > 0.05). Similarly, at 48 h VEGF stim-
ulated S1P production by granulosa cells when added at 0.01 ng/
mL (P < 0.05; Fig. 1C), but greater doses did not affect S1P produc-
tion. However, the effect of VEGF was not observed at 96 h. Time in
culture increased granulosa cell S1P production when cells were
cultured with FSH (P <0.05), but not when cultured with VEGF
(P>0.05).

Protein expression (analysed by western blot) of phosphory-
lated SK-1, the enzyme responsible for the synthesis of S1P, was
negligible (Fig. 2A) in non-stimulated granulosa cells. However,
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Fig. 1. Sphingosine-1-phosphate production by bovine granulosa cells from follicles 4-7 mm in diameter cultured in vitro for 48 (top panel) or 96 h (bottom panel) and
treated with FSH or VEGF. The graphic represents the mean of 4 replicates per treatment in 4 different cultures, a and b show statistical differences at P < 0.05. Concentrations
of S1P are presented relative to 10,000 cells at the end of culture.
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Fig. 2. Western blot analysis (A) and band density relative quantification (B) of Phosphorylated Sphingosine Kinase-1 (pSK1) protein expression of granulosa cells after
stimulation with follicle stimulating hormone (FSH) and vascular endothelial growth factor (VEGF). The effect of the sphingosine kinase-1 inhibitor (SK-178) on sphingosine-
1-phosphate (S1P) production by bovine granulosa cells from follicles 4-7 mm in diameter after 48 h of culture with or without 1 ng/ml of FSH (C) or 0.01 ng/mL of VEGF (D).
Data are means + SEM of four independents experiments. a, b, c and d indicate significant differences between treatments, P < 0.05.
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in agreement with S1P production, phosphorylation of SK1 was
double (P<0.05) in granulosa cells treated with FSH (1 ng/mL)
and VEGF (0.01 ng/mL) compared with the control (Fig. 2B).

As shown above, the granulosa cells cultured with 1 ng/mL FSH
and 0.01 ng/mL of VEGF increased S1P production, whereas the
addition of SK-178 (a specific inhibitor of SK1), decreased S1P pro-
duction in a dose dependent manner in cells cultured without FSH
or VEGF. Similarly, when cells were cultured with FSH and VEGF
the addition of SK-178 at 5 and 10 uM suppressed the FSH- and
VEGF-stimulated rise of S1P concentration in culture media
(Fig. 2C and D).

3.2. Sphingosine-1-phosphate increased granulosa cell number in vitro

Treatment with S1P showed a biphasic effect on the number of
granulosa cells present after 48 and 96 h of culture. Low concentra-
tion of S1P (0.1 uM) in culture media was stimulatory to cell num-
ber. However, the greatest concentration of S1P tested (10 uM)
reduced the number of cells (Fig. 3).

The effect of S1P on granulosa cell number was tested again at
48 and 96 h of culture and compared to the effect of FSH alone or in
combination with the former. Follicle stimulating hormone and
S1P increased cell number at 48 and 96 h (P < 0.05) compared with
the control (Fig. 4A and B). The combination of both factors added
together (1 ng/mL FSH and 0.1 uM of S1P) increased granulosa cell
number when compared to the control, but did not differ from that
observed for each factor separately (Fig. 4A and B).

3.3. The effect of FSH and VEGF on granulosa cell number is dependent
on S1P synthesis

Treatment with 1ng/mL of FSH and 0.01 ng/mL of VEGF
increased (P < 0.05) granulosa cell number in both 48 and 96 h of
culture (Fig. 5A and B). The addition of SK-178 (5 uM) without
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FSH and VEGF did not affect cells number. However, treatment
with SK-178 at both 48 (Fig. 5A) and 96 h (Fig. 5B) of culture sup-
pressed the FSH- and VEGF-stimulated rise of the granulosa cells
number (P < 0.05).
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3.4. Sphingosine-1-phosphate increase the proportion of proliferating
granulosa cells

The proportion of granulosa cells in the S and G2/M phases of
the cell cycle augment (P <0.05) with increased S1P treatment
concentration (Fig. 6A). Similarly, the proportion of cells with
reduced amount of DNA (hypodiploid cells) increased with SIP
treatment. However, for the highest S1P treatment concentrations
(10 uM) the proportion of hypodiploid cells was 3.6 and 2.1 times
greater (P < 0.05) than that observed for control, 0.1 or 1 uM of SIP
treatments (Fig. 6A).

