ARTICULOS ORIGINALES

El 6xido nitrico como principal efector del sistema
de la Interleucina-1 en la ovulacion

Margarita Diaz Flores,* Clara Ortega-Camarillo,* Ana Maria Rosales-Torres,**
Luis Arturo Baiza-Gutman,*** Juan José Hicks****

Recepcion version modificada: 14 de septiembre de 2000

Resumen

La ovulacion es un complejo proceso que ademas
de gonadotropinas y esteroides requiere mediadores
locales como las citocinas, que también participan
en la respuesta inflamatorio. De interés particular
es el sistema de la interleucina-1 (IL-1), que al
parecer es un intermediario de las gonadotropinas
en e proceso ovulatorio. El ovario cuenta con €
sistema completo de IL-1 que incluye: ligandos,
receptoresy el antagonista del receptor. AlalL-1 se
le atribuye la induccién de diversos eventos
asociados con la ovulacion como son: la produccion
de prostaglandinas, de progesterona, del activador
del plasmindgeno, glicosaminoglicanos y del
aumento preovulatorio de la permeabilidad
vascular. El principal efector de la interleucina-1
es el oxido nitrico. El interés de esta revision es
valorar la localizacion tisular y la accion de la IL-
1 end foliculo preovulatorio y su dindmica vascular;
asi como analizar los mecanismos propuestos para
la accion de la IL-1 como modulador de los eventos
gue llevan a la ruptura folicular.
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Summary

Owulation is a complex process involving not only
gonadotropins and steroid hormones, but also many
local mediators common to inflammatory reactions,
such as cytokines. Of particular interest is the ovarian
interleukin-1 (IL-1) system, which may be an
intermediary of gonado-tropins in the ovulatory
process. The preovulatory follicles have a complete
and highly compartmentalized intraovarian IL-1 system
including ligands, receptor, and receptor antagonist.
IL-1 has been considered as the inductor of several
ovulation-associated events such as prostaglandin and
progesterone biosynthesis, plasminogen activator
production, glycosaminoglycan generation, and
enhancement of vascular permeability. The principal
effector of the IL-1 system is nitric oxide. This paper
analyzes the sites of synthesis and action of the IL-1
systemin preovulatory follicle and its vascular dynamics
as well as IL-1's mechanism of action in triggering
follicular rupture.
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Introduccién

El proceso de ovulacion de los mamiferos es un
fendmeno bioldgico diferente en cada especie, que
requiere de la ruptura de la pared de los foliculos
dominantes. El primer informe relacionado con
este proceso fue escrito en 1932 por Carl Hartman,
quien propuso la separacion del ciclo sexual feme-
nino en dos fases (folicular y litea) con base en la
ovulacion, que concluye a la primera.

Las evidencias tempranas sefialaron a la hor-
mona luteinizante (LH) como Unico estimulo que
iniciala cascada de eventos del proceso ovulatorio,
en los foliculos maduros, que culmina con la ruptu-
ra del foliculo y la liberacion de un ovocito maduro
susceptible de ser fecundado.

Existen otras hormonas® que pueden sustituirala
LH, como es el caso de la gonadotropina coriénica
humana (hCG), o la hormona foliculo estimulante
(FSH), que cuenta con la capacidad de iniciar los
cambios bioquimicos que conducen a la ovulacion.?

AdemésdelahCGylaFSH, se hainformado que
también la hormona liberadora de gonadotropinas
(GnRH) induce la ovulacion en animales con hipofi-
sectomia;® sin embargo, existe controversia al res-
pecto, ya que la GnRH inhibe la ovulacién inducida
porlaLH. Alrespecto, lateoriamés aceptada es que
la LH y la FSH acttan en forma complementaria
comoinductores de la ovulacion, debido aque las dos
hormonas son liberadas en el mismo lapso en res-
puesta a la GnRH, ademés de que la FSH es reque-
ridaparasensibilizar alfoliculo paralaacciondelaLH.

Eltérmino de ruptura folicularse aplica alos cam-
bios asociados con la formacién del estigma, la de-
gradacién y fisura de la pared folicular que permiten
la liberacion del ovocito. En los dltimos afios se ha
demostrado la participacion de citocinas como media-
dores locales de las hormonas antes mencionadas.*

Las citocinas comprenden una variedad de
péptidos y glicoproteinas que regulan funciones de
proliferacioén, diferenciacion y muerte celular pro-
gramada (apoptosis).

Las citocinas son producidas por varios tejidos
y células como las del endometrio® y del ovario,®
ademas de las ya conacidas, células inmunocom-
petentes.

