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Muecrte cclular durante la maduracion y la atresia folicular en la oveja (Qvis
aries).

INTRODUCCION.
Antecedentes de l1a produccion de ovinos en México.

De acuerdo con los datos de la FAO, México ocupd el lugar nimero 40 en la
produccion mundial de carne de ovinos con 30,413 Ton de carnc cn cl afio de 1998,
mientras que China, Australia y Nueva Zclanda ocuparon los primeros lugares con
7°519,828; 1°250,000 y 615,331 Ton de carne de ovinos respectivamente para el mismo
afio (SAGAR, 1998).

En México sc consume generalmente carne de pollo, bovino, porcino, pavo, ovino y
caprino (SAGAR, 2000a). Existe en México una deficiencia en la produccién de ovino y
porcino, ya que sc importa el 57.7% de carne de ovino en canal para cubrir las demandas
del mercado nacional; mientras que en la carne de porcinos, inicamente ha sido necesario
importar el 23.8 % para cubrir la demanda nacional. En el afio 1999 se produjeron en
nuestropais 30,785 Ton de carne de ovinos, lo cual refleja que no ha habido practicamente
incrementos en la produccion dentro de los ultimos 5 afios, ya que este volumen se ha
mantenido casi constante durante ¢l periodo de 1993-1999. (SAGAR, 2000Db).

Hay una baja productividad del rebafio nacional, ya que el inventario nacional
cucnta con alrededor de 6 millones de cabezas, de los cuales ¢l 43% son hembras (2.58
milloncs de cabezas) y se sacrifican alrededor de 1.63 millones de cabezas al afio; lo que
representa una produccion promedio de 0.6 corderos por hembra por afio, mientras que las
importaciones ascicnden a 41,814 Ton de carne de ovino, que equivalen aproximadamente
a 2.2 millones de cabezas (2000b). Lo anterior resalta la importancia de realizar estudios
sobrc ¢l desarrollo folicular en la ovcja que marquen directrices para mejorar el
rendimiento reproductivo y alcanzar la eficiencia deseada en las unidades productivas. El
desarrollo folicular es un proceso de la biologia reproductiva que incluye varios eventos
fisioldgicos dc cuya rcgulacién depende la determinacion de cuantos y cudles foliculos
ovularan, cudles se quedaran como reserva y cudles se perderdn por el mecanismo de la
atresia.

ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS.
L. Ovogénesis.

a). C¢lulas primordiales.

Al foliculo ovarico sc le considera la unidad fisioldgica fundamental del ovario, que
tiene una funcidn dual, la esteroidogénesis y la ovogénesis. La ovogénesis principia con la
formacion de las células germinales primordiales, alrededor del octavo dia de la vida'
cmbrionaria cn cl raton (Pedersen, 1970) y hacia la tercera semana de gestacion en el
cmbrién humano, dentro del endodermo del saco vitclino, cerca de la alantoides (Van
Wagenen and Simpson, 1965), por lo que se consideran de origen cxtragonadal (Buccione,
ct al, 1990). Las células germinales primordiales migran hacia la cresta gonadal por medio
de movimientos amiboides o por movimientos de tipo laminar sobre células del intestino




(Donovan ¢t al, 1986) hasta su destino final, la cresta genital (I'am and Snow, 1981); una
disminucion en la intensidad de adhesion de las células a la fibronectina sc ha
corrclacionado con ¢l inicio de la migracién de las células germinales primordiales
(Ffranch-Constant ct al, 1991), micntras que agentes quimioticticos csteroidales asf como
cl factor de crecimiento trasformante beta, producido por la génada primordial, dirigen la
migracién hacia la cresta genital (Godin and Wylie, 1991). Esta migracién de células
germinales primordiales sc acompafia de una gran actividad mitética que es regulada, por lo
menos en los roedores, por varios factores de crecimiento que clevan ¢l nivel intracelular de
AMPc estimulando la proliferacion de estas células (De Felici, 1993) como es el caso del
receptor tirosina cinasa c-kit, que es expresado por la células germinales primordiales,
mientras su ligando steel/kit (KL) se encuentra a lo largo de la via migratoria hasta la cresta
genital (Keshet ct al, 1991; Orr-Urtreger et al, 1990), se ha demostrado que KL es necesario
para la supervivencia y proliferacion de las células germinales primordiales en cultivo
(Matsui ct al, 1991), ya que suprime la apoptosis de las células primordiales (Pesce, et al,
1993).

b). Ovogonias. Tan pronto como la migracidn de las células germinales termina al
colonizar y organizarse en cordones o racimos se convierten en ovogonias (Beaumont and
Mandl, 1962), la proliferacién de ovogonias en los mamiferos se restringe a las etapas de
desarrollo prenatal o, cuando mucho, al periodo inmediato post-natal (Maulcon, 1967); es
decir, alrededor del doccavo dia de gestacion en el ratén (Pederson, 1970) y cerca de la
séptima semana de gestacion en humanos (Van Wagenen and Simpson, 1965); con
excepcion del lemur, donde existe alta actividad mitdtica de células germinales en la edad
adulta (Gerard and Herlant, 1953).

Las ovogonias conservan una frecuencia clevada de mitosis y contindian con su
proliferacion hasta alcanzar un total de 6-7 millones alrededor de las 20 semanas de
gestacion en el humano (Wasarman and Albertin, 1994; Forabosco et al, 1991); en este caso
la proliferacion de ovogonias se acompafia de una degeneracidn masiva que afecta tanto a
células cn interfase, como durante la mitosis (Beaumont and Mandal 1962).

Después que las células germinales colonizan el ovario, se da inicio a un proceso de
proliferacion y reorganizacion de células sométicas mesenquimatosas y del epitelio
celémico que origina ¢l tejido estromal que contienc células germinales rodeadas por
células derivadas dc la rete ovari, precursoras de las células de la granulosa; de origen
mesoné{rico y cl tejido estromal que dara origen a las células de la teca interna (Roy and
Grewald, 1990).

c). Ovocitos. La interrupcion del proceso de mitosis dc las ovogonias es
acompafiada por la transformacién de las ovogonias a ovocitos, los cuales inician la
meiosis. Es posible que algunos factores originados de la rete ovari, o simplemente el
contacto con la rete ovari, induzca a los ovocitos a iniciar la meiosis (Wassarman and
Albertini, 1994). El proceso meidtico se inicia en la mayoria de los mamiferos durante la
vida prenatal o inmediatamente después de nacer. El ovocito alcanza cl estado de diploteno
de la profase antes o inmediatamente despuds de nacer. En este estado y por un proceso aun
desconocido, ¢l proceso meidtico se deticne. Los cromosomas sc descondensan y reanudan
su actividad transcripcional. El ovocito, con un nicleo prominente, conocido como vesfcula
germinal, entra en dictioteno o estado de diploteno difuso; en esta ctapa en el ratdn, se
observa la expresion del receptor c-kit por el ovocito al tiempo en que éste entra en
diploteno sugiricndo dc esta manera su participacién en el arresto meidtico del ovocito
(Horic ct al, 1991). Inmediatamente después de que se forma el ovocito es rodcado por una




capa de células denominada pregranulosa, lo que da lugar a la formacion del foliculo
primordial, alrededor de la semana 20 de gestacion en humanos (Van Wagenen and
Simpson, 1965) y entre el dia 1-3 después del nacimiento en la rata (Ohno and Smith,
1964). Se ha sugerido que el orden en que los foliculos son reclutados, es el mismo orden
en que los ovocitos entrardn en la meiosis durante el desarrollo (Edwards et al, 1977); asi
los ovacitos que progresan rapidamente cn la meiosis se localizan mas cerca de la unidn
corticomedular del ovario y son los primeros en iniciar su crecimiento durante las etapas
nconatalcs, en contraste, los ovocitos que progresan lentamente cn su meiosis se localizan
cerca de la corteza y son incluidos en los foliculos que creceran tardiamente cn la vida
(Hirshfiel, 1991). Existc una asociacion muy cstrecha entre ¢l ovocito y las células de la
pregranulosa a través de las uniones membranales que incluyen desmosomas cortos,
adhcrencias zonales y uniones comunicantes (Mitchell and Burghardt, 1986). Aquellos
ovocitos que no son rodeados por células de la pregranulosa para formar el foliculo
primordial generalmente sufren apoptosis (Pesce and De Felici, 1994).

I. Foliculogénesis.

En esta ctapa cl crecimiento del ovocito estd asociado a la maduracion del foliculo y
pucde dividirse en dos ctapas, en la primera el crecimiento del ovocito cs rapido y se
corrclaciona con ¢l crecimiento del foliculo, durante la scgunda ctapa no sc observa
crecimiento del ovocito micntras que ¢l foliculo incrementa su diametro. Scgun la
clasificacion que en un principio fue propucsta para ¢l raton (Otsuka ct al, 1984) y mas
tarde fue adaptada para ¢l humano y otras especics (Gougeon, 19806), se pucden distinguir
foliculos primordiales, primarios, secundarios, antrales y preovulatorios. Cada uno de los
foliculos sc desarrolla a través de estas diferentes etapas para finalmente ovular, después de
lo cual los remanentes del foliculo se transforman en el cuerpo luteo (Richards, 1994;
Adashi, 1994).

1). Foliculo primordial. Son foliculos pequefios sin crecimiento que consisten de
un ovocito pequefio, rodeado de las células planas que constituyen la pregranulosa y una
capa basamental. Los foliculos primordiales se encuentran generalmente en la corteza
externa del ovario y representan la poza de foliculos de reserva. La estimulacion de algunos
de estos foliculos primordiales determina que inicien su crecimiento, fendmeno conocido
como reclutamicnto inicial (Gosden ct al, 1983). La cstimulacion de los foliculos
primordiales se realiza por un conjunto de factores todavia mal conocidos, que pueden ser
tanto intraovaricos como extra-ovaricos y cuya accion no solo es estimuladora sino
inhibidora de la actividad de los factores que mantienen a los ovocitos en reposo. Las
células de la pregranulosa del foliculo primordial reclutado tambien son estimuladas a
dividirse mitéticamente (Hirshfield, 1989) al mismo tiempo que sufren una serie de
cambios morfologicos convirtiéndose de células planas a las células cubicas caracteristicas
de los foliculos primarios. El incremento en el tamafio del ovocito es evidente hasta la
formacion del foliculo primario (Tsafriri, 1997). Al foliculo con una sola capa de células
ctibicas e la granulosa sc le ha nombrado foliculo primario. Sin embargo cn ocasiones es
verdaderamente  dificil distinguir entre foliculos primordiales y foliculos primarios
(Hirshficld, 1989) por lo que ambos sc han considerado como un grupo contiguo (Gougeon,
1996).




1.1). Influencia de la FSH en el reclutamiento inicial. Se ha mencionado que el
reclutamiento inicial no depende de gonadotropinas (Peters et al, 1973) y que la FSH y la
LH no pueden tener accidn directa sobre los foliculos primordiales ya que no se ha podido
demostrar en ellos la presencia de receptores a gonadotropinas (Oktay et al, 1997). Sin
embargo, en ratas hipofisectomizadas se ha observado un claro descenso en el
reclutamiento inicial de foliculos cuando se compararon con los animales controles
(Edwards et al, 1977, Wang and Greenwald, 1993a). También se ha demostrado que las
células de la granulosa de los foliculos primordiales pueden responder a activadores de la
via del AMPc con un incremento en al expresion de aromatasa y receptores a FSH (Ahmed
et al, 1986) y con un incremento en la sintesis de DNA en los foliculos preantrales
semejante a la que se observa en los foliculos antrales al ser estimulada por FSH (Roy and
Greenwald, 1989).

Se ha observado, que algunos genes disminuyen su expresion de manera
inversamente proporcional al desarrollo folicular, tal es el caso del gen “tumor de Wilms”
(WT1) (Isu ct al, 1995). La expresion de WT1 reprime la actividad de los promotores de
inhibina alfa y del receptor de FSH, otros genes esenciales para el desarrollo folicular, que
aumentan su expresion al iniciar el reclutamiento (Chun et al, 1999). Estoy hallazgos
remarcan la importancia de la FSH en el reclutamiento inicial, asi como de la participacién
de activadores enddgenos de la via del AMPc, tales como la norepineneftina, por lo cual los
foliculos que inician su desarrollo cn ¢l ovario de la rata secrdn muy probablemente los que
cstan altamente incrvados cerca de la unidn corticomedular (Maycrhofer et al, 1997).

Algunas proteinas como la activina y la inhibina estan involucradas en el desarrollo
[olicular. Se ha demostrado que la activina A puede detener el crecimiento de foliculos
preantrales, manteniéndolos en arresto a pesar de que estos foliculos sean expuestos a FSH.
Sin embargo, en los foliculos primordiales o primarios no se detectan mensajeros de
inhibina Bcta-A y/o Beta-B los cuales se observan por primera vez en los foliculos
sccundarios (Mcunicr ct al, 1988). Es muy probable que los foliculos vecinos de los
foliculos primarios secreten activina y faciliten la accién inhibitoria sobre los foliculos
primarios por via pardcrina (Mizunuma et al, 1999) y que una disminucion local de la
activina como resultado de la atresia de los foliculos secundarios puede desencadenar la
foliculogénesis temprana (Mizunuma et al, 1999). Sin embargo la activina A no modifica el
cfecto de la accion del factor intraovérico, esto es compatible con el concepto general de
que cl foliculo primordial puede desencadenar su propio crecimicnto como resultado de
estimulos intraovéaricos (Tonctta and diZerega, 1989; Gougeon, 1996; Kumar et al, 1997).