The stimulatory effect of S1P (0.1 M) on the proportion of cells
in S and the G2/M phase of the cycle was similar to that seen in
cells treated with FSH (Fig. 6B). The combination of FSH and S1P
(1 ng/mL FSH and 0.1 uM S1P) did not affect the distribution of
cells in the S and G2/M phases of the cell cycle. Similarly, the pro-
portion of hypodiploid cells increased with FSH (1 ng/mL) and S1P
(0.1 uM) treatment, but did not change when FSH and S1P were
used in combination (Fig. 6B).

4. Discussion

In this study it is shown that FSH and VEGF stimulate S1P pro-
duction in ovarian granulosa cells. This is achieved by promoting
the synthesis of S1P via phosphorylation of SK1. In addition, similar
to the effect that FSH exerts on the granulosa cells, our results
show that S1P stimulates proliferation and/or survival of granulosa
cells. These results suggest that FSH and VEGF promote the synthe-
sis of S1P, and this sphingolipid either acting in an autocrine

manner or in intracellular signal transduction enhances the sur-
vival and proliferation of granulosa cells.

Recently we demonstrated that large bovine ovarian follicles
(>8 mm) contain almost 3 fold greater concentrations of S1P in
granulosa cells than their atretic counterparts (Hernandez-
Coronado et al., 2015). In the present study FSH, and to a lesser
extent VEGF, increased the concentration of S1P in granulosa cells.
In addition, both FSH and VEGF augment phosphorylated SK1
while the inhibition of this enzyme, through a specific antagonist,
reduced the concentration of S1P in the culture media in the pres-
ence or absence of FSH (46% and 70% respectively) and VEGF (47%
and 61% respectively). Synthesis of S1P depends on the activation
of SKs, which is primarily mediated by protein kinase C (PKC)
(Johnson et al., 2002). Vascular endothelial growth factor activates
PKC that in turn phosphorylates SK1 to increase sphingosine con-
version into S1P in a myriad of cell types (endothelial, neurons,
embryonic, cancer, oocytes and pneumocytes) (Shu et al., 2002;
Spiegel and Milstien, 2003; Bryan et al.,, 2008; Giussani et al.,
2014). Although, FSH is traditionally thought to act via PKA
(Bernard et al., 2010), it may also activate PKC through Gaql1
pathway as has been shown in porcine granulosa cells
(Yamashita et al., 2014). Hence, our results together with pub-
lished literature support the activation of SK1 and the production
of S1P in granulosa cells after FSH and VEGF stimulation.