La citocina mas estudiada durante la ovulacién
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eslainterleucina-1 (IL-1), la cual esta integrada por
lalL-1ay laIL-1p3 ambas identificadas en el ovario’
y en el liquido folicular.® Se ha demostrado la
presencia de un sistema completo de laIL-1 en el
humano. La posibilidad de que la citocina participe
como uno de los principales reguladores locales en
la cascada ovulatoriay en la ruptura folicular es muy
alta, debido a que lainterleucina es un modulador de
la respuesta inflamatoria y ésta presenta gran simi-
litud con la ovulacion.®*°

Unade las funciones de la IL-1 es la regulacién de
la produccion de especies reactivas de oxigenoy de
nitrdgeno como el éxido nitrico. La relevancia de la
IL-1 en la fisiologia ovarica permanece incierta, a
pesar de la vasta informacion disponible que la
respalda, situacion gue motivo la presente investiga-
cién. También se analizan de forma sencillay practica
los hallazgos publicados en la literatura reciente de
las funciones del sistema de la interleurina-1 en el
proceso de ovulacion. Se presentaran al inicio, los
cambios estructurales que conducen alarupturadel
foliculo, se revisara la localizacion tisular y la accién
delalL-1,ademasde su participacién enladindmica
vascular en el foliculo preovulatorio, y se finalizara
evaluando los mecanismos propuestos de la accion
delalL-1comomoduladorde los eventos que llevan
a la ruptura folicular.

Cambios estructurales en la pared
del foliculo asociados a la ovulacién

En laregién anatémica del ovario, donde se for-
ma el estigma y ocurre la ruptura folicular, se
distinguen las siguientes capas:

1) Elepitelio ovarico, constituido por una capa de
células cuboidales con nacleo polimorfo y nu-
merosos granulos en su citoplasma. Se ha
sugerido que los granulos pudieran ser la fuen-
te de enzimas proteoliticas requeridas para
degradar la pared folicular y permitir su ruptu-
ra.'? Sin embargo, se considera que el epitelio
no participa en la ovulacién, por lo que su
composicion y funcion permanecen inciertas.

2) Latunica albuginea delinea y da integridad al
ovario.

3) Lateca externa que constituye al foliculo y lo
encapsula.
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4) La teca interna que es una de las capas mas
vascularizadas y activas, asi como el sitio prin-
cipal de la sintesis de esteroides al final de la
maduracion folicular.*®

5) Elestratodelagranulosaconungrosorde cinco
0 siete capas celulares, excepto en el sitio
donde se forma el pedestal que sostiene al
ovocito llamado Cumulus oophorus. Las célu-
las de la granulosa tienen menor capacidad
esteroidogénica y emplean los andrégenos
secretados por las células de lateca para produ-
cirestrogenos. Una caracteristicade lagranulosa
es la formacion de redes comunicantes* que
unen alas células entre si, y con el ovocito enun
sincicio funcional. Esto permite a la granulosa
influir en el metabolismo del ovocito o viceversa,
ademas de actuar de manera integrada en la
formacion del liquido folicular.

Los cambios estructurales mas importantes que
dan paso a la ovulacién, ocurren a nivel del tejido
conectivode latunicaalbugineay de latecaexterna.
Cuando se aproxima la ovulacion, se observa la
disolucién de la matriz extracelular incluyendo a las
abundantes fibras de colagena de la teca. Estos
cambios son acompafiados de un aumento en la
permeabilidad de los vasos sanguineos, lo que pro-
voca la salida de células sanguineas y edema del
tejido folicular. Por otra parte, las uniones comuni-
cantes entre las células de la granulosa y el ovocito
se pierden previo a la ovulacion.

Localizacioén tisular del sistema de la IL-1

Se han detectado, mediante técnicas inmuno-
histoquimicas, los dos ligandos del sistema IL-1, la
oy la B, en el compartimiento de la teca?® del ovario
de mamiferos, incluyendo al humano. Asimismo, en
el Cumulus oophorus, en el ovocito y en la capa de
la granulosa; justo antes de que ocurra la ruptura del
foliculo, se ha identificado el receptor tipo 126 (IL- 1
tRI), responsable de trasmitir la accion intracelular
de laIL- 1. Esto ha llevado a suponer que estos dos
altimos compartimientos son afectados por las IL-
layB. Lapresencia del receptor en el ovocito indica
una posible accion fisiolégica de IL-1 en su madura-
cién, ya que se ha demostrado que los ovocitos
anormales carecen del receptor.
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Un componente central del sistemade lalL-1 es
el antagonista del receptor (IL-1 RA) que evita la
union de la IL-1 a su receptor; inhibiendo su accién
en el momento de la ovulacién, su localizacién es
anivel delagranulosa.'” Tambiénlos macréfagos,*®
presentes en la capa intersticial de la teca y el
estroma, producen esta citocina. Lo anterior permi-
te explicar en parte, como estos tejidos promueven
varios fendmenos asociados con la ruptura folicu-
lar, tales como: la biosintesis de prostaglandinas, la
produccion del activador del plasmindégeno y el
aumento en la permeabilidad vascular entre otros.
De ladistribucion de estos péptidos, se deduce que