1.2). Participacion del ovocito en el reclutamiento inicial. Al ovocito se le ha
atribuido un papel pasivo en el reclutamiento inicial (Tsafriri, 1997). Sin embargo existen
cvidencias que indican lo contrario. Por ejemplo en las ratas sc ha demostrado que la
presencia de algunos factores producidos por el mismo ovocito, como el factor de
diferenciacioén y crecimiento 9 (GDF-9), es necesaria para continuar con el desarrollo del
foliculo hasta la etapa primaria (Dong et al, 1996). Ademas el orden en el que los foliculos
primordiales son reclutados, depende del orden en el cual el ovocito entrd a la meiosis en
etapas perinatales (Edwards et al, 1977). Es también notable observar que las células de la
granulosa son incapaces de formar foliculos en ausencia de ovocitos (Merchant, 1975,
Merchan-Larios and Centeno, 1981). Se ha propuesto que algunos factores que funcionan
en la comunicacion ovocito-granulosa puedan tener un papel importante en el reclutamiento
inicial. Uno de estos factores es el conocido como LK, el cual se expresa en las células de




la granulosa en el momento del reclutamiento de los foliculos primordiales, mietras que su
receptor se encuetra localizado en el ovocito y en las células de la teca. Las mutaciones
inducidas cn ¢l gene que determina la sintesis del LK, inhiben el desarrolio de los foliculos
primordiales y la formacion dec folfculos primarios (Bedell ct al, 1995). Asi mismo cl
tratamiento de ratones neonatales con anticuerpos contra el receptor c-kit causa disturbios
en el reclutamiento inicial (Yoshida et al, 1997).

2) Foliculos secundarios o preantrales. En foliculos secundarios, también
conocidos como preantrales, medianos o en crecimiento, el ovocito continta su crecimiento
y las células dc la granulosa por una serie de divisiones mitéticas dan origen a un foliculo
multilaminar que posee dos o tres capas de células de la granulosa. Aparece la zona
pelicida, sc inicia la organizacién de la teca alrededor del foliculo preantral y, por lo tanto,
la formacién de la red vascular del foliculo (Hsueh et al, 1996).

2.1). Influencia del ovocito, de la granulosa y de la teca en el desarrollo del foliculo
preantral. El crecimiento del ovocito, desde ¢l inicio de la foliculogénesis y en el trascurso
de ¢ésta, requicre de la presencia de un sistema de comunicacién entre las células de la
granulosa y el ovocito. Los ovocitos que son separados de las células de la granulosa no
muestran crecimiento, mientras que los ovocitos en los que se mantienen las uniones
comunicantes con las células de la granulosa crecen normalmente (Tsafriri, 1997). En esta
etapa del desarrollo se expresa la conexina 37, una proteina caracteristica de las uniones
comunicantes, la falta de conexina 37 tienc un cnorme impacto cn ¢l crecimicnto del
ovocito, mientras que el desarrollo folicular mismo puede realizarse normalmente hasta el
estado sccundario tardio y formar un limitado niimero de foliculos antrales pequefios
(Simon, et al, 1997).

La interaccidn ovocito-células de la granulosa también es necesaria durante esta fase
para ¢l reclutamiento de las células de la teca asi como para su participacion en el
desarrollo folicular. Las células de la teca son reclutadas de células del estroma adyacente
al foliculo después de haberse iniciado el reclutamiento del foliculo primordial (Peters,
1979). Este reclutamiento de las células de la teca puede ser, en parte, inducido por un
factor derivado de las células de la granulosa que induce la organizacién de las células de la
teca, actuando también sobre las células del estroma adyacentes para que proliferen y se
diferencien a células de la teca (Peters, 1979). Posiblemente el ligando KL producido por
las células dc la granulosa pueda ser este factor de reclutamiento de la teca durante el
desarrollo folicular temprano (Parrott and Skinner, 2000). Asi mismo, los foliculos
preantrales secretan algunas otras proteinas que aumentan el crecimiento y diferenciacién
de la teca (Gelety and Magoffin, 1997).

2.2). Esteroidogénesis, gonadotropinas y factores de crecimiento en el desarrollo
Jolicular preantral. A pesar de que se han encontrado receptores a FSH en las células de la
granulosa desdc cl foliculo primordial hasta el foliculo preantral en crecimiento (Richards,
1980) y de que los foliculos preantrales con 1-4 capas de células de la granulosa muestran
un incremento en la sintesis de DNA (Roy and Greenwald, 1989) y en el didmetro folicular -
(Yokota et al, 1997) en respuesta a FSH, se acepta que los estadios tempranos del
desarrollo folicular sc rcalizan en auscncia de FSH (Tonetta and diZcrega, 1989, Gougeon,
1996, Kumar et al, 1997) bajo la influencia de factores intraovéricos (Tonetta and diZerega,
1989, Gougcon, 1996, Giuduce, 1992).




Estudios rcalizados utilizando foliculos preantrales intactos de hamster adulto han
demostrado que ¢l foliculo preantral, incluyendo foliculos primarios pequefios con una
simple capa de células de la granulosa y sin teca, son capaces de producir progesterona y
androstendiona in vitro cuando se estimulan con FSH (Roy and Greenwald, 1987), pero que
la produccion de novo de estrogenos solo es evidente para los foliculos con 5 6 6 capas de
la granulosa y teca desarrollada (Roy and Greenwald, 1987). Esta respuesta esteroidogénica
limitada podria scr debida a que los receptores a FSH no se encucntran adecuadamente
acoplados al sistema de la adenilato ciclasa o a que estos receptores no funcionan
Optimamente pucsto que se requicre de estrogenos para aumentar la produccién de AMPc
(Roy and Greenwald, 1987).

La participacion simultdnea de las células de la teca y dc la granulosa en la
csteroidogénesis quedan tambien demostrados por los estudios relizados en cultivos
combinados dc ambos tipos de células en los cuales la estimulaciéon con FSH produce un
aumento en la proliferacion y en la esteroidogénesis, lo cual no sucede cuando se estimulan
de la misma manera cultivos individuales de uno u otro tipo de células (Kotsuji and
Tominaga, 1994). También se ha demostrado una interaccién entre células de la granulosa
y células de la teca en el desarrollo folicular a través del efecto de algunos esteroides
sexuales como los androgenos y los estrogenos (Wang and Greenwald, 1993b; Hillier et al,
1997, Murray et al, 1998).

La funcién normal de las células dc la granulosa y su viabilidad dependen de la
presencia de rcceptores funcionales para FSH sobre la superficic de la célula. Estos
receptores a FSH estan relacionados con el sistema de la AMP ciclasa y la formacién de
AMPc¢ (Knecht ct al, 1984), el factor de crecimiento cpidermal y la activina pueden
modular los sitios de unién de FSH (May ct al, 1987). La accion de la FSH se refleja, pues,
en un incremento de AMPe el cual produce un aumento en la actividad de la aromatasa y la
sintesis de estrogenos y, lo cual es particularmente importante, de un incremento en el
nimero dc receptores a gonadotropinas y sitios intracelulares de unién del AMPc
(Richards, 1980).

En los foliculos preantrales, asi como en estadios posteriores del desarrollo
folicular, las células de la granulosa son capaces de sintetizar péptidos bioactivos
importantes para la regulacion del funcionamiento del foliculo, como la activina y Is
folistatina (Meunicr ct al, 1988). La sintesis de otro de estos importantes péptidos, la
inhibina, esta bloqueada en el estadio de desarrollo preantral por la expresion del gen WT1.
Cuando se alcanza el estadio preovulatorio disminuye la expresion de WT1 y aumenta la
formacion de inhibina de una manera directamente proporcional al desarrollo folicular (Hsu
ct al, 1995; (Goldring ct al, 1987). La inhibina bloquca la liberacién de FSH por la
hipdfisis, micntras que la activina la estimula (Findaly, 1993). La folistatina es estimulada
por la activina, sin embargo cuando ésta se une a la subunidad beta de la activina es capaz
de neutralizar la bioactividad de la activina (Shimonaka et al, 1991, Nakamura et al, 1992).
La activina modula de varias maneras la produccién de progesterona estimulada por FSH
en células de la granulosa de ratas: en foliculos preantrales y antrales tempranos, la activina
aumenta su respucsta a FSI1, pero en células de la granulosa de los foliculos preovulatorios
¢s inhibitoria (Miro ct al, 1995). In células de la granulosa luteinizadas cn cultivo, la
activina inhibe la biosintesis dc progesterona y de estrédgenos (Rabinovici et al, 1992).

Se ha dcmostrado el papel modulador importante de diferentes factores
intraovéricos con accién proliferativa y que son requeridos para el desarrollo folicular
(Hirshficld, 1991), aunque se desconoce con precisién su mecanismo de accién sobre el




desarrollo y la maduracion foliculares. Se ha reportado que la FSH cs capaz de incrementar
la sintesis del factor de crecimiento transformante alfa (TGF a) en la teca, (Kudlow, et al,
1987). También sc ha encontrado actividad del factor de crecimiento epidermal (EGF) en
células de la granulosa dc foliculos preantrales y antrales pequefios de Ilamster y en células
de la teca de ratas (Skinner ct al, 1987; Roy and Greenwald, 1990). Usando (‘#1)-EGF, sc
han cncontrado sitios de unién en células dec la granulosa y de la tcca de foliculos
sccundarios y terciarios (Chabot et al 1986). El EGF regula la produccion de progesterona
en foliculos secundarios y terciarios (Roy and Greenwald, 1991a) y media la accidén
proliferativa de la FSI1 y del AMPc en las células de la granulosa. Esto dltimo se ha
demostrado porque la proliferacion sc bloquea con el uso de anticuerpos especificos para
LGI (Roy and Greenwald, 1991b), ademds sc ha cncontrado que cl EGI provoca la
incorporacién de timidina (H) al DNA de las células de la granulosa de foliculos
preantrales de hamster, lo cual refleja ]a acumulacion de las células en la fase de sintesis del
ciclo celular.

En los foliculos preantrales se encuentran altos niveles del factor de crecimicnto
insulinoide uno (IGF-1) y sus receptores (Levy et al, 1992). Sin embargo, sé ha observado
desarrollo relativamente normal hacia cl cstado antral temprano en ratones mutantes a los
quc les falta IGF-1 (Baker et al, 1996); también se ha encontrado que sirve para aumentar la
respucsta de células de la granulosa a 'SH al aumentar la expresion de-su receptor (Zhou et
al, 1997), IGF-1 participa en la sintesis de androgenos en las células de la teca de la rata al
estimular ¢l gen del citocromo P450 (sce) potencializando ¢l cfecto de la LH sobre la
biosintesis de andrégenos en las células de la teca (Magoffin et al, 1990). Otro factor de
crecimiento que sc localiza en los foliculos preantrales es el factor de crecimiento
fibroblastico basico (bFGF), el cual estimula la incorporacion de timidina (*H) en los
foliculos preantrales de hamster estimulando su crecimiento (Roy and Greenwald, 1991a).
El factor de crecimiento fibroblastico FGF es secretado por las células de la teca y tiene
accion paracrina sobre la granulosa (Parrott and Skinner, 1998).

3) Foliculos Antrales. Ll foliculo antral, consiste de diversas capas de células de la
granulosa, un antro lleno de liquido folicular, una capa basamental que separa la teca
interna de las células de la granulosa, las capas externa e teca interna que constituyen la
teca y, por supucsto, cl ovocito. Este es un estadio crucial para el desarrollo del foliculo, la
mayoria dc cstos foliculos sufren atresia si no son rescatados por gonadotrofinas después
del inicio de la pubertad (Hirshfield, 1991). Estos foliculos miden entre 0.2 y 0.4 mm de
diamectro cn la rata (Iirshficld and Desanti, 1995), de 0.4 a 0.5 mm cn las ovejas (Turbull et
al, 1977) y entre 2 y 5 mm en la mujer (Gougeon1996).

3.1). Compartamentalizacion de las células de la granulosa. Las células de la
granulosa cn los foliculos antrales se organizan en regiones morfoldgicamente distinguibles
con funciones cspecializadas, La capa de células de la granulosa adyacente al ovocito,
células de la corona radiada, cstablccen contacto inmediato con ¢l ovocito mas alld del
cstado preovulatorio por medio de procesos membranales que atravicsa la zona peliciday -
forma cl complejo de las uniones comunicantes con cl oolema, cstas células sirven de
células  “nodriza” dando nutrientes para cl crecimiento del ovocito y también
intercambiando factores reguladores con el ovocito, por medio dec esta comunicacién se
liberan sefiales que sc requieren para la maduracion coordinada del foliculo y del ovocito.




Las células del cumulus forman una masa celular que rodea al ovocito, llamada
cumulus oophorus, que une al ovocito con la pared del foliculo y pueden contribuir con sus
necesidades de nutricién y de regulacion. Después de la ovulacion el complejo cimulus-
ovocito puede facilitar la captura por el oviducto y puede contribuir a la maduracion final
del ovocito y a lapreparacion de la célula espermatica para la fertilizacion. La mayoria de
células de la granulosa forman el muro o células de la granulosa parietal que tapizan la
cavidad folicular. Estas células del muro adyacentes a la capa basamental son las primeras
en diferenciar su respuesta esteroidogénica para realizar la aromatizacién de androgenos y
la sintesis de progesterona como respuesta a los picos ovulatorios de LH (Midgley, 1972),
principalmente debido a que se inicia la expresion de la actividad de la 3-beta-hidroxi-
esteroide deshidrogenasa (3-beta-HSD) (Zoller and Weisz, 1979) y a la presencia de niveles
importantes de citocromo P450 (Zoller and Weisz, 1978). Las subpoblaciones de células de
la granulosa pueden ser explicadas con base a sus diferentes sensibilidades a FSH (Kasson
ct al, 1985).