The stimulatory effect of FSH and VEGF on granulosa cells pro-
liferation are extensively documented (for review see Hunzicker-
Dunn and Maizels, 2006; Rosales-Torres et al., 2012). Follicle stim-
ulating hormone at high concentrations (50 ng/mL) reduced mRNA
expression of the apoptotic inducer BAX (Mani et al., 2010) in
bovine granulosa cells in vitro. Further, FSH (1 ng/mL) treatment
reduced the TGFB1 induced protein expression of cleaved
caspase-3 and increased the percentage of cells in the S+G2/M
phases of the cell cycle (Zheng et al., 2009). Similarly, VEGF
(50 ng/mL) reduced the expression of active caspase 3 in bovine
granulosa cells, protecting them from apoptosis (Greenaway
et al., 2004), and promoted granulosa cell proliferation (1 ng/mL;
Doyle et al., 2010). In our hands, 0.1 uM of S1P resulted in greater
cell number and greater proportion of proliferating granulosa cells.
In vivo, treatment of mice with S1P prior to radiation therapy
spared the oocytes from apoptosis (Morita et al., 2000). In addition,
S1P (2 mM) injected into the ovarian bursa protected the primor-
dial follicles from chemotherapy in rats. Similarly, in vitro S1P
treatment of human luteinized granulosa cells decreased apoptosis
after induced oxidative stress caused by hydrogen peroxide
(Nakahara et al., 2012). The S1P could be acting as a ligand linking
to its specific membrane receptor (Takabe et al., 2008), activating
PI3K, AKT, Ras, MEK and Erk-1 pathways and hence stimulate cell
proliferation and survival (Argraves et al., 2010). Further, S1P could
also act intracellularly, directly triggering the ERK pathway, and
inhibiting ¢ Jun N-terminal kinases (JNK) thus blocking intrinsic
apoptosis (Maceyka et al., 2002). Therefore, the increased cell num-
ber seen in S1P treated wells could have been the consequence of
an increase in cell division, a reduction of cell death or both. More-
over, in the present experiment the specific inhibition of S1P syn-
thesis reduced the number of granulosa cells confirming the need
of S1P synthesis to mediate the effects of FSH and VEGF on granu-
losa cell proliferation and survival.

It is worth noting that the greater concentrations of FSH and
VEGEF tested herein caused a reduction in S1P production. This phe-
nomenon has been observed before. In bovine granulosa cells cul-
tured in a serum free system, FSH was found to have an optimal
stimulatory concentration for cell proliferation (1 ng/mL), beyond
which cells did not increase but actually decreased in number
when the concentration of FSH increased (Gutiérrez et al., 1997).
Similarly, an optimum dose was found for the effect of VEGF on
bovine granulosa cell proliferation where 1 ng/mL was stimulatory
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and doses of 10 and 100 ng/mL blunted the response (Doyle et al.,
2010). It has been proposed that the greater concentrations of
ligand affects its receptor. In the rat, increased FSH down-
regulated both protein and mRNA levels for the FSH receptor sug-
gesting a suppression of gene expression and protein synthesis
concomitant to the increased receptor occupancy and internaliza-
tion (Simoni et al., 1997). This partially explains why increased
concentrations of FSH and VEGF did not stimulate or even reduced
S1P synthesis. Moreover, in the case of S1P these results are of par-
ticular interest as S1P concentrations and its relation to its active
metabolites, sphingosine and ceramide which have apoptotic
actions, would determine the fate of the cells.

As mentioned above, the effects of S1P are dependent on its
concentration (Davaille et al., 2002). It has being suggested that
high concentrations (>1 nM), S1P may be converted to sphingosine
by sphingosine-1-phosphate phosphatase, which in turn is con-
verted to ceramide by ceramidase (Allende et al., 2013). Ceramide
has antiproliferative and apoptotic activity in several cell types (Jin
et al., 2003; Spiegel and Kolesnick, 2002; Van Brocklyn and
Williams, 2012). In human T cells in culture, 10 pM of S1P reduced
their proliferation (Jin et al., 2003). There is also evidence that high
doses of S1P induce apoptosis by a mechanism independent of its
receptor through the ERK pathway. Although this pathway is typ-
ically associated with cell survival, high stimulation with S1P,
causes a prolonged activation of the ERK pathway generating cell
cycle arrest (Shin et al., 2007). Our results support this dual nature
of the S1P effect on granulosa cells. Treatment with S1P (0.1 and
above) increased the proportion of dividing cells (G2/M). However,
at greater concentrations (10 uM) S1P also increased the propor-
tion of cells in apoptosis (hypodiploid cells).

In conclusion, our results show for the first time that VEGF and
FSH increase S1P synthesis in granulosa cells through the phospho-
rylation of SK1. The increase in S1P synthesis regulates cell cycle
progression increasing the proportion of proliferating cells. How-
ever, at greater concentrations, S1P increases the proportion of
hypodiploid cells.
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