e A

Cuadro I. Acciones del sistema interlucina-1
durante la ovulacién

IL-1ay B:

e Aumentan la produccién de progesterona y
andrégenos

IL-1B:

e Estimula la sintesis de PGE, y PGF,a

e Estimula a sintesis de proteoglicanos

e Aumenta la produccién del inhibidor del activador
del plasminégeno (API-1)

e Estimula la sintesis de metaloproteasas

e Aumenta la produccion del inhibidor de
mataloproteasas (TIMP-1)

- J

tienen funciones autocrinas y paracrinas en el
proceso ovulatorio (Cuadro I).

Dinamica vascular

A los pocos minutos del estimulo hormonal
ovulatorio, se presentan cambios enla microvascu-
latura folicular que provocan aumento en el flujo
sanguineo, acompafiado de hiperemia, vasodila-
tacion, edema y extravasacion de componentes
del suero. Estos cambios son regulados en su
inicio por la histamina y, posteriormente, por la
bradicinina y las prostaglandinas.

La histamina en tejido ovarico se almacena pre-
ferentemente enlas células cebadas, enlos basofilos
y en las plaquetas localizadas en el hilio ovérico. La
relacion del sistema de la IL-1 con las sustancias
vasoactivas permanece abierta a la investigacion;
pero se sugiere que la IL-13 estimula la produccion
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de IL-4, necesaria en la transformacion de los
linfocitos B a células plasmaticas productoras de la
inmunoglobulina E (Ig-E).*° Esta biomoléculaes una
de las sefiales que inician la degranulacion de las
células cebadas, dando como resultando la libera-
cidn de sustancias vasoactivas que a su vez favore-
cen los cambios en la permeabilidad.

Otro de los posibles efectos biolégicos de la IL-
13 asociado con los cambios vasculares, es el de
inducir la sintesis del 6xido nitrico (NO) al estimular

la expresién de la enzima que lo sintetiza, la oxido
nitrico sintasa (NOS). El ovario cuenta con dos
isoformas de la NOS la constitutiva y la inducible,
siendo esta ultima estimulada por citocinas.?’ En el
humano la NOS se localiza en las células de la
granulosa, por ello se especula que la produccién
del NO sea en esta capa celular, la que ademas
cuenta con los receptores para la IL-1.

Cuando la produccién del NO en el ovario se
inhibe, in vivo e in vitro, se suprime la ovulacién al

- 2
‘L Linfocito B
IL-1B ——> AjL-4 @
célulade lagranulosa k célula
plasmética
Arg+ O, + NADPH }
AC&H—) NOS |gE
NO + Cit + NADP* s jo
So oo o)\ celula
¢ X L,/ cebada
NO HISTAMINA
APGE, CAMBIOS
VASCULARES
\_ J

Figural. Participacion delal L-1f enlainducci6n deloscambiosvascul aresque conducen alaovul acion. Oxido nitrico (NO), Arginina(Arg),

Citrulina (Cit); (detalles en el texto).
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impedir los cambios vasculares.!! Este efecto pue-
de revertirse si se administra simultaneamente un
generador del NO como el nitroprusiato. Susten-
tando de esta forma laimportancia del sistema NO/
NOS en la ruptura folicular.

Las funciones del NO en el ovario son muy
variadas, y van desde controlar la relajacion de los
vasos Yy el volumen sanguineo circulante hasta la
exudacion del plasma que acompafia a la ruptura
del foliculo. El mecanismo mediante el cual el NO
ejerce su accion en la relajacion de los vasos
sanguineos es el siguiente: el NO al unirse al hierro
del grupo hemo, sitio activo de la guanilil ciclasa, la
activa y como consecuencia se genera GMPc.
Este a su vez estimula a las proteinas cinasas
dependientes de él, dando como resultado la
relajacion del musculo liso de los vasos sanguineos
(Figura 1). Ademas de las funciones antes
mencionadas, el NO también contribuye a la libera-
cion de PGE, y de las prostaciclinas al activar a la
ciclooxigenasas que regulan su via de sintesis?
por medio de un mecanismo similar al descrito
para la guanilil ciclasa, ya que el sitio activo de las
ciclooxigenasas también contiene un grupo hemo.