3.2). Reclutamiento ciclico y seleccion de foliculos astrales. El desarrollo folicular
puede continuar independientemente de la secrecién de gonadotropinas, pero solo hasta el
estado antral temprano, después de esta etapa se requiere la presencia de gonadotropinas,
probablemente para determinar la inhibicidn, o el rescate, de la atresia de los foliculos
antrales después del inicio de la pubertad (Hirshfield, 1991). Los foliculos antrales
tempranos miden 0.2-0.4 mm de didmetro en la rata (Hirshfield and Desanti, 1995),
micntras que en las ovejas miden de 0.4-0.5 mm (Turbull et al, 1977) y en el humano miden
de 2-5 mm (Gougeon, 1996). En la mujer aproximadamente a las 24 semanas de la
gestacion ya se han formado los foliculos primarios y a las 26 semanas de la vida
intrauterina algunos foliculos han alcanzado ya la etapa secundaria de desarrollo (McGee
and Tisuch, 2000). En la rata ¢l desarrollo folicular se inicia entre los dias 2-3 post parto,
llcga a la formacion de un foliculo multilaminar cerca del dia 6-7 y alrededor del dia 10 se
observan foliculos que contienen antro (McGee and Hsueh, 2000). A pesar de que la atresia
pucde presentarse en cualquier fase del desarrollo folicular, en la rata este fendmeno es bien
aparcnte solo hasta cl dia 18 cuando aumenta el nimero de foliculos antrales (McGee et al,
1998).

El rescate de los foliculos antrales se conoce como reclutamicnto ciclico y es
iniciado por la presencia de la FSH. Este paso, conocido también como mecanismo de
seleccidn, es un proceso por el cual algunos foliculos inician su desarrollo (Rombauts et al,
1998). Para que se realice el proceso de reclutamiento es necesario que la teca exprese los
RNAmm de P450 scc, mientras que en las células de la granulosa se requiere de la
expresion del RNAm del receptor de FSI (FSTIR) y de los citocromos P450 sce y P450
arom. Un poco mas adeclante en el proceso de maduracién folicular, se requiere de la
expresion del RNAm para cl receptor de LH (LHR) en las células de la granulosa y en la
teca, asi como la expresion de la 3-beta-HSD (Xu et al, 1995).

3.3). Participacion de FSH en ¢l desarrollo del foliculo antral. Sc ha determinado
que la disminucién de gonadotropinas en ¢l suero después de la hipofisectomia a ratas,
conduce a la atresia dc los folfculos antrales (Nahum et al, 1996), micentras que tratamicntos
con FSH a foliculos antrales en cultivos previene el inicio espontaneo de la atresia folicular
(Chun et al, 1996). LH y hCG solos son inefectivos para evitar la atresia, sugiriendo que
FSH es el factor de supervivencia en este estado del desarrollo folicular (Chun et al, 1996).
Dentro del ciclo cstral existen fluctuaciones de FSH sin embargo en roedores,




caracterizados por una fase lutea corta durante su ciclo estral, el incremento en FSH
periovulatorio parece ser requerido para que escape de la atresia y continie con su
desarrollo listo para ovular en el siguiente ciclo estral (Hirshfield, 1988). En los rumiantes
domésticos, con una fase folicular corta, la oleada de foliculos son seleccionados por
incrementos transitorios en los niveles de FSH durante la fase hitea (Scaramuzzi et al,
1993).

En la oveja se requiere de altos niveles de FSH y niveles basales de LH como sefial
para cl reclutamicnto y la seleccion folicular (Driancourt, 1991), Durante ¢l ciclo estral
ovino, la concentracion en el sucro de I'SII incrementa y disminuyc a intervalos regularcs
(AMPcbell et al, 1991; Ginther et al, 1995) y existe una relacién temporal entre el
reclutamiento folicular y los incremento en la concentracion de FSH en el suero (Ginther et
al, 1995). Asi mismo, en el anestro de las ovejas se observa un desarrollo de foliculos
antrales muy similar al que se encuentra en la fase litea de acuerdo a datos que se
obtuvicron dc ovejas cn anestro, originados de estudios postmorten de tractos reproductivos
(Hutchnson and Robertson, 1966; Brand and de Jon, 1973) y dc experimentos con
laparoscopia-endoscopia (Noel et al, 1993). El anestro esta asociado con altos niveles de
FSH y una reduccién en la frecuencia LH hasta 2.4/9h, comparados con los valores basales
del proestro que es de 5.3/9h (Greenwald and Roy, 1994).

3.4). Participacion de enzimas con actividad proteolitica en el desarrollo de
Joliculos antrales. La actividad antiproteolitica y proteolitica parece ser también importante
en la regulacion del desarrollo folicular, la actividad antiproteolitica es mayor en los
foliculos antrales pequefios de la cabra, y disminuye con el tamafio folicular por un lado y
por el otro la actividad proteolitica aumenta con el tamafio folicular (Rosales et al, 1990).
La actividad antiprotcolitica inhibc la actividad estimuladora dc la adenilato ciclasa
provocada por LH y por FSH (McLliroy et al, 1980); principalmentc al inhibir la sintesis de
AMPc por las gonadotropinas (Richert and Ryan, 1977). La actividad antiproteolitica y
proteolitica participa en la remodelacion tisular no solo antes de la ovulacidn, sino durante
las fases del crecimiento y maduracién folicular (Rosales et al, 1990).

La actividad de la enzima lisosomal, fosfatasa acida de las células de la granulosa
también participa en las etapas tempranas de desarrollo folicular, ya que se encuentra una
gran actividad total dc esta enzima cn células de la granulosa de los foliculos antrales
tempranos y disminuye con el desarrollo folicular (Ballesteros et al, 1992). La fosfatasa
acida puede bloquear la unién de los esteroides con su receptor a través de su actividad
defosforilante, puesto que los receptores son proteinas fosforiladas (Dougherty et al, 1982);
una disminucion de la actividad total de la fosfatasa en forma directamente proporcional al
desarrollo folicular favorcce un aumento en la unién del receptor a estrégenos y una
disminucion de la atresia folicular (Rosado y Rosales 1991).

4). El foliculo preovulatorio o foliculo de Graf. adquiere su méximo didmetro y
responde a los picos preovulatorios de gonadotropinas. Se requiere de la expresién de
RNAm para receptores de LH ( LHR) en células de la granulosa y teca nccesaria para la
dominancia del foliculo (Bao et al, 1997).

4.1). Participacion de las gonadotropinas en la dominancia folicular. En la vaca
(Gong et al, 1993) y en la oveja (Ginther et al, 1995) se han encontrado evidencias que el
reclutamiento ciclico esta asociado con incrementos de FSH, y que periodos de dominancia




folicular estan asociados con niveles basales de FSHL En experimentos cn los que sc ha
suprimido la liberacion de gonadotropinas demuestran que FSH por si sola puede estimular
el reclutamiento ciclico (Picton et al, 1990; AMPcbell et al, 1998) y que el foliculo
dominante depende en un inicio de FSH y LH para finalmente solo requerir de altos niveles
dc LH (Scaramuzzi ct al, 1993; AMPcbell et al, 1995; AMPcbell et al, 1999). Después de la
lutedlisis ¢ iniciar la fase del metaestro del ciclo estral aumentan los niveles de LH, siendo
¢ste el factor biologico que controla ¢l surgimiento del foliculo dominante (Greenwald and
Roy, 1994).

Las células dc la granulosa de los foliculos preovulatorios producen estrogenos, esta
produccién estd regulada por FSH/LH, P450 arom, se han detectado en células de la
granulosa de foliculos de muchas especics la expresion de RNAm y proteinas para el
rcceptor de FSH/LIH, P450 arom (Bao et al, 1997, Doody et al, 1990). Micntras que cn la
células de la teca se requicre de la expresion de receptor de LH, P450 sce, p450 ¢17, 3 beta-
[1SD y de StAR, para la sintesis de androgenos, necesarios para el sustrato en la sintesis de
estrogenos en las células de la granulosa, la expresion de RNAm de StAR es baja en la teca
de los foliculos antrales y preantrales, mientras que se incrementa su expresion en la teca
durante la dominancia del foliculo (Bao ct al, 1998).

[l foliculo dominante en la oveja muestra actividad significativa de las 3 beta-HSD
en la tcca mientras que csta enzima no estd presente en la membrana de la granulosa hasta
pocas horas antes de la ovulacion (Hay and Moor, 1975). Sin embargo histoquimicamente
se ha demostrado que la actividad de la 3 beta-1ISD en el ovario de la rata esta fuertemente
expresada en células de la granulosa de foliculos preovulatorios y solo se encuentra
débilmente expresada en estadios antrales tempranos (Hoyer and Anderson, 1977).

4.2). Participacion de gonadotropinas y de enzimas en la ovulacion del foliculo
preovulatorio. Se ha demostrado que LH y hCG promueven la labilizacion de los lisosomas
cn células del ovario, permitiendo la liberacidn de sus enzimas hacia ¢l citoplasma dc las
células (Rahi and Srivastava, 1984), asi mismo, se incrementa en el nimero de lisosomas
(Elfont et al, 1977). Sin embargo otros datos demuestran que la LH y hCG actian
selectivamente sobre las células de la teca, pucsto sc ha observado un aumento de la
actividad total de fosfatasa 4cida y glucosaminidasa en la teca de los foliculos
preovulatorios de cabras, mientras que los lisosomas de las células de la granulosa no
muestra cambios en su actividad en los fliculos preovulatorios (Ballesteros, et al, 1992).

Las gonadotropinas pueden inducir la ovulacién al estimular al activador del
plasminégeno en  foliculos preovulatorios de ovarios maduros. [l activador del
plasmindgeno actta sobre ¢l plasmindgeno en el fluido folicular y tejido del ovario para
producir plasmina, que en turno, debilita la pared del foliculo (Strickland and Beers, 1976).
Asi mismo la actividad de tripsina de la teca de los foliculos preovulatorios es necesaria
para la ovulacién (Rosales et al, 1990). La proteasa liberada dentro del tejido conectivo
pudc activar la colagenasa latente de la matriz extracelular (Morales ct al, 1983), esta
accion local pucde alterar la estructura del foliculo y facilitar su ruptura (Rosales ct al,
1990). _
Si la sefial ovulatoria no se presenta, los foliculos sufren degeneracion, este es el
mecanismo a través del cual muchos de los foliculos son eliminados en el conejo (Perry and
Rowlands, 1962) y por el cual los foliculos de la primera oleada de crecimiento son
climinados cn los rumiantes como la oveja y la vaca (McNatty et al, 1992),




4.3). Participacion de factores de crecimiento en los foliculos preovulatorios. Los
factores de crecimiento participan en el desarrollo folicular desde el foliculo preantral,
antral y preovulatorio. En los foliculos preovulatorios, numerosos factores promueven la
supervivencia de las células del foliculo (Chun, et al, 1994, Eisenhauer et al, 1995, Chun, et
al, 1995). Un elaborado mecanismo de control intrafolicular aumenta la supervivencia del
foliculo preovulatorio (Hsueh et al, 1996). El inicio de la apoptosis en los foliculos
preovulatorios en cultivos libre de suero es prevenida por tratamientos de FSH y LH (Chun,
ct al, 1994), los factores locales que incluyen 1GF-I, EGF, TGFa y Factor de crecimiento
fibroblastico-2 también suprimen la apoptosis de las células del foliculo (Chun, ct al, 1994,
Tilly et al, 1992). La interleucina-1p también es un factor de supervivencia del foliculo
preovulatorio (Chun, et al, 1995).

4.4). Diferenciacion de las células de la granulosa en el estado preovulatorio. En el
ovario adulto, las células que producen esteroides comprenden a las células de la teca y
células de la granulosa de foliculos grandes, el cuerpo litco, y células intersticiales. Una
célula tipica de produccién de esteroides se caracteriza por tener muchas mitocondrias con
crestas tubulares, abundante reticulo endopldsmico liso, y muchas gotas de lipidos.
(Christensen, 1975), estas caracteristicas ultraestructurales son muy evidentes en células de
la granulosa de foliculos que van a ovular (Mestwerdt, 1977), antes de aparecer la sefial
ovulatoria en muchas cspecics (Bjersing, 1978).sec obscrvan caracteristicas tipicas de
luteinizacion, como incremento en el reticulo endopldsmico liso y la aparicién de
mitocondrias con crestas tubulares.

La marca predominante de diferenciacién de las células dc la granulosa de aves es ¢l
desarrollo de un componente de la via de trasduccidn de la sefial que regula la biosintesis de
esteroides principalmente la produccién de progesterona la diferenciacion esta regulada en
respuesta al estimulo de gonadotropinas (LH). Usando citometria de flujo se han observado
diferentes caracteristicas de las células de la granulosa de foliculos individuales de foliculos
proovulatorios de aves. Durante los dias finales de la maduracién folicular hay un
incremento en cl tamafio de la célula y una actividad metabdlica general (contenido de
proteina y RNA) y un descenso en la proliferacion en las células de la granulosa (Marrone
and Crissman, 1988). Hay un marcado incremento en la actividad enzimatica
estcroidogénica en las células de la granulosa durante la maduracién folicular (Asem and
lertelendy, 1985).

Una relacién entre la estructura de las células de la granulosa y su funcién durante la
diferenciacién se han sugerido de varios reportes (Soto et al, 1986; Camegie and Tsang,
1988) principalmente cambios en la forma de las células, lo cual involucra la
reorganizacion del citoesqueleto y redistribucién de organelos, esto parece ser una
importante respuesta al estimulo que induce la esteroidogenesis. Los organelos que
interviene en la esteroidogénesis incluyen a la mitocondria y al reticulo endopldsmico, que
contiene las enzimas esteroidogenicas; gotas de lipidos, que almacenan al sustrato
colesterol; y a los lisosomas que procesan el colesterol de las lipoproteinas de baja
densidad. Un aumento en el nimero de mitocondrias durante la maduracion folicular
aparece ser un evento morfoldgico asociado con la diferenciacion de las células de la
granulosa de aves (Dive et al, 1992).
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I11. Atresia folicular.

En los mamiferos hay al menos seis olas de degeneracion que ocasiona la pérdida
masiva de células germinales durante el desarrollo folicular, las primeras tres ocurren antes
de la formacion del foliculo, asi que comprende basicamente la degeneracion de células
germinales, micntras que las otras tres ctapas, se presentan cn las distintas fases del
desarrollo folicular (Mariana et al, 1991) y esta relacionado con la atresia, sin embargo el
mecanismo exacto y el control de la atresia permanecen poco claros, En muchas especies,
el porcentaje de foliculos atrésicos es alto cuando se incrementa el didmetro folicular en los
foliculos preantrales (McNeilly et al, 1986). Mientras que todos los foliculos antrales
tempranos sufren atresia en etapas prepuberales, en los animales adultos e¢s mas comiin
observar que las gonadotropinas no rescaten en su totalidad a los foliculos cn el pentltimo
estadio del desarrollo folicular (Hirshfield, 1991; Kaipia and Hsueh, 1997). La proporcién
de foliculos atrésicos y de los foliculos sanos es moderadamente constante durante la vida
fértil, pero varia entre especies, en la rata, el 70% de los foliculos antrales son atrésicos
(Mand! and Zuckerman, 1950), en el raton, 50% (Jones 1956), en el conejo, el 60% (Pincus
and Enzmann, 1937), en ¢l humano varia entre el 50-75% (Block, 1951), en la oveja, el
60% (Turnbull et al, 1977), en el cerdo, el 56% (Centola, 1982). Los foliculos menos
susceptibles a experimentar atresia son los preantrales y preovulatorios (Hirshfield, 1991;
Tilly ct al, 1991). A

Durante el desarrollo folicular en el ovario, solo un nimero limitado de foliculos es
capaz de llegar a la ovulacion mientras que la gran mayoria experimenta atresia. En la
mujer al momento del nacimiento se observa un niimero aproximadamente 2x10° de
ovocitos, cste ntimero disminuye de manera tal que al llegar a la pubertad s6lo estdn
presentes de 300,000 a 400,000 foliculos cn los ovarios, de esta dotacion fija de foliculos
solo 400 seran ovulados durante el trascurso de toda su vida reproductiva, lo que representa
que solo ¢l 0.01 % de los foliculos son seleccionados para ovular, mientras el 99.9 % sufren
atresia (Tsafriri and Braw, 1984; Hirshfiel, 1991; Tilly et al, 1991; Hsuch et al, 1996;
McGee ctal, 1998; Tlsu and Isuch, 1998). Uno de cada 500 foliculos presentes al momento
del nacimicnto scrdn ovulados, cl resto sufrirdn atresia lo que hace a cste proceso parte
integral dc la funcion ovdrica normal (Rotello et al, 1989). Para las demas especics de
mamiferos también la gran mayoria de foliculos presentes en el ovario experimentan atresia
y varia de entre 70 al 99.9% de acuerdo a la especie (Ryan y Lee, 1976).

1. Teorias de la atresia.

Por lo menos tres modelos teéricos pueden ser propuestos para explicar como se
determina el destino de los foliculos, el cual puede ser, la ovulacion o la atresia. (Hsueh et
al, 1994),

a).- Los foliculos que sufren atrcsia pueden estar predestinados por deficiencias
inherentes al ovocito, las células foliculares o por su ambiente inmediato. Como la mayoria
de los foliculos son capaces de crecer bajo apropiada estimulacion  hormonal, este
mecanismo no parcce ser la base para la atresia de la mayorfa dc los foliculos.

b).- La mayoria, si no es que todos los foliculos son capases dc llegar a la ovulacién
a menos que la atresia se dispare por estimulos atresiogénicos.

¢).- Ll destino final de todos los foliculos es la atresia. Solo los foliculos que
alcanzan un cstado especifico de desarrollo que coincida con sefiales hormonales criticas,
son dispensados de la atresia.




2. Clasificacion de la atresia.

El funcionamiento de los ovarios, desde el punto de vista del desarrollo folicular se
caracteriza por ¢l continuo crecimiento y degeneracion de los foliculos de los cuales solo
unos cuantos de ellos son seleccionados para ovular (Rosales y Rosado, 1989; Hirshfiel,
1991) por lo que pareceria posible llegar a la conclusién que el destino final del desarrollo
folicular es la atresia (Murdoch, 1992). En condiciones naturales, la atresia, es un proceso
paulatino e irreversible, cuyas alteraciones morfolégicas del foliculo dependeran del grado
alcanzado. Desde el punto de vista histolégico se han propuesto varias maneras de clasificar
la atresia folicular, de las mas utilizadas en la actualidad es la propuesta por Carson et al,
(1979), que es una modificacién a la designada por Byskov (1974), en la cual se encuentran
5 grados de atresia los cuales comprenden:

Atresia I: Involucrad a los foliculos no atrésicos, los cuales presentan una capa de la
granulosa integra y uniforme. Las tecas son evidentes y estan en contacto con la granulosa.
[La membrana basal csta intacta. No hay células con ntcleos picndticos en la granulosa, o
bien son muy escasos (< 5% al examinar un corte sagital hecho por los didmetros mayores
del foliculo).

Atresia II: Se encuentran algunas dreas discontinuas en la granulosa, provocadas por
el desprendimiento de algunas células y presenta un porcentaje importante (5-20%) de
células con niclcos picnéticos o fragmentado localizados adyacentes a la cavidad antral. La
membrana basal se conserva intacta.

Atresia III: Las perforaciones de la capa de la granulosa estan asociadas con
extensas dreas de nucleos picnoticos de esta capa. Se observa un numero de leucocitos
extravazados, lo cual se correlaciona con el rompimiento de la membrana basal. En esta
etapa es posible demostrar la presencia de linfocitos T citotéxicos en la pared folicular
(Bukovsky et al, 1984). Frecuentemente se observa hipertrofia de la teca (Guraya and
Greenwald, 1964).

Atresia IV: Se perfora la capa de la granulosa, ademés de una separacion parcial de
la teca interna. Los nucleos picnéticos son evidentes en ambas capas, a pesar de que el
numero total de células con nicleos picndticos es menor que en el estado anterior,
probablemente a causa de la fagocitosis de las células degeneradas por los macrofagos. El
ovocito inicia su scparacion de la pared folicular.

Atresia V: Los [ragmentos residuales dec la granulosa cstan totalmente separados de
la teca. Los capilares de la teca y el ovocito han desaparecido. El foliculo se encuentra
encogido y puede haber colapso total de las paredes, aparentemente debido a la contraccién
de tejido muscular liso que han sido descrito en la teca (Mota and Familiari, 1981).

2.1. Cambios morfologicos y bioquimicos observados durante la atresia.

La atresia sigue dos patrones diferentes durante el desarrollo folicular: en los
foliculos preantrales involucra cambios degenerativos que inician en el ovocito y contintia
hacia las células dc la granulosa, mientras que el ovocito tiene una resistencia al proceso
degenerativo en los foliculos en los que ya se ha formado el antro folicular (Tilly et al,
1995a; Greenwald and Terranova, 1988).

La atresia folicular inicia con la presencia de nicleos picnoticos en las células de la
granulosa (Hay et al, 1976; Hishifield and Midgley; 1978; Byskov, 1978), en los foliculos
que se consideran sanos existe un namero menor al 10% de células de la granulosa con
nicleos picndticos que se localizan cerca del antro folicular (Byskov, 1974), cuando inicia




la atresia se obscrva entre 10-30% dc las células de la granulosa que mucstran nticlcos
picnéticos (Hirshfield, 1989). Al mismo tiempo se observa una reduccién o ausencia de la
incorporacion de timidina ("H) dentro de las células de la granulosa lo que significa una
reduccion de células en la fase de sintesis del ciclo celular (Byskov, 1974; Hishifiel and
Midgley, 1978; Hirshficld, 1989; Greenwald, 1989). La FSH puedc estimular la sintesis de
ciclina D ¢n los foliculos sanos (Sicinski ct al, 1996), micntras p5S3 sc manificsta y
mantiene en arrcsto a las células de la granulosa cn la fase G1/S ¢ inicia la apoptosis lo cual
disminuye el nimero de células en la fase de sintesis del ciclo celular (Kim et al, 1999). En
las células de la granulosa de foliculos atrésicos, estd presente la forma activa de la
endonucleasas dependiente de Ca'/ Mg™ mientras que la endonucleasa inactiva se
encuentra en  los foliculos sanos (Zeleznik et al, 1989; Boone ct al, 1995; Boone and
Tsang, 1997). 1.a caspasa 3 sc encuentra activada en los foliculos atrésicos (Boone and
Tsang, 1998; Van Nassauw et al, 1999) mientras que en los foliculos sanos se encuentra
inactiva como procaspasa-3 (Robles et al,1999).

En todas las especies estudiadas, la atresia se correlaciona con un descenso en la
sintesis de estrogenos y un incremento en la produccidn de progesterona. (Uilenbroek et al,
1980; Tcrranova, 1981; Maxson ct al, 1985), esto es como consccucncia de la disminucidn
en la expresion de RNAm para la aromatasa y receptores a gonadotropinas (Tilly et al,
1992) este descenso en la expresion de RNAm de aromatasa no es el resultado de un
descenso total dc la sintesis de RNA en los foliculos atrésicos, pucsto que los niveles de
RNA ribosomal no disminuye (Hsueh et al, 1994). La disminucién en la cantidad de
cstrégenos se ha atribuido también a un descenso en la actividad de la C17,20- liasa de la
teca, lo que conduce a un descenso de andrégenos que pueden ser aromatizados en las
células de la granulosa (Tsalriri and Lckstein,1986; Tsonis ct al, 1984). Otros cstudios
donde se observa el comportamiento de la proteina reguladora esteroidogénica (StAR), que
importa colesterol de la membrana mitocondrial externa a la membrana mitocondrial
interna (Stocco and Clark, 1996) necesaria para proveer el colesterol a la mitocondria para
el metabolismo de la pregnenolona (Miller, 1988), esta proteina aumenta su expresién en
las células de la granulosa y disminuye en células de la teca durante el progreso de la
atresia lo que explica la sintesis de progesterona en estas células durante la atresia (Bao et
al, 1998) aunado a la expresion de la 3-beta-HDS en las células de la granulosa de los
foliculos atrésicos requerida para el metabolismo de la progesterona (Breitenecker et al,
1978). Las células dc la granulosa durante la apoptosis muestran un reorganizacion de los
filamentos dc actina que forman una red esférica que separa los organelos de la células de
las drcas cn que sc cstdn formando las vesiculas apoptéticas en la membrana plasmatica
(Pitzer et al, 1996), asi las células de la granulosa no pierden sus organelos que intervienen
en la esteroidogénesis como la mitocondria, reticulo endoplasmico liso, lisosoma y gotas de
lipidos. Esta compartamentabilizacién de los organelos esteroidogénicos alrededor de la
regién perinuclear permite el metabolismo de progesterona en las células de la granulosa
apoptoticas hasta ¢l colapso total (Pitzer et al, 1996). Algunas obscrvaciones indican que
cxiste una clevacion temporal de la esteroidogenesis despuds de la induccion de atresia
folicular (Miro and 1illicr, 1996). Durante la apoptosis parcce estar confinada la actividad .
multicatalitica a una drca denominada proteosoma, que estd prescnte cn las células de la
granulosa (Lcibovitz et al, 1995), este proteosoma es trasladado al espacio donde se
cncuentran las burbujas de la membrana citoplasmica (Pitzer ct al, 1996), csta traslocacién
protcge al aparato csteroidogénico localizado en la regién perinuclear de la degradacién por
el apoptosoma (Amsterdam and Selvaraj, 1997).
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Sc obscrva un descenso marcado de la vascularidad del foliculo antes del colapso de
la capa de la granulosa. (Murdoch, 1992). Antcriormente se¢ pensaba que la atresia cra cl
resultado de un suplementacién sanguinea inadecuada (Greenwald, 1989; Hay et al, 1976),
sin embargo no se cncontraron diferencias significativas entre el gasto sanguineo del
foliculo normal y los foliculos en etapas tempranas de atresia (Bruce y Moor, 1976).

Las células de la granulosa degeneran y se separan de la capa basamenta en los
estados avanzados dc la atresia (Hay et al, 1976; Hirshficld and Midgley, 1978; Junqueira
et al, 1989; Rajakoski, 1996), se fragmenta la lamina basal (Bagavandos et al, 1983);
mientras que en los estadios finales de la atresia se observa una reduccién del nimero de las
células de la granulosa (Hill and White, 1933, Bomsel-H. et al, 1979; McNatty et al, 1979).
Los residuos de acido sialico de los glicoconjugados que se exponen durante la atresia
(Kimura et al, 1999) rcgulan negativamente la adhesion celular (Hoffman and Edelman,
1983, Rutishauser ct al, 1988) y pueden jugar un papel importante cn la scparacion de la
capa de las células de la granulosa en los foliculos atrésicos (Kimura et al, 1999). La
reduccion del numero de las células de la granulosa es la consecuencia de la fagocitosis de
las células de la granulosa apoptéticas por las células vecinas viables y por macréfagos
(Hsuch ct al, 1994, Gaytan ct al, 1998). Los sistemas de reconocimicnto de azicar como la
interaccidn entrc azucares especificos de las membranas de las células apoptoticas y su
reeeplor tipo lectina en al membrana citopldsmica de las células fagociticas, son uno de los
mecanismos clave de reconocimiento de las células apoptoticas (Savill et al, 1993), aunque
el mecanismo de reconocimiento de la célula apoptética es especifico para cada tipo
celular, existen multiples métodos de reconocimiento, en las células de la granulosa los
glicoproteinas como Sia-alfa-2,6Gal/GalNAc que se localiza en la membrana citoplasmica
de las células dc la granulosa de los foliculos atrésicos, y que estd ausente en los foliculos
sanos (Kimura ¢t al 1998a, Kimura ct al, 1998b), pucdec cstar involucrada cn cl
reconocimiento de las células de la granulosa por las células fagociticas (Kimura et al,
1999). Mientras que las células sanas pueden reconocer a las células muertas al expresar
receptores como los de fagocitosis clase B tipo 1 (SR-B1) que normalmente tiene una alta
afinidad a lipoproteinas de alta densidad (HDL) (Acton et al, 1996; Rigotti et al, 1997;
Kozarsky et al, 1997) y participan en la importacién selectiva del colesterol HDL (Acton
et al, 1994; Acton ct al, 1996; Murao et al, 1997; Fluiter et al, 1998). SR-BI se encuentra en
los sitios donde se utiliza colesterol necesario para el metabolismo de esteroides, como la
glandula adrenal, el ovario, el testiculo, e higado (Landschulz et al, 1996, Johnson et al,
1998). SR-BI y otros miembros de la familia de receptores de fagocitosis estin
involucrados cn la defensa del huésped contra patdgenos cxodgenos asi como en el
reconocimiento de moléculas dafladas y células apoptéticas (Ren et al, 1995; Franc et al,
1996; Krieger, 1997; Suzuki et al, 1997; Terpstra et al, 1997; Murao et al, 1997). Puesto
que SR-BI puede unirse a los fosfolipidos anidnicos (Rigotti et al, 1995) y a que en la
apoptosis se expone la fosfatidilserina un fosfolipidos anidnicos sobre la superficie de las
células puede participar en el reconocimiento de las células apoptéticas (Fadok et al, 1992,
Savill ¢t al, 1993). Durante ¢l desarrollo normal SR-BI sc expresa mas cn las células de la
tecca que cn las otras células foliculares (Landschulz et al, 1996, Johnson et al, 1998,
Mizutani et al, 1997, Li et al, 1998). Esto indica que SR-BI tiene un papel importante en la
incorporacion de colesterol HDL para la produccion de hormonas cn estos tejidos. En la
atrcsia se incrcmenta la expresion de SR-BI en las células de la teca y puede estar
participando en cl reconocimiento de las células de la granulosa que muestran apoptosis por
c¢lulas sanas que no estdn especializadas en la fagocitosis (Svensson et al, 1999).
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Las células de la teca muestran hipertrofia extensa durante la atresia en humano,
rata, y conejo (Erickson et al, 1985), en ovinos, la teca muestran degeneracion similar a la
granulosa en estados avanzados de la atresia (O’Shea et al, 1978), las células de la teca de
los foliculos de hamster no muestran cambios morfolégicos marcados a pesar de ocurrir
una reduccion de la vascularidad folicular y del colapso total de la granulosa (Greenwald,
1989). El destino final de las células de la teca durante la atresia varia entre la diferentes
especies, en las ratas las células de la teca pueden dar origen a las células intersticiales
secundarias (Erickson et al, 1985)., mientras que en el conejo y en la oveja los foliculos
atrésicos desaparecen dentro de 7 dias (Hill and White, 1933).