Protedlisis y ruptura foticular

La fragmentacion y disociacion de la matriz del
tejido conectivo, y de las fibras de colagena en la
tinicaalbugineaylatecaexternapreviasalaruptura
folicular, se han correlacionado con un aumento en
la actividad de las proteasas presentes enlos tejidos
yenelliquidofolicular.?? Las investigaciones relacio-
nadas con este evento, enfocan su atencion princi-
palmente ados sistemas enzimaticos: el del activador
del plasmindgeno/plasmina y al de las
metaloproteasas. Los dos sistemas funcionan en
forma concertada y son piezas claves en las activi-
dades proteoliticas y antiproteoliticas que regulanla
ruptura folicular.

El sistema del activador del plasminégeno/
plasmina son enzimas del grupo de las serina-
proteasas, y el activador del plasmindgeno esta
integrado por dos activadores y dos inhibidores: el
activador de tipo tisular (AP-t), el activador tipo
urocinasa (AP-u), el inhibidor tipo 1 (API-1) y el
inhibidor tipo 2 (API-2). Los activadores son pro-
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ducto de diferentes genes, identificados ambos en
los foliculos de mamiferos, incluyendo al humano.

En la rata, ambos APs estan presentes en los
compartimientos de latecaydelagranulosa, en esta
ultima se concentra un 80 0 90% de la actividad total
de esta enzima. De los dos activadores, solo el
tisular eleva su concentracion antes de la ovulacion,
al ser estimulado por las gonadotropinas, de aqui se
deduce que el tipo urocinasa no participa en la
ruptura folicular. La importancia de los APs se ha
puesto de manifiesto al bloquear la ovulacién en la
rata con inhibidores de serina-proteasas o
anticuerpos contra el AP-t in vivo e in vitro, siempre
y cuando no sea cuatro horas después del pulso
hormonal, indicando que el AP y la plasmina partici-
pan al inicio de la ruptura principalmente en la
activacion de las colagenasas. A pesar de lo antes
mencionado, existen un par de estudios que le
restan importancia al sistema del AP, debido a que
sélo se encuentra una ligera disminucion en la tasa
ovulatoria en ratones carentes del gen de AP.23% o
gue indica que otros mecanismos de activacion de
colagenasas ocurren en estas condiciones.

LalL-1induce elaumentodelosinhibidores delos
activadores del plasminégeno (APIs) en aspirados
de liquido folicular obtenidos de mujeres que
participan enlos programas de fecundacion in vitro.?
La funcion de la interleucina en este caso es limitar
la protedlisis de la pared folicular, al inhibir la activi-
dad del AP. En el caso de la rata, la IL-1 3 también
estimula la actividad del API-1 en las células de la
granulosa in vitro. Si bien los APIs se uneny neutra-
lizanalos APs, laactividad neta del activador durante
la ovulacién depende de la presencia de la
interleucina-1, que de esta manera controlala ruptu-
ra del foliculo al evitar la distensién potencial de la
pared folicular, antes del momento de la ruptura.

El mecanismo molecular propuesto para el au-
mento preovulatorio del AP inicia después del pulso
gonadotropico, con la sintesis del activador tipo
tisular y la supresion de sus inhibidores en el com-
partimiento de la granulosa,?® esto mantiene alta la
concentracion y la actividad del AP, que a su vez
activa a la plasmina. Por su parte, la plasmina actta
sobre las procolagenasas para formar colagenasas
activas en el tejido conectivo, que alteran la integri-
dad estructural de la pared del foliculo y facilitan su
ruptura durante la ovulacion. Las colagenasas re-
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gueridas son principalmente metaloproteasas, que
autorregulan su actividad (Figura 2).

Similar alos Aps, las metaloproteasas de matriz
extracelular (MMP)y susinhibidores (TIMPs) tienen
una participacion obligada en degradar la matriz
extracelular del apice de los foliculos maduros,
previo a la ruptura. Se conocen 19 miembros de las
metaloproteasas que juntos forman una familia de
endopeptidasas dependientes de calcio y zinc,
secretadas y sintetizadas por células del tejido
conectivoy algunas células hematopoyéticas. Cada
una es liberada como proenzima, y requiere la
remocion del dominio amino terminal para adquirir
su forma activa.?”

En el curso de la ovulaciéninducida por gonado-
tropinas se han evaluado diferentes ARNm de las
MMPs y sus TIMPs incluyendo: la gelatinosa A o
MMP2, la estromelisina o0 MM3, el MT1-MMP, la
MMP19 vy los TIMP-1, 2 y 3, todos se expresan de

forma constante y en diferentes compartimientos,
los niveles maximos al momento de la ovulacion
corresponden a la MMP19, y el TIMP-1.28 Por su
parte, los niveles de la gelatinosa A (MMP-2) y su
activador (MTI-MMP) son bajos en el ovario de ratas
inmaduras; sus ARNm se localizan en la teca
intersticial y en la teca/granulosa respectivamente.
Después del estimulo hormonal, la expresion de
MTI-MMP disminuye marcadamente en la granu-
losa, pero permanece y aumentajunto conlaMMP2
en la teca intersticial.?® La expresion y distribuciéon
tisular de la MTI-MMP apoya la nocién de que tiene
una funcion dual en el ovario. Al inicio degrada la
matriz de los foliculos en desarrollo y més tarde,
justo antes de la ovulacion, activa ala proMMP2 en
células de la teca facilitando la ruptura del foliculo
ovulatorio.

LaMMP19 es un miembro Unico de un subgrupo
de las MMPs por tener caracteristicas estructura-
les diferentes. Se conoce poco acerca de la espe-

( N\
LH
&_-13
Progesterona /V\*Prostaglandinas
AP
APl ———
Plasminégeno v > Plasmina
Zn > Zn > > Ruptura
colagenasa e colagenasa cigina O/ CUIA
N J

Figura 2. Participacion del sistemalL-1 en |la cascada proteolitica que conduce ala rupturade la pared folicular (detalles en el texto).
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cificidad a su sustrato, los informes preliminares
indican que tiene actividad semejante a la
estromelisina.® Si bien la expresion de su ARNm
es de las més bajas, su variacion temporal indica
gue puede estar involucrada en la degradacion del
tejido en el momento de la ruptura folicular. La
estromelisina es otra de las MMPs presentes en el
foliculo; durante la ovulacién se localiza en las
células de la granulosa de los foliculos pequefios
no maduros, por ello se especula que no participa
en la ruptura. EI ARNm para la estromelisina se
ubica en areas donde ocurre apoptosis,*! por lo que
es factible que esté presente en foliculos que
experimentan apoptosis. Por lo tanto, esta enzima
podria intervenir en la atresia folicular.

Se ha cuestionado si existe una correlacion
entre la actividad colagenolitica y la sintesis de
prostanoides; algunos autores demuestran que el
uso de inhibidores de prostaglandinas suprime la
expresion del ARNm de la colagenasa intersticial,
por una disminucién de la estabilidad del mensaje-
ro.®2 Por otra parte, Curry y colaboradores no
observan efecto alguno sobre la actividad de la
colagenasa estimulada por gonadotropinas al ad-
ministrar indometacina®. La discrepancia de los
resultados continda sin ser aclarada, pero es posi-
ble que pueda deberse al modelo experimental
empleado, a la técnica de recuperacion celular o a
gue el mismo tejido tenga alguna colagenasa in-
sensible a inhibidores de prostaglandinas.

Una vez que inicia la protedlisis, es regulada por
diferentes inhibidores bien caracterizados de origen
sérico y tisular. El ovario cuenta con tres inhibidores
de origen sérico (a,-macroglobulina, o,-macro-
globulinay el inhibidor a,-3). La macroglobulina a,
se asocia con la remodelacion del ovario y la a,-3
aumenta su concentracion en la ovulacion. Los
inhibidores tisulares al parecer son mas importan-
tes como reguladores de la actividad de enzimas
gue degradan la matriz extracelular. La accion de
los inhibidores del activador del plasminégeno fue
descrita con anterioridad, a continuacion se hara
mencion conmas detalle de los inhibidores tisulares
de las metaloproteasas (TIMTS).

Los TIMPs son una familia de tres proteinas
(TIMP-1, 2 y 3), que regulan la actividad de las
metaloproteasas. De las tres la mas importante
durante la ovulacién es el TIMP-1, por tener el
ARNmM mas abundante en las células de la
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granulosa® y ser el responsable de regular la
expresion de los dos restantes. A pesar de conocer
las variaciones de estas proteinas en la ovulacion,
la sefial fisioldgica que modula su expresion y
actividad no es del todo entendida. No obstante, al
ser reguladas tanto in vivo como in vitro por la LH,
el paso intermedio del evento permanece sin ser
aclarado. LalL-IB modulalaexpresion delos TIMPs
en la granulosa de la misma forma que en otros
sistemas celulares.®*® Sin embargo, esta citocina
tiene efectos divergentes en presencia de LH.*

El mecanismo molecular propuesto para activar
0 inhibir a las MMP y los TIMP es a través de
especies reactivas de oxigeno y nitrégeno como el
NOy elanion superoxido (0,7), que forman parte del
sistema de sefialamiento que regula los efectos
biolégicos del sistema de la IL-1.%" En la ovulacién
se ha comprobado la produccion del 0, y se ha
propuesto como elemento indispensable del pro-
ceso,*®al igual que el NO.