El ovocito experimenta cambios meidticos en etapas tardias de la atresia folicular.
(Ilirshficld, 1989 Byskov, 1974), ¢l ovocito muestra rompimicnto de la vesicula germinal
por lo que se ha denominado seudomaduracién (Erickson et al, 1985), muy probablemente
como resultado de los cambios en la sefial de las células dc la granulosa y a una
disminucidn de la protefna conesin 43 de las uniones comunicantes (Wiesen and Midgley,
1994). La respiracion de un ovocito morfoldgicamente normal que proviene de un foliculo
atrésico es muy similar al de los ovocitos de las foliculos sanos, lo cual esta indicando que
aun cn la atresia el ovocito no experimenta cambios degencrativos (Magnusson et al, 1983),
incluso los ovocitos de ovejas y de ratas tomados de foliculos atrésicos pueden ser
fertilizados in vitro y son capaces de mostrar desarrollo embriolégico, similar a los sanos
(Tsafriri and Braw, 1984). La degeneracion del ovocito ocurre en etapas tardias de la atresia
(Driancoura, 1991).

3. Vias privadas de induccion de la atresia.

El estudio de la atresia en los ovarios de los mamiferos, se ha centrado en el
comienzo de la via de trasduccion de la sefial y los efectores que activan el inicio de la
muerte apoptética, hasta ahora se conoce poco relativamente de los componentes
intracelulares y eventos involucrados en este proceso (Tilly et al, 1995a; Tilly, 1996, Kaipia
and Hsueh, 1997). La apoptosis celular en los foliculos del ovario es regulada por hormonas
de la hipéfisis, asi como por factores de crecimiento, citocinas y esteroides (Billig et al,
1993; Hsueh et al, 1996). Muchos de estos factores son importantes para mantener la
proliferacion celular y para mantener la viabilidad celular.

3.1. Gonadotropinas y factores de crecimiento en la atresia.

Algunos estudios han demostrado que las gonadotropinas suprimen la apoptosis de
las células de la granulosa en condiciones in vitro de los foliculos preovulatorios (Byaskov,
1978, Billig et al, 1994, Chun et al, 1994, Hirshfield and Nidgley, 1978, Schwartz, 1974).
Experimentos in vivo también han confirmado que los foliculos antrales destinados a sufrir
atresia (Hsueh et al, 1994), pueden ser rescatados en una fase temprana por gonadotropinas
exogenas (Braw and Tsafriri, 1980, Hay et al, 1976) o pueden ser rescatados de la atresia
por FSH endogena (Tilly et al, 1991, Chun et al, 1996) asi mismo la adquisicién de
receptores a FSH es esencial para la diferenciacion y para la maduracion del foliculo
(Adashi, 1994); sugiriendo que FSH y LH son hormonas importantes en este proceso. La
atresia folicular se ha asociado con un descenso en la respuesta a FSH y a una reduccién en
los niveles del RNAm para el receptor de FSH (Tisdall et al, 1995, Xu et al, 1995b, Tilly et
al, 1992).
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Las células de la granulosa sintetizan péptidos bioactivos, que afectan la liberacion
de FSH de la hipdfisis, la inhibina es un heterodimero formado por dos subunidades una
alfa y otra beta (Amsterdam and Selvaraj, 1997) mientras que activina es una proteina que
se considera un homodimero formado por dos subunidades beta (Cataldo et al, 1994),
finalmente la folistatina es una simple cadena polipectidica que puede unirse a inhibina y
activina en la subunidad beta y neutralizar su actividad (Amsterdam and Selvaraj, 1997)

La primer funcién identificada de la activina A producida en las células de la
granulosa es estimular la liberacién de FSH de la hipéfisis (Ying, 1988) asi como estimular
la formacion de receptores a FSH en la hip6fisis (Hasegawa et al, 1988; Xiao et al, 1992) e
incrementando los niveles de RNAm para FSH (Xiao et al, 1990; Miro et al, 1991). En
células de la granulosa la activina A aumenta la actividad de la aromatasa inducida por FSH
(Hutchinson et al, 1987; Miro et al, 1991), El nimero de sitios de unién a LH (Sugino et al,
1988), la produccién de progesterona (Hutchinson et al, 1987; Sugino et al, 1988) y el
RNAm de folistatina (FS) (Michel et al, 1992).

La administracion sistémica de activina A, en monos, puede perturbar la
foliculogénesis (Stouffer et al, 1993), la activina A pueda tener una accion atretogénica
sobre el desarrollo folicular de acuerdo a estudios in vivo usando ratas de 25 dias de edad
(Woodruff ¢t al, 1990). [n otros modclos cclulares, la activina A, sc ha reportado induce
muerte celular en los mielomas (Nishihara et al, 1993), mientras que la sobre expresion de
Bcl-2 suprime la apoptosis inducida por activina en otros modelos celulares (Koseki et al,
1995). Sin embargo la posible interaccién entre Bcl-2 y activina en la regulacién de la
apoptosis de células de la granulosa no se ha establecido (Amsterdam and Selveraj, 1997).

El efecto inhibitorio de folistatin sobre la activina A se observa con mads claridad en
los ovarios de ovejas que muestran cambios en la expresion de RNAm para folistatina y
activina durante la maduracion folicular y atresia (Braw-Tal, 1994). Interesantemente, la
expresion de RNAm de folistatina en células de la granulosa de foliculos sanos es muy alta
y se localiza una acumulaciéon mayor en células de la granulosa que forman el cumulos,
comparadas con las células mas cercanas a la capa basamental del foliculo sano (Braw-Tal,
1994). Sin embargo, durante la atresia folicular, los niveles de RNAm para folistatina en las
células de la granulosa declinan y aumentan los de activina, finalmente desaparecen
folistatina cuando progresa la atresia, persistiendo solo en las células del cimulos (Braw-
Tal, 1994). Por otro lado otros condiciones que pueden contribuir a la
compartamentalizacion de la muerte celular en el foliculo, que se han observado, que la
cantidad dc células de la granulosa que mueren es mayor en la capa de la granulosa que da
al antro folicular comparada con las células que estan hacia la capa basamental del foliculo,
mientras que la apoptosis no ocurre en las células de la granulosa del cimulos (Yang and
Rajamahendran, 2000), podria explicarse a demés de la diferente expresion de folistatin a
su diferente actividad esteroidogénica de las células de la granulosa de bovinos
principalmente entre las células de la granulosa del antro contra las del muro (Rouillier et
al, 1996), ademas se ha sugerido que la capa basamental folicular juega un papel importante
en trasmitir sefiales de supervivencia y asi prevenir la apoptosis de estas células que se
encuentran mas cercanas a esta (Amsterdam et al, 1998) ‘

La inhibina puede funcionar como una proteina supresora de tumores ya que se ha
observado que ratones que no producen inhibina-alfa desarrollan tumor en el estroma del
cordén sexual ganadal (Matzuk et al, 1992), las células del tumor gonadal de los ratones
deficientes en la inhibina-alfa no se multiplican al compararlas con las células de tumor
ganadal dc ratones deficientes en inhibina-alfa y p53 que proliferan rapidamente (Shikone
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et al, 1994), lo cual sugiere que la inhibina-alfa bloquea a p53. Por otro lado, posiblemente
la inhibina alfa pueda interactuar con el gen bcl-2, favoreciendo que se exprese bel-2 y por
consiguiente se suprima la apoptosis de las células del foliculo en el ovario de ratas (Hsu et
al, 1996).

8a unién de las gonadotropinas a su receptor de la membrana de las células de la
granulosa activan la via de la protejna cinasa A (PKA) (Leung and Steel, 1992) lo cual
favorece la formacion de los factores de crecimiento insulinoides IGFs por los células de la
granulosa en respuesta a gonadotropinas (Giudice, 1992). Se ha demostrado que la accién
antiatretogénica de I'SH es parcialmente mediada a través de la produccion local de IGF-1 y
la activacion de la via del receptor de la tirosina cinasa (Chun et al, 1994; Hsueh et al,
1996). FSH e IGF-I se han considerado como factores de supervivencia capaces de
estimular la produccién de estrégeno in vivo e in vitro (Adashi et al, 1985, Manikkam and
Rajamahendran, 1997; Guthire et al, 1997) estudios in vivo han implicado al estrégeno
como una hormona antiapoptética en los foliculos del ovario, mientras que los andrégenos
son proapoptéticos (Billig et al, 1996; Billig et al, 1993), principalmente los estrégenos
incrementan la expresion de Bel. xL (Pike, 1999) y bloqueando la activacion de la caspasa
3 (Gotz et al, 1999). Al mismo tiempo que ocurre la apoptosis en foliculos atrésicos se
correlaciona con un descenso en los niveles del estrogeno intrafolicular (Tilly et al, 1992,
Carson et al, 1981) y RNAm de aromatasa (Tilly et al, 1992).

Algunos estudios que utilizan células de la granulosa en cultivo, indican que
tratamientos con FSH, LH e IGF-I son inefectivos en prevenir la apoptosis espontnea, a
pesar de su accidn antiapoptdtica, puesto que los receptores de FSIT estan exclusivamente
presente en las células de la granulosa, esto sugiere un importante papel de las células de la
teca. IGF-I es inefectivo en prevenir la apoptosis espontanea en células de la granulosa en
cultivo, pero son capaces de suprimirla en los foliculos en cultivo (Giudice, 1992; Chun et
al, 1994). Puesto que los células de la granulosa es la fuente principal de IGF-I en las ratas
(Zhou et al, 1991) y ovejas (Tisdal et al, 1995), y que los receptores de IGI'-I se expresa en
las células de la granulosa y en las células de la teca en roedores (Zhou et al, 1991), en la
oveja se han identificado solo el receptor IGF en las células de la granulosa (Monget et al,
1989), se puede decir que las gonadotropinas estimulan la produccién de IGF-I por las
células de la granulosa, y la secrecién de IGF-I actia sobre las células de la teca para
cstimular la produccion de EGF/TGF-a y que este u otros factores pueden difundir hacia
las células dc la granulosa para inhibir la apoptosis.

Usando las células de los foliculos de ovarios de ratas tratadas con PMSG, se ha
estudiado el papel de EGF y bFGF en la apoptosis. Células de la granulosa cultivadas con
EGF, TGF-a, o bFGF inhiben el inicio de la apoptosis, mientras que tratamientos con IGF-
I, TGFB, o el factor de necrosis tumoral-alfa (TNFa) son inefectivos (Tilly et al, 1992b), al
adicionar un inhibidor de la proteina cinasa (genistein) al medio de cultivo se bloquea
completamente la habilidad de EGF, TGF-a, y bFGF para suprimir la apoptosis en las
células de la granulosa a través de la via de la tirosina cinasa (Yaish et al, 1988).Algunos
estudios han demostrado que EGF se produce en las células de la teca de foliculos de rata
(Skinner ct al, 1982) micntras que otros trabajos realizados con autoradiografia demuestran
que existen sitios de unién a EGF en las células de la granulosa de los foliculos de rata
(Chabot ct al, 1986). Inmunocitoquimicamente se ha localizado la proteina TGF-a en la
leca y cn las células intersticiales en ovarios de ratas (Kudlow et al, 1987) y bovinos (Lobb
et al, 1989). Es posible pensar que la muerte de las células de la granulosa puede ser
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inhibida por accioncs pardcrinas de EGT/TGF-a producida por las células de la teca y por
acciones autdcrinas o paracrinas de bFGF sintetizado en las células de la granulosa (Hsueh
et al, 1994).

Miembros de la familia del IGF asi como sus receptores, proteinas de union
(IGFBP) y dc protcasas de IGFBP que se han encontrado dentro del ovario (Giudice, 1992;
Adashi ct al, 1985). La accién de las IGF puede ser antagonizado por miembros de la
familia de proteinas que unen IGF (IGFBPs) (Giudice, 1992). Mientras que las
gonadotropinas disminuyen la produccion de IGFBPs, aumentan la produccién y
biodisponibilidadde IGF-1, lo cual impide la apoptosis (Adashi et al, 1990; Filder et al,
1993). Las IGFBP tienen accién opuesta a los IGFs , las proteinas de uniéon pueden
disminuir la sintesis de DNA vy la esteroidogénesis in vitro, (Bicsak et al, 1990; Mason et al,
1992; Chandrasckher ct al, 1995). Los IGIBP participan en la atresia folicular y la
apoptosis de las células de la granulosa, que ocurre en los foliculos in vivo e in vitro (Chun
et al, 1994; El-Roeiy et al, 1994; San et al, 1993). Los niveles en el liquido folicular de
IGFBP-4 son mucho mas altos en el foliculo atrésico que en los foliculos sanos (San et al,
1993; Schuller et al, 1993). En los foliculos atrésicos las células de la granulosa expresan
RNAm de IGFBP-4  (Peng ct al, 1996), micntras que en los rocdores s¢ encucnira una
sobrc expresion de IGFBP-4 en las células de la granulosa de los foliculos atrésicos la cual
sc¢ incrementa con ¢l grado de atresia (Erickson ct al, 1992a, b). En la oveja se ha
encontrado que se expresa el mana de IGFBP-5 en las células de la granulas de foliculos
atléticos (Besnard ct al, 1996). Las gonadotropinas in vitro disminuye la acumulacién de
IGFBP-4 del medio, y aumenta la expresién del RNAm de IGFBP-4 en un 50% en células
dc la granulosa (Cataldo ct al, 1998), en los foliculos sanos existc un aumento en la
expresion del RNAm de IGFBP-4 en cl folfculo sano (El-Rociy ct al, 1994), micniras que
las gonadotropinas estimulan la produccion de proteasa de IGFPB-4 por las células de la
granulosa de los foliculos antrales sanos mientras que en los foliculos atrésicos esta ausente
y favorece su acumulacion en el liquido folicular (Chandrasekher ct al, 1995). El Interfer6n
gama,(INFy) una citosina, producida por los linfocitos que invaden cl cuerpo litco cuando
se desintegra la membrana basamental folicular durante la ovulacion (Wang et al, 1992;
Farrar and Schreiber, 1993), puede promover la expresién del receptor de Fas por las
células de la granulosa (Xiao et al, 1992; Hakuno et al, 1996), el INFy aumenta los niveles
de IGFBP-4 en el medio de cultivo sin afectar la expresion de RNAm para IGFBP-4 pero se
observa un descenso en la actividad de la proteasa IGFBP-4 (Cataldo et al, 1998). La
activina A producida por las células de la granulosa puede promover la acumulacion de
IGFBP por cstas células y puede participar en promover la apoptosis (Cataldo et al, 1994;
Stouffer et al, 1993; Woodrouff et al, 1990).

Las gonadotropinas pueden por otro parte favorecer la sobre expresion de proteinas
inhibidoras de la apoptosis (AIPs), principalmente de Hiap y Xiap, las cuales se consideran
factores de supervivencia (Hakuno et al, 1996; Johnson et al, 1996; Nartin and Green,
1995) puesto que Xiap puede unirse a la caspasa-3 y -9 activada ¢ inhibir la apoptosis
(Daveraux et al, 1997, Takahashi et al; 1998; Meier et al, 2000; Sun et al; 2000), mientras |
que Hiap interactia con el receptor de TNF, principalmente con TRADD formando un °
complejo de supervivencia (Smith et al, 1994) que facilita la proliferacion celular inducida
por TNF-a (Lee et al, 1997).




3.2. Inicio de la atresia por ligandos y receptores en la membrana celular.

El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-o) induce apoptosis en algunos tipos
celulares (Heller and Kronke, 1994; Hannun, 1996). Después de la activacion del receptor,
dos proteinas, la proteina de unién al dominio de muerte del receptor TNF (TRADD) y
otra proteina de unién al dominio de muerte del receptor Fas (FADD) forman un complejo
en la region intracelular del receptor de TNF-ou que desencadena la muerte celular, también
conocido como dominio de muerte (Hsu, et al, 1995; Chinnaiyan et al, 1996) o complejo de
sefializacion que induce muerte (DISC) (Nagata and Golstein, 1995). La union del
complejo TRADD y FADD activan a la caspasa-8 que puede inducir apoptosis (Muzio et
al, 1996; Boldin et al, 1996; Kumar and Lavin, 1996; Alnemri et al, 1996), la procaspasa-8
se une al complejo con FADD vy al activarse la caspasa-8 es liberada del complejo (Nagata
and Golstein, 1995). Se ha observado que TNF-a induce la produccion de ceramida en los
lisosomas y que como ya s¢ menciond estd involucrada en la citotoxicidad (Heller and
Kronke, 1994; Kull and Cuatrecasas; 1981; Watanabe et al, 1988; Watanabe ct al, 1989;
Watanabe et al, 1988). TNI-a puede inducir apoptosis en las células de la granulosa de
aves y tiene un papel importante en la atresia folicular (Witty et al, 1996), antes de inducir
la muerte en las células ovdricas, la accidn primaria del TNF-a en el ovario es, inhibir la
produccion de progesterona (Roby and Terranova, 1990), estrégenos (Adashi et al, 1989) y
andrégenos (Andreani ct al, 1991). TNF-a. puede ser producido por las células de la
granulosa y de la teca (Chen et al, 1993). Se ha demostrado que TNF-a una vez unido a su
rceeptor puede desencadenar la degradacion intracelular de esfingomielina a ceramida, lo
cual puede ser un evento temprano de la accidén de TNF-o (Pushkarcva et al, 1995). Dentro
del ovario, la ceramida puede inhibir a P450scc (Santana et al, 1996), a la 3-beta-
hidroxicsteroide dcshidrogenasa isomerasa (Santana et al, 1996), la actividad de P450
aromatasa (Santana et al, 1995) en las células de la granulosa de rata y puede inducir
apoptosis en las células de la granulosa de aves (Santana et al, 1996).

El receptor Fas pertenece a la familia de las glicoproteinas integrales de la
membrana celular que incluyen al receptor del factor de crecimiento nervioso y al receptor
del factor de necrosis tumoral (Itoh et al, 1991). Su ligando (Fas ligando (FasL) es una
proteina homologa al factor de necrosis tumoral que es conocido por ser un factor
proapoptético (Suda et al, 1993). La union de FasL con su receptor Fas o con anticuerpos
agonistas conduce a la apoptosis de las células portadoras del receptor Fas (Suda et al,
1994; Yonehara et al, 1989). El receptor Fas y su mensajero se han detectado en células de
la granulosa (Hakuno et al, 1996; Quirk et al, 1995; Kondo et al, 1996). Hakuno et al
(1996) cl receptor Fas y Fasl, sc han implicado en el control dc la apoptosis de las células
de la granulosa durantc la atresia folicular de foliculos antrales en varios especies de
mamiferos (Tilly ct al, 1995b; Hakuno ct al, 1996; Quirk et al, 1995, Kim et al, 1998; Kim,
et al, 1999). Fas/FasL también se han involucrado en la regulacion de la apoptosis de las
células de la granulosa en foliculos preovulatorios en ovarios de ratas (Kim, et al, 1999).

En células de la granulosa de foliculos atrésicos antrales de ratas, el receptor de Fas y FasL .
forman agregados, posiblemente esto quiere decir que se requiere de una oligomerizacion
del sistema Fas/FasL para la induccién de la apoptosis (Rehemtulla et al, 1997).La
supresion de gonadotropinas resulta en la sobreexpresion Fas/FasL y la induccién de la
atresia folicular.(Li et al, 1998)., se ha demostrado que en foliculos sanos no hay células del
sistema inmune, asi como en otros 6rganos como en el testiculo y en los ojos, como
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consecuencia del alto contenido de FasL en las células de la teca de los foliculos sanos que
funcionan como una barrera que induce apoptosis en células inmunes que contienen el
receptor a Fas (Bellgrau et al, 1995; Griffith et al, 1995; Parrott, 1960; Streilein, 1995).

3.3. Genes que participan en la atresia folicular.
3.3.1. Familia de Bcl-2.

Se ha propuesto que el destino de la célula durante el desarrollo se decide por el
balance entre represores e inductores de muerte dentro de una célula a un tiempo
determinado (Barinaga, 1994) En el ovario, la atresia folicular representa un buen ejemplo
de este balance entre represores e inductores de la muerte (Tilly, 1993) que podria
involucrar a los miembros de la familia de bcl-2 para desencadenar o inhibir la apoptosis de
las células de la granulosa en la atresia. (Tilly et al, 1995).

El gene dec bel-2 se identificd en las células malignas dcl sistema inmune cn
humanos (Cclar ct al, 1986). La sobrc expresion de bel-2 promucve la supervivencia en
varios tipos cclulares in vivo e in vitro (Nunez et al, 1994; Nunez,1990) que incluyen
células del sistema inmunes (Henderson et al, 1991; Sentman et al, 1991), células
hematopoyéticas (Vaux et al, 1988) y neuronas (Garcia et al, 1992). En la familia de Bcl-2,
existen miembros proapoptéticos y antiapoptoticos (Vaux et al, 1988, Bissonette et al,
1992, Fanidi et al, 1992; Boise et al, 1993).Mds ampliamente, los miembros de esta familia
se pucden dividir en tres grupos: 1).- Miecmbros antiapopt6ticos entre los que s¢ encuentran
ced-9, Bcl-2, Bel-xL, Bel-w, Mcl-1 y Bfl-1(Boise et al, 1993, Gibson et al, 1996, Choi et al,
1995, Choi et al, 1997, D’Sa-Eipper, 1998, Lin et al, 1996, Reynolds et al, 1994). 2).-
Miembros proapoptdticos, las proteinas de este grupo incluyen a Bax, Bak, Bok y Bcl-2 x
short que no solo antagonizan los efectos de las proteinas antiapoptéticas de Bcel-2 sino que
ademds son capaces de activar la apoptosis en las células (Boise et al, 1993; Chittenden et
al, 1995a, Chinttenden et al, 1995b, Farrow et al, 1995, Hsu et al, 1997a, Kiefer et al, 1995,
Oltvai et al, 1993). 3).- Miembros proapoptéticas con funcion de ligando, que se encuentran
en forma soluble en el citosol Bad, Bod/Bim y Bid (Hsu et al, 1998, Wang et al, 1996,
Yang et al, 1995) mientras que otras se encuentran en la membrana mitocondrial, como
Bik/Nbk, Bik, Farakiri/DP5, NIP3L/Nix y NIP3 (Chen et al, 1999, Chen et al, 1997, Han et
al, 1996, Hegde et al 1998, Imaizumi ct al, 1997, Inohara ct al; 1997, Matsushima et al,
1998).

Cuadro 1. Miembros de la familia de Bel-2.

ANTIAPOPTOTICOS. PROAPOPTOTICOS.

Unidos a la membrana|Los que no estan unidos a la
mitocondrial. membrana mitocondrial con
funcidn de ligando.

Ced-9. Bax. Bad.

Bcl-2. Bak. Bod/Bim.

Bel-xL. Bok. Bid.

Bel-w. Bcl-x short.

Mcl-1.

Bfl-1.

21




En condiciones in vivo se ha observado que las gonadotropinas, , reducen los niveles
del RNAm de Bax. En foliculos mantenidos en cultivo sin gonadotropinas se incrementan
el mensajero de Bax y no se afectan los niveles de los mensajeros de bel-2 y de bel-1-X jong
esto permite concluir que los niveles bajos de Bax es la sefial que determina la
sobrevivencia folicular (Tilly et al 1995a).,y los niveles altos se relacionan con la atresia
(Tilly et al, 1995; Knudson et al, 1995; Kugu et al, 1998). Algunos investigadores han
identificado que fos niveles de RNAm de bel-2 y bel-xL son mayores en las células de la
granulosa de los foliculos de aves destinados a ovular con una menor probabilidad de sufrir
atresia comparados con los células de la granulosa de los foliculos menos maduros que
tienen una alta posibilidad de ser atrésicos (Johnson et al, 1993; Johnson and Tilly, 1994).
La expresion de] RNAm de bel-2 se ha reportado en ovarios de gallinas (Nunes and Clarke,
1994) y de ratas (Tilly et al, 1995); sin embargo el papel potencial en la via de
supervivencia celular de Bel-2 en el ovario no cs claro (Hsu, ct al, 1996). El cfecto de Bel-2
sobre la supervivencia de los foliculos del ovario in vivo se ha estudiado generando ratones
transgénicos que sobre expresan bcl-2 lo que conduce a una disminucion de la atresia
folicular (Hsu et al, 1995). Por lo que Bcl-2 puede ser un factor de supervivencia in vivo
importante en el ovario del ratén (Hsu et al, 1996; Ratts et al, 1995).

Una protcinas que interactia con Bcel-2, Bad (Yang et al, 1995), se cncuentra como
un ligando proapoptético que se une a miembros la familia de Bcl-2 antiapotéticas en el
ovario, Bad puede ser regulado por proteinas como 14-3-3 y P11 (Hsu et al, 1997a; Hsu et
al, 1997b; Hsu et al, 1995). 14-3-3 es una proteina altamente conservada que se encuentra
en todos los organismos eucariontes, la cual puede regular la actividad proaptdtica de Bad
(Hsu and Hsueh, 2000) mientras que P11 una proteina inducida por factores de
supervivencia como hormonas extragonadales, puede interactuar con Bad (I{su et al, 1997b,
Zha et al, 1996). Cabe sefialar que las proteinas 14-3-3 y P11 solo se pueden unir con Bad
fosforilado (Leo et al, 1999). La fosforilacién de Bad juega un papel esencial sobre la
inhibicion de la actividad proapoptoética, IGF-I al unirse a su receptor puede fosforilar a
Bad (Datta ct al, 1997, Kulik and Weber, 1998) lo que facilitan su unién con la proteina 14-
3-3 o con P11, las gonadotropinas pueden favorecer la expresién de P11 lo que conduce a
una disminucion dc la muerte celular (Hsu et al, 1997b, Zha et al, 1996).

Bod un ligando proapoptético de la familia de Bel-2 sc ha aislado del ovario (Hsu et
al, 1997b, Hsu et al, 1995). Bod, también conocido como Bim (O’connor et al, 1998)
interactua con diversas proteinas de Bcl-2 antiapoptéticas que incluyen Mcl-1, Bcl-2,
Bcl.xL, Bcl-w, Bfl-1 para desencadenar la muerte celular (Hsu et al, 1995). Similarmente a
Bod, Bad puede heterodimerizarce con proteinas antiapoptéticas de la familia de Bcl-2
(Kelekar et al, 1997).

Todo parcce indicar que el miembro de la familia bel-2 antiapotético, Mcl-2 es un
homologo en el ovario mamiferos de ced-9 del nematodo C. elegans, que en su momento
dimeriza con miembros proapoptoticos de Bcl-2, Bok, Bax, Bod, Bad, apoptosis (Hsu et al,
1997b, Hsu et al, 1998; Leo et al, 1999). La proteina antiapoptdtica Mcl-1 previene la
apoptosis al impedir la liberacién del factor activador de proteasas apot6ticas (Apaf-1) el
cual activa a las caspasas en la fase de cjecucion dc la apoptosis, Apal-1 sc expresa en
células de la granulosa de humanos y en ratones (Izawa et al, 1998, Robles et al, 1999) se
menciona que las gonadotropinas suprimen la expresion de Apaf-1 y que una proteina de la
familia de Bcel-2 especifica del ovario, Diva/Boo, es capas de unirse a Apaf-1 (Inohara et al,
1998, Song et al, 1999).
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El Bok se ha identificado en el ovario, testiculos, y utero, como una miembro de la
familia de bcl-2 proapoptdtico (Hsu et al, 1997a), que se unc preferentemente con
miembros antiapoptéticos como Mcl.1, Bfl.1, pero no interactia con Bcl-2, Bel-w, y Bel-
xL (Hsu and Hsueh, 2000). Su habilidad para desencadenar la muerte requiere de su
coexpresion con Mcl-1 (Hsu et al, 1997a).

3.3.2. P53.

El gene p53, es un gen supresor dc tumor que ticnc un importante papel en €l
mecanismo que media la apoptosis en tejido extragonadal (Gottlieb and Oren, 1998, Kaelin,
1999, Yonish-Royah et al, 1991, Makriginnakis et al, 2000). El gen p53 interviene para
reparar el genoma celular dafiado por especies oxido reactivas y radiacion ionizante (Kastan
et al, 1991, Fritschen et al, 1993). El dafio al DNA desencadena un incremento rapido en
los niveles de la proteina p53, seguido por un arresto del ciclo celular en la fase G, /S, p53
al activar ¢l gen WAF-1/CIP-1 un gen antiproliferativo (Crook et al, 1994; Waga, et al,
1994; Levine, 1997; Agarwal et al, 1998); la accidn de pS3 permite reparar el dafio antes de
que ocurra la sintesis de DNA o si el dafio es muy extenso puede desencadenar la apoptosis
p53 y eliminar a la célula para mantener la homeoestasis genética (Fritsche et al, 1993;
Lowe et al, 1993; Gottlieb et al, 1994; Ko and Prives, 1996, Levine, 1997; Long et al,
1997; Gottlieb and Oren, 1998;).

p53 puede regular varias proteinas relacionadas con la apoptosis, como Bax,
(Okamoto and Beach, 1994), IGFBPs (Buckbinder et al, 1995), y Fas. pS3 puede actuar
directamente al incrementar la actividad trascripsional del gen Bax o indirectamente al
inactivar bcl-2, promoviendo la apoptosis (Otvai et al, 1993; Yiu et al, 1994; Hainaut
1995). En células de la granulosa de los foliculos atrésicos de rata cxiste una correlacion
positiva entre la apoptosis y la sobre expresion de bax cuando se disminuir la aportaciéon de
gonadotropinas (Tilly et al, 1995a) mientras que p53 es altamente expresado en células de
la granulosa apoptoticas (Tilly et al, 1995b). Se ha reportado que (Muller et al, 1997) en
foliculos moderadamente atrésicos p53 se localiza en el nucleo de las células de la
granulosa y simultdneamente se han detectado Fas y FasL, mientras que en foliculos
severamente atrésicos se observa una disminucién de p53 en el nucleo y un aumento del
receptor Fas y Fasl, estas observaciones aumentan la posibilidad dc que sc requiera de la
acumulacién nuclear de p53 para aumentar Fas y FasL en células de la granulosa in vivo y
que pS3 es degradado en las células que experimentan estados finales de la apoptosis
después de la activacion de FasL (Kin et al, 1999). La sobre expresion de p53 en células de
la granulosa resulta en un incremento del Fas y de apoptosis (Kin et al, 1999). Es necesarios
que p53 sc fosforile para cjercer su cfecto apoptdtico en los foliculos antrales grandes (Kin
ct al, 1999), otros cstudios le han dado una gran importancia a la fosforilacién de p53
traslaccién y traslocacion al nucleo en varios tipos celulares (Siliciano et al, 1997; Kapoor
and Lozano, 1998). Colectivamente se soporta la hipdtesis que la traslocacidncién nuclear
de p53 en células de la granulosa es precursor del dafio durante la atresia folicular (Keren-
Tal et al, 1995; Tilly et al,1995b, Kim et al, 1999). ‘

3.3.3 WTI

El gen tumor de Wilms WT1 es un inhibidor del gen p53 el cual puede evitar el
inicio de la apoptosis inducida por p53 (Davies et al, 1999),. WT1 se ha localizado en las
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células de la granulosa de los foliculés primordiales y sus papel més importante es
mantener en estado latente a los foliculos (Makrigiannakis et al, 2000). En el ovario la
expresion del gen WT-1 se ha demostrado que puede ser regulado por gonadotropinas
(Tilly et al, 1995b). Se ha sugerido que existe una interaccion entre p53 y WT-1 para
regular bel-2 en células extragonadales (Maheswaran et al, 1993), el cual puede tener un
papel importante en el control de la muerte celular de la granulosa durante la atresia
folicular (Amsterdam and Selvaraj, 1997). WT-1 puede reprimir la actividad promotora del
gen de inhibina, la protecina de WT-1 interactiia directamente con ¢l promotor del gene de
inhibina-alfa (Chun ct al, 1999).

4. Remodelacion tisular en el inicio de la atresia folicular.

Otro mecanismo que puede participar como desencadenante de la atresia folicular es
la inadecuada remodelacidén del tejido ovarico y folicular. En ovarios de cabra se ha
observado que existe un incremento paulatino de la actividad enzimatica lisosomal libre y
unida relacionado con el desarrollo normal de los foliculos en las cabras (Ballesteros et al,
1992), esto puede ser una consecunencia de la accion de los ganadotropinas que puede
labilizar a los lisosomas y aumentar la libercién de enzimas de los lisosomas existentes, o
biecn aumentar ¢l maumero de lisosomas y su labilizaciéon (Rahi and Srivastava, 1984 ;Elfant
ct al, 1977). Otros cstudios en los cuales se induce superovulacién con PMSG se observa
un uncremento de la actividad enzimética libre y unida de las células de la teca y que es
posible que estos cambios en la actividad lisosomal sean caracteristicos del crecimiento y
maduracién foliculares (Rahi and Srivastava, 1984; Bafios et al, 1996).

5. Participacion de enzimas lisosomales en el inicio de la atresia.

Alteraciones bioquimicas de las células de la granulosa frecuentemente preceden
cambios morfoldgicos definidos en las células de la granulosa (Mori, et al, 1982), estos
cambios incluyen incremento de enzimas lisosomales como la fosfatasa 4cida y
aminopeptidasa (Lobel ct al, 1961) que puede participar en la atresia folicular (Ryan, 1981).
El ovario de ratas dc 21 a 22 dias de edad consisten de foliculos primarios y preantrales,
una simple inyeccion de la dehidrotestosterona (DHT) resulta de 12-18 maés tarde en un
dréstica reduccion del suero de FSH y LH, y esto es asociado 48 h postinyecciéon con un
incremento de la actividad de catepsina-D (una enzima lisosomal) en células de la
granulosa (Dhanasckaran and Moudgal, 1986). El incremento de la actividad de la catepsin-
D iniciado por ¢l descenso de FSH y LH es reversible al administrarce FSH. Los lisosomas
pueden participar en el proceso de atresia folicular la membrana de la mitocondria, la
membrana celular, el laminin, y otros complejos intracelulares pueden ser sometidos a la
degradacion, seguido por la fragmentacion del DNA debido a endonucleasas especificas
(Liu et al, 1996; Darzynkiewicz et al, 1997). Tilly y colaboradores (1992), han encontrado
un descenso en la concentracién de estrogenos en los foliculos de porcinos que se puede |
correlacionar con la presencia de fragmentacion internucleosomal del DNA que es una
evidencia de atresia folicular. Se ha observado un incremento en la expresion de catepsina
D (Dhanasekaran and Moudgal, 1989).
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IV. Muerte celular en la atresia folicular.

Existen diversas teorias que tratan de explicar las causas que originan la atresia
folicular, las cuales han sido revisadas por Rosado y Rosales (1991); estas involucran desde
sustancias intraovaricas capaces de inducir la atresia; la activacién del complemento, al
destruirse las células de la granulosa; el desarrollo aberrante de receptores de la teca y
granulosa; inhibicion cn la sintesis de novo de estrégenos por las células de la granulosa,
por la falta de la sintesis de novo de andrégenos de la teca o por la falta de sintesis de
estrogenos en la granulosa por falta de receptores que estimulen su sintesis; por la falta de
cnzimas quc participan en la remodelacion tisular y finalmente la reduccién del aporte
sanguineo (que es consecuensia mas que causa). Pero todas ellas deben incluir finalmente
un proceso que involucra la produccion de la muerte celular.

La atresia folicular es un evento predominante en el ovario que puede ser la
consccuencia del inicio y progresion de la muerte de las células de la granulosa en todas las
especies de vertebrados estudiadas en las que se incluye al humano (Byskov, 1978; Hughes
and Gorospe; 1991; Tilly et al, 1991; Tilly, 1993; Billig et al, 1994; Breckwoldt et al, 1996;
Chun et al, 1994; Jolly et al, 1997; Yuan and Giudice, 1997; Makrigiannakis et al, 1999).
La muerte de las células de la granulosa conducen a la destruccion de la capa que tapiza la
pared interior del foliculo (Rajakoski, 1996) y desencadenan la atresia del foliculo (Hughes
and Gorospe, 1991) e incluso los cambios morfolégicos asociados con la atresia son
cventos tardios que ocurren durante la muerte celular (Tilly et al, 1991). La atresia es la
consccuencia de componentes celulares individuales de la muerte dentro del foliculo, por lo
que es nesesario examinar la naturaleza de la muerte de las células de la granulosa (Hughes
and Gorospe, 1991).

1. Tipos de mucrte celular en la atresia folicular.

La muerte celular es el proceso que culmina con la suspensién de la actividad
biolégica. En contraste con la quiesencia celular o latencia, que también se caracteriza por
disminuir su actividad bioldgica, los cambios que acompafian a la muerte son irreversibles
(Darzynkicwicz ct al, 1997).

il proceso de mucrte sc ha dividido en tres fases diferentes una fase de induccién o
premitocondrial, una fase efectora o mitocondrial y una fase de degradacién o
postmitocondrial (Kroemer, 1995; Thompson, 1995; Loeffler and Kroemer, 2000).

La fasc de induccion o premitocondrial. Constituye una via privada o particular en
la cual se traduce la sefial de muerte o las vias de dafio son activadas dependiendo de cada
cClula (Thompson, 1995; Locffler and Kroemer, 2000).

La fasc cfectora o mitocondrial. Se ha postulado la existencia de un “cjecutor
central” (Kroemer ct al, 1995) también llamado “maquina de muerte” (Martin and Green,
1995). Durante csta fase, sc¢ permeabiliza Ja membrana mitocondrial (Loeffler and
Krocmer, 2000). Iin la nccrosis y en la apotosis sc observa la disminucién del potencial de
membrana mitocondrial (Zanzami ct al, 1997). La cantidad de mitocondrias con una
disminucion del potencial de membrana mitocondrial determinaré el tipo de muerte, ¢l cual
pucdc ir desde la autofagia, apoptosis y necrosis (Lemaster et al, 1998). La permeabilidad
mitocondrial sc considera el punto de no retorno del proceso de muerte cclular (Penninger
and Kroemer, 1998). '
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La fase de degradacién o postmitocondrial. En esta fase de degradacion se observan
las manifestaciones a nivel morfolégico caracteristicos de cada tipo de muerte celular
(Penninger and Kroemer, 1998).

1. 1. Necrosis.

El término necrosis del griego nékrosis “mortificacién” se ha utilizado para
describir cambios draméticos de la célula que se observan después de ocurrir la muerte,
estos cambios incluyen cariolisis, picnosis y cariorrexis y condensacién en el nucleo y
pérdida de la estructura y fragmentacion de la célula (Majno y Joris, 1995).