En cultivos celulares se ha observado que la
produccion simultanea de NO y 0, conduce a la
formacion de un oxidante potente como es el
peroxinitrito y/o el acido hiponitroso (ONOO" y
ONOOH), provocando lainhibicién de laactividad de
la gelatinosa A.*® En contraste, un aumento
significativo del 0," lleva ala activacion de la enzima,
demostrado in vitro en cultivos de condrocitos. Al
parecer el NO tiene un efecto bifasico al regular la
actividad de la gelatinosa, concentraciones bajas la
estimulan y concentraciones altas la inhiben. La
inhibicion de las MMPs, por ONOO- puede deberse
aque ocasionalaliberacién del atomo de zinc de los
grupos tioles. La activacion ocurre a través de la
conversion del zinc unido a cuatro residuos de
aminoacidos (tetradenato), a uno que esta solo
enlazado atres residuos (tridenato), debido a que se
remueve una cisteina que es desplazada por agua.
La sustitucion de la cisteina es inducida por la
ruptura proteolitica y conduce a cambios conforma-
cionales que activan el propéptido®.

Este mecanismo se puede extrapolar al proceso
ovulatorio ya que se generan las dos especies
reactivas, por lo que se puede formar el ONOO"
responsable de activar e inactivar a las MMPs. Por
lo tanto, el efecto final del ONOO- in vivodependera
de la cantidad presente del mismo y del ambiente
local donde se genere el radical. De lo anterior, se
puede suponer que la formacion del ONOO- gene-
rado por el 0,y el NO durante la ovulacién puede
proveer un mecanismo, mediante el cual se reg%g
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la actividad de los MMPs y los TIMPs.

Desprendimiento del Cumulus oophorus

Como parte del proceso de ovulacion, el Cumulus
oophorus se expande y se desprende de la capa
mural de las células de la granulosa, la expansién
obedece alaproducciony liberacion de glicosamino-
glicanos. Hoy en dia se cuenta con evidencias que
indican que la IL-1 regula este proceso: si se
administra el antagonista de la IL-1 (IL-IRA) en la
bursa ovarica de la rata, los ovocitos permanecen
recluidos en el foliculo maduro y se impide que el
Cumulus se expanda y desprenda de la pared del
foliculo.** Porotra parte, laIL-1 B estimulalasintesis
de proteoglicanos, de &cido hialurénicoy de heparan
sulfato en células ovéricas en cultivo; y la sintesis
de estos compuestos es regulada por el ovocito,

gue expresa marcadamente el receptor para IL-1.%?
Por lo tanto, es posible que esta citocina afecte la
sintesis requerida de glicosaminoglicanos que
conduce al desprendimiento del Cumulusy que ello
sea mediado por el ovocito (Figura 3).

Prostaglandinas

Las prostaglandinas, los tromboxanos y las
prostaciclinas en conjunto se conocen como
prostanoides. Todos ellos son metabolitos del aci-
do araquidonico, sintetizados y secretados por la
mayoria de células enlos animales. Aligual que las
hormonas, estas moléculas ejercen su accion es-
pecifica sobre células blanco. Sin embargo, se
diferencian en que acttuan cerca de su lugar de
sintesis y se catabolizan rapidamente. Las prosta-
glandinas del tipo E, y F,, se consideran mediado-

cumulus oophorus

Figura 3. La IL-1 y la expansién del cumulus oophorus. La IL-1 podria inducir la sintesis de proteoglicanos (pg), la expansion y
desprendimiento del cumulus oophorus mediante su accion sobre el ovocito.
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res de la ovulacién, debido a que en las primeras
horas del proceso sus niveles aumentan, alcan-
zando el nivel mas alto en el momento de la ruptura
del foliculo, la concentracion de la PGE, es dos
veces mayor que la de PGF,,. La funcion de estos
prostanoides no es claraenlaovulacion, todavia se
especulasielalto nivel ovulatorio de las prostaglan-
dinas es el que promueve los eventos degradativos
del foliculo o si otros metabolitos del acido
araquidonico son los responsables de los cambios
gue asemejan una respuesta inflamatoria en él.

De los efectos preovulatorios de lalL-1[3 destaca
su capacidad de sobreestimular la sintesis de
PGF,,, PGE, y de la prostaciclina PGI, cuando el
ovario se cultiva en presencia de la citocina, la
respuesta depende de la dosis.*® La produccién de
PGE, es menor cuando se cultivan por separado
las células de lagranulosa o delatecaen presencia
de la citocina, sugiriendo que la sintesis del
prostanoide requiere la interaccion heterdloga de
célula-célula para un mejor rendimiento.*

Los estudios dirigidos aexplicarla participacion del
sistema interleucina en la sintesis de PGF, , PGE, Y
PGI, giran en torno a la expresion y actividad de
enzimas claves, como la fosfolipasa A,y la prosta-
glandina endoperdéxido sintasa o ciclooxigenasa; ya
gue la velocidad de sintesis de los prostanoides es
determinada por ellas. La fosfolipasa A, cataliza la
liberacion del acido araquidonico de los fosfolipidos
de la membrana. La enzima se ha estudiado en el
ovario y en las células de la granulosa in vitro en
presencia de la IL-1. La mayor concentracion y
actividad se encuentran en la granulosa, por ello se
proponealallL-1(3 comomoduladordelafosfolipasa
en el ovario y como sitio principal de sintesis de
prostaglandinas a las células de la granuloso.*

Una vez liberado el 4cido araquidénico, se re-
quiere la participacion de la prostaglandina endo-
peroxido sintasa que cuenta con dos actividades
cataliticas; al inicio tiene actividad de ciclooxi-
genasa, oxidando al &cido araquiddnico para formar
ala PGG,, seguida de una actividad de peroxidasa,
incorporando unprotonalaPGG, paraformar PGH,,
precursor de la PGF, , la PGE, y la PGL,.

Existen dos isoformas de las ciclooxigenasa: la 1
(Cox 1) y la 2 (Cox 2). La primera se expresa
constitutivamente y se piensa que es laresponsable
de funciones fisiolégicas. En contraste, la Cox-2
tiene bajos niveles en condiciones basales, pero es
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inducible por factores de crecimiento, promotores
de tumores, gonadotropinas e IL-13. Se expresa en
células de la granulosa,* y se propone como res-
ponsable de la sintesis de los prostanoides, permi-
tiendo aumentar el flujo sanguineoy la permeabilidad
vascular. El mecanismo molecular de la activacion
de las ciclooxigenasas puede ser via 6xido nitrico-
guanilil ciclasa analizada con anterioridad.

Hormonas esteroideas

Al parecer, los esteroides sexuales no tienen una
participacion directa en el proceso de ovulacion. Sin
embargo, cuando se inhibe su actividad en sistemas
in vivo la ovulacion no ocurre, pero en el ovario
perfundido en un sistema de cultivo de érganos este
efecto no se observa. Lo que indica que la accién de
los esteroides en este proceso es indirecto por
promover el pulso ovulatorio de las gonadotropinas
y sensibilizar a la hipdfisis a la accién de la GnRH.*’

Los foliculos maduros de la rata secretan grandes
cantidades de estradiol y de algunos andré-genos,
cuya produccién aumenta durante las primeras ho-
ras, al inicio del proceso que conduce a la ovulacion.
Conforme avanza el proceso, la sintesis de pro-
gesteronase incrementa de manera significativay los
niveles de estradiol disminuyen casi totalmente, este
aumento preovulatorio de la progesteron® en la rata,
se asocia con elincremento en la tasa de ovulacion in
vivo, por lo cual la participacién de la progesterona ha
recibido mayoratencion. Lafunciénde lapro-gesterona
en los foliculos preovulatorios, puede ser de
importancia en el progreso de la ruptura de la pared
folicularalregularlos niveles de calicreinay el activador
del plasmin6geno.*®

Enlos inicios de los afios noventa, se comprobd
que la IL-1a y 1B amplifican la produccion de
progesterona y testosterona inducida por gonado-
tropinas en los foliculos preovulatorios,®* cuya sin-
tesis se realiza en el compartimiento de latecay es
dependiente del estado de desarrollo folicular.®* Se
han propuesto varios mecanismos a través de los
cuales la IL- 1 ejerce su accion para aumentar la
produccion de progesterona en los foliculos
preovulatorios. Uno de ellos es que la citocina
aumenta los receptores para LH en las células de la
teca, con el subsecuente aumento de progesterona.
Otra posibilidad es que al incluir la sintesis de la
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PGE, conduce a la formacién de AMPc requerido
para estimular la produccion de progesterona. Una
nueva e interesante propuesta es que actla a
través del NO (Cuadro Il). El que ademas de tener
un efecto vascular primario, estimula o inhibe la
secrecion de esteroides. Con la administracion de
L-NAME (N®-nitro-L-arginina metil ester), inhibidor
de la NOS (6xido nitrico sintasa) se interrumpe la
ovulacion; debido a una reduccion del flujo sangui-
neo como consecuencia de impedir los efectos
vasodilatadores. Por otra parte, la disminucion de
NO trae consigo la reduccién de la concentracion
del estradiol mientras la progesterona permanece
sin ser afectada.®? Este comportamiento obedece
a que la interaccion del NO con enzimas que parti-
cipan en la sintesis de esteroides puede alterar su
funcionalidad, al reaccionar el NO con grupos
sulfhidrilos de los residuos de cisteinas, componen-
tes del sitio catalitico de las enzimas que requieren
del citocromo P450 como la aromatasa,* y otras
enzimas involucradas en la sintesis y catabolismo
de los esteroides. Adams y colaboradores sugieren
gue el NO generado endogenamente puede regular
la sintesis de la testosterona.>* En contraste con la
guanilil ciclasa que es activada por el NO, algunas
isoformas del citocromo P450 pueden ser
desactivadas, con ello se explicaria la disminucién
de las concentraciones de los estrégenos en el
proceso ovulatorio y la importancia de IL-1 para
inhibir su sintesis.