La necrosis involucra un dramatico incremento en el volumen celular y la hinchazon
de organelos como las mitocondrias con pocos cambios en el nicleo por lo que se ha
propuesto el término de “oncosis” hinchazon para designar este tipo de muerte celular
(Majno y Joris, 1995). Estos cambios terminan con la disolucién de organelos y la ruptura
dc la membrana plasmatica (Ogihara etal, 2000), seguido de la salida del contenido celular
hacia el espacio extracelular acompafiado de una reaccion inflamatoria (Trump et al, 1982).
Estos cambios son debidos a la pérdida de la permeabilidad selectiva de la membrana
plasmatica (Trump ct al, 1975), principalmente la disminucion de la actividad de la bomba
de iones (Schanne et al, 1979) a consecuencia de la disminucion intensa del ATP (Jennings
and Reimer, 1981; Ankarcrona et al, 1995). La necrosis es acompafiada de la pérdida de la
asimetria de la membrana citopldsmica que se observa como la exposicion de fosfatidil
scrina en la cara externa de la membrana (Vermes et al, 1995). En las células normales los
fosfolipidos se distribuyen asimetricamente en la membrana plasmatica la fosfatidil serina y
la fosfatidiletanolamina se encuentran en la cara interna de la membrana plasmatica. El
mecanismo por ¢l cual se expone la fosfatidil serina involucra la inhibicién de la flipasa
traslocasa aminofosfolipido dependiente de ATP (Tang et al, 1996) o la activacién de una
enzima activada por calcio que puede alterar a la membrana plasmatica, (Verthoven et al,
1995) los qucladores de Ca®* inhiben parcialmente la pérdida de la asimetria de la
membrana citoplasmica (Hampton et al, 1996). El PARP poli-(ADP-ribosa) polimerasa,
una enzima que repara el DNA dafiado y la cual consume ATP en su proceso, no muestra
alteraciones cn la necrosis y contribuye al descenso de ATP que se observa en la necrosis
(Ogihara et al, 2000).

El incremento del calcio citosolico libre resulta en la activacion de fosfolipasas
unidas a la membrana, que degradan los fosfolipidos de la membrana y causan perturbacion
de la membrana en el proceso de la necrosis (Chien et al, 1978; Smith et al, 1980). La
liberacidn de hidrolasas por la ruptura de los lisosomas causa un répida disintegracion de la
célula en los estados tardios de la necrosis (Hawkins et al, 1972). Se degradan proteinas,
RNA y DNA (Trump et al, 1982). El DNA es expuesto por la digestion de las histonas y es
dividido por desoxiribonucleasas lisosomales en fragmentos con tamafio discontinuo
(Afanas’ev et al, 1986; Duvall and Wyllie, 1986.).

Sc menciona que la necrosis participa en etapas tardias de la atresia folicular en la
ovcja (Jolly et al, 1997), sin embargo, la participacidn de la necrosis en las fases tempranas -
del proceso apoptdtico pucde ser soportado por el conocimiento de que los leucocitos
(Bukovsky et al, 1979; Hirshfield, 1991), linfocitos citotoxicos T (Greenwald and Roy,
1994), y macrofagos (Gaytan et al, 1998) invaden a la granulosa como parte del desarrollo
de este proceso, indicando la participacion activa de ciertas células inflamatorias como
respuesta a la liberacion de fragmentos celulares en la necrosis. Kovacs et al (1992) sugiere
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que la necrosis ¢s la forma de muerte celular dominante en los foliculos atrésicos de la Oca
micntras que Rosales ct al (2000) encontraron que en ovcjas, la nccrosis ¢s una importante
forma de muerte durante la atresia de foliculos de didmetro mayor de 6 mm.

1.2. Apoptosis.

El término apotosis s¢ propuso por Kerr et al; (1972); para describir un tipo de
muerte celular caracterizados por la contraccidén celular y a la marginacion de la cromatina
contra la membrana nuclear lo cual crea curvas que se han descrito como pétalos, por lo
cual se le nombrd apotosis que es un término de origen griego para referirse a los pétalos de
flores cuando caen (Schwartzman and Cidlowski, 1993; Majno and Joris, 1995). Sin
cmbargo actualmente se ha utilizado indiscriminadamente el término dc apoptosis como
sinbnimo de mucrte cclular programada (PCD), el programa genético que decide cuando
iniciar la PCD desencadena otro programa que decide como realizar la muerte (Majno and
Joris, 1995) el cual puede ser por uno de tres mecanismos de muerte como la autofagia, la
apoptosis y la necrosis (Schweichel and Merker, 1973, Fiers et al, 1999; Beaulaton and
Lockshi, 1977; Clarke, 1990; Schweichel and Merker, 1973; Shibahara et al, 1995; Zakeri
ct al, 1995; D’Herde ct al, 1996; Jochova et al, 1997). El programa genético que decide
cuando iniciar ¢l suicidio pucde scr activado a un tiempo determinado; puede requerir de un
factor enddgeno o exdgeno, o de estimulos patologicos (Columbano, 1995; Farber, 1994).

Las caracteristicas morfoldgicas de la apoptosis se han descrito en numerosos tipos
celulares bajo un gran rango de condiciones experimentales y fisioldgicas (Kerr et al, 1972;
Majno and Joris, 1995) incluyen la liberacion de la célula de la matriz extracelular la cual
adopta una forma mias redonda (Lec ct al, 1997), condensacién del citoplasma,
condensacion de la cromatina nuclear y fragmentacién internucleosomal (Wyllie et al,
1980; Wylli, 1981; Walker et al, 1988). La activacion de una endonucleasa, dependiente de
calcio y magnesio, la cual rompe el DNA de manera especifica en el espacio
internucleosomal produciendo fragmentos de 180-200 pares de bases y sus multiplos
(Wylli, 1980; Earnshaw, 1995; Hsueh et al, 1996). En la apoptosis acurren cambios en la
superficie de la membrana como la expresion de sitios de unién a trombospondina (Pytela
ct al, 1985), pérdida de los residuos de acido sidlico (Savill et al, 1993), la exposicién de
fosfatidilserina (Fadok et al, 1992; Schlegel ey al, 1993; Emoto et al, 1997) y la formacién
de ampollas en la membrana citoplasmica (Martin et al, 1995; Wang et al, 1998; Jewell et
al, 1982). istos cambios tempranos son los responsables de que las células apoptdticas sean
rapidamente reconocidas por las células que las fagocitaran, evitando asi la ocurrencia de
proccsos inflamatorios cn este tipo de muerte (Vaux et al, 1992). Los niveles de ATP no
descienden en la apoptosis (Ankarcrona et al, 1995), se requiere de ATP en la progresién de
la apoptosis (Leist, et al, 1997; Eguchi et al, 1997). El PARP es degradado y se ha utilizado
como un distintivo de la muerte celular que ocurre por apoptosis (Ogihara et al, 2000). La
[asc de degradacion de la apoptosis en general se ha subdividido en tres etapas en la primer
la célula sc libera de la matriz extracclular; la segunda ctapa corresponde a la formacién de
ampollas y {inalmente ¢l estado de condensacion (Mills et al, 1999). ‘

Uno de los principales mediadores de la apoptosis son las caspasas (Cohen, 1997,
Crynes and Yuan, 1998), las caspasas dividen proteinas del citoesqueleto de la célula de
forma especifica y de sustratos de muerte por lo que dirigen los cambios morfolégicos
caracteristicos del fenotipo de la apoptosis (Porter et al, 1997; Tan and Wang, 1998).
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Las CASPasas (proteasas especificas de aspartato citosolico) pertenecen a la familia
dc las cisteina proteasas que dividen proteinas en los residuos aspartico (Alnemri et al,
1996; Nicholson et al, 1995, Thornberry et al, 1997). En general, tres aminoacidos que se
encuntran después del residuo aspartico en el sustrato le dan la especificidad de
reconocimiento a cada caspasa (Thornberry et al, 1997). Como otras proteasas celulares, las
caspasas son sintetizadas como proenzimas inactivas, estdn formadas por dos subunidades
unidas por su dominio inhibitorio amino terminal, pueden ser divididas en sus residuos
aspartico resultando en la eliminacién del dominio inhibitorio y la formacién de dos
subunidades pequefias y dos subunidades grandes, la unién de las subunidades forma una
enzima heterotctramérica activa (Steller, 1998). Las caspasas pueden ser divididas en dos
clases: las caspasas iniciadoras, que tienen un gran dominio, como la caspasa 8, 9, que
directa o indirectamente son activadas y las caspasas efectoras, como las caspasas-3, -6, y -
7 (Srinivasula et al, 1996; Thornberry and Lazabnik, 1998), el dominio grande de las
caspasas es un sitio de uniéon a FADD o con Apaf-1 que inicia la activacioén de las caspasas
con grandes dominios como la caspasa 8 y 9 (Muzio et al, 1996, Butt et al, 1998; Martin ct
al, 1998; Yang ct al, 1998; Kumar and Colussi, 1999). Las caspasas-3,-8 y -9 son criticas
para la apoptosis puesto que las caspasa -8 y-9 activan a la caspasa-3, esto se¢ demuetra en
ratones mutantcs para las caspasa-3,-8 y -9 que no desarrollan apoptosis (Kuida et al,
1995). Ademas la caspasa -8 puede activar a todas las caspasas conocidas in vitro
(Srinivasula et al, 1996). El dominio de muerte de Fas FADD recluta a la procaspasa-8, al
activarsc la caspasa-8 (Boldi et al, 1996; Muzio et al, 1996) es liberada del DISC y puede
actuar por dos vias (Nagata and Golstein, 1995; Kischkel et al, 1995; Muzio et al, 1996), en
una la caspasa 8 directamente activa a la caspasa-3 (Scaffidi et al, 1998) y en la otra la
caspasa-8 divide a Bid, un miembro proapoptdtico de la familia de Bcl-2 (Woo et al, 1999)
Bid activado puede favorecer la liberaciéon del citocromo ¢ de la mitocondria (Wang et al,
1996; Li et al, 1998; Luo et al, 1998) que interactua con Apaf-1( Factor activador de
apoptois-1), que se encuentra en el citoplasma junto dATP o ATP, para activar a la caspasa-
9 ¢ iniciar la cascada de degradacion por la caspasa-3 en el proceso de muerte (Li et al,
1997b).

De acuerdo con su sustrato especifico las caspasas pueden dividirse como 1).
YVADasa (caspasas -1, -4 y -5) que estd involucrado en la produccién de citocinas. 2).
DEVDasa (caspasa -3 y -7) que son los principales cfectores durante la apoptosis. 3).
IETDasa. Que involucra a las caspasas (-0, -8, -9 y -10) que activan a las DEVDasa ¢
inician la muerte celular (Samali et al, 1999).

La division de actina, citoqueratina, laminina y otras proteinas del citoesqueleto
estan involucradas en la fase de ejecucion de la apoptosis y en la manifestacion de los
cambios morfoldgicos caracteristicos de la apoptois (Cotter et al; 1992; Bonfoco et al,
1996; Brancolini et al, 1997; Brown et al, 1997; Caulin et al, 1997, Chen et al, 1996; ;
Kayalar et al, 1990; Kothakota et al, 1997, Kruidering et al, 1998; Ku et al, 1997; Levee et
al, 1996, Porter and Janicke, 1999; Schmeiser and Grand, 1999; Takashashi et al, 1996;
Tinnemans et al, 1995; van Engeland et al, 1997; MacFarlane et al, 2000). En la fase de
ejecucion de la apoptosis se observa que la célula se libera de la matriz extracelular y
adopta una forma maés redonda, las caspasas reorganizan y dividen la actina del
citocsqueleto (Lee ct al, 1997; Kothakota et al, 1997); la caspasa- 3 divide al fodrin
(Janicke et al, 1988b; Waterhouse et al, 1998) lo cual sec requicre para la formacién de
ampollas (Martin et al, 1995b; Wang et al, 1998; Janicke et al, 1998b; Zheng et al, 1998;
Nicotera and Leis, 1997; Tsujimoto, 1997). Mientras que la participacién de las caspasas en
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la fasc dc condensacidon es incierta sc ha observado que las células no muestran
condensacion al inhibir a las caspasas y puceden quedar atrapadas en el estado de ampolla
(Hirata ct al, 1998). Gas 2 cs otro componente del sistema de microfilamentos (Lee et al,
1999) que favorcee Ja condensacion de la célula pero es activado de forma indirecta por las
caspasas al rcorganizar los filamentos de actina (Sgorbissa et al, 1999).

Las caspasas dividen sustratos de muerte como es el caso del PARP, laminina
nuclear y Bcl-2 (Lazebnik et al, 1994; Takashashi et al, 1996; Brancolini et al, 1997).El
PARP es degradado en dos subunidades, una de 25 kDa y otra de 89 kDa (Kaufmann et al,
1993) principalmente por la actividad de la caspasa 3 (Boulares et al; 1999).

Por otro lado las caspasa estdn también involucradas en la pérdida de la asimetria de
la membrana plasmatica ya que se ha observado que la exposicién de la fosfatidilserina en
la cara externa de la membrana es prevenida por fa inhibicidn de las caspasas (Martin ct al,
1996; Naito et al, 1997) las caspasas al degradar al fodrin, una proteina del citoesqueleto,
altera los sitios de unidn de la fosfatidelserina en el interior de la membrana plasmatica lo
que favorece la exposicion de la fosfatidelserina en la cara externa de la membrana (Vanege
ct al, 1996).

Las caspasas son responsables indirectamente de la degradacion del DNA y de los
cambios morfologicos observados en el nucleo puesto que generan factores que
desencadenan la fragmentaciéon del DNA, como la DNasa activada por caspasas (CAD) o
también conocido como factor fragmentador de DNA (DFF) (Enari et al, 1998). en las
células CAD sc encuentra unido a una subunidad inhibitoria de la DNasa activada por
caspasas, JCAD, forman un complejo CAD/ICAD que permanece en el citoplasma, la
caspasas-3 y 7 activada puede dividir ICAD (McLlroy ctal, 1999, Woll ct al, 1999; Enari ct
al, 1998; Sakahira ct al, 1998) y libcra a CAD que degrada el DNA (Liu ct al; 1997; Enari
et al; 1998; Nagata, 2000) pero no divide al RNA (Liu et al, 1998). CAD también es
responsable de la condensacién del DNA (Liu et al, 1998; Sakahira et al, 1999), mientras
que el papel en la condensacion del DNA del factor inductor de apoptosis (AIF), que es
libcrado por la mitocondria y que participa en la fragmentacién del DNA, no se ha
determinado (Susin ct al, 1999).

Estudios bioquimicos y morfoldgicos han demostrado que la muerte de las células
de la granulosa y de células germinalcs ocurre principalmente por apoptosis en ovarios de
ovinos, porcinos, aves, bovinos, y roedores