Conclusiones y perspectivas

No obstante la importancia de las gonadotropi-
nas como inductores primarios de la ovulacion, es
evidente, por la informacion presentada en este
trabajo, la preponderante participacion del sistema
de lainterleucina-1 como regulador de los eventos

4 N\
Cuadro Il. Efectos del L-Name (inhibidor de la
NOS) en el proceso de ovulacién

1. Evita la vasodilatacion
2. Reduce el flujo sanguineo
3. Disminuye la concentracion de estradiol
4, No altera la concentracién de progesterona
5. Inhibe la ovulacion
. J
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bioquimicos de la cascada ovulatoria desencade-
nada por las gonadotropinas. En especial la partici-
pacion de la interleucina 1-f.

El sistemade laIL-1 desempefa funciones muy
variadas durante la ovulacion, como: contribuir al
aumento del flujo sanguineo, hiperemia, vasodila-
tacion, y aumento en la permeabilidad vascular, al
estimular la sintesis de prostaglandinas y 6xido
nitrico, ademéas de favorecer la liberacion de
histamina de las células cebadas.

Promueve el desprendimiento del Cumulus
oophorus de la pared del foliculo al estimular la
sintesis y secrecion de glicosaminoglicanos.

Regula el sistema de enzimas proteoliticas res-
ponsable de la ruptura de la pared del foliculo, de tal
manera que evita que ésta ocurra a destiempo al
controlar la actividad proteolitica y la sintesis de
péptidos antiproteoliticos (APIs y TIMPs). También
promueve un aumento en la relacién progesterona/
estrégenos. Muchas de estas acciones son depen-
dientes de la capacidad de la IL-13 de inducir la
sintesis y liberacion de oxido nitrico en las células
de la granulosa, este compuesto a su vez actia
sobre diversas enzimas que participan en vias
metabdlicas importantes para el proceso ovulato-
rio. Como mediador de la IL-1, el 6xido nitrico tiene
las siguientes acciones:

Activa a la guanilato ciclasa estimulando la pro-
duccion de GMPc, compuesto que induce la
relajacion del musculo liso de los vasos sangui-
neos, con la subsecuente vasodilatacion.

Estimulaalaprostaglandinaendoperoxido sintasa
y con ello favorece la sintesis de prostaglandinas.

Tiene un efecto bifasico sobre algunas metalo-
proteinasas que degradan a la matriz extracelular,
como la gelatinosa A, a baja concentracion estimula
su actividad y a alta concentracion la inhibe, esto
Gltimo es debido a la accidn del peroxinitrito que se
forma cuando el 6xido nitrico reacciona con el anion
superoxido.

Inhibe laactividad de algunas enzimas esteroido-
génicas que requieren del citocromo P450, por lo
gue la sintesis de estrogenos disminuye y aumenta
la relacion progesterona/estrégenos.

Para finalizar, a criterio de los autores se propo-
ne al sistema de la interleucina-1 como un media-
dor de las gonadotropinas capaz de coordinar y
amplificar los eventos moleculares que conducen
a la ovulacion; y al 6xido nitrico como el principal
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efector de las acciones de la IL-1. Por otra parte, a
medida que avance lacomprension de las diversas
funciones de la IL-1 en el proceso ovulatorio y se
identifiquen los mecanismos a través de los cuales
ejerce su accion, se podran en un futuro disefiar
estrategias farmacologicas, basadas en ello, para
el control de las funciones ovaricas.

Es evidente por la informacion antes menciona-
da, la participacién vital que tiene el sistema
interleucina-1 como modulador de los eventos
bioquimicos de la cascada ovulatoria. Destacando
como principal promotor del sistema interleucina, el
ligando IL-1[3; que ejerce lamayoria de sus acciones
através del 6xido nitrico. Por lo tanto, se propone al
oxido nitrico en la ovulacién, como un mensajero
intra e intercelular que regula enzimas especificas,
todas ellas comprometidas en la produccién de
biomoléculas requeridas pararegular el flujo sangui-
neo, la permeabilidad vascular, y la sintesis de
proteinas eventos indispensables en el proceso. Asi
mismo, el 6xido nitrico como inductor o supresor del
activador del plasminégenoy de las metaloproteasas
ysusinhibidores asociados, le confieren unafuncion
de coordinador de los eventos degradativos de la
matriz extracelular al evitar que la ruptura ocurra a
destiempo. Finalmente el efectoinhibidor delaviade
la NOS puede proveer otro recurso terapéutico en el
tratamiento de los desordenes de ovario.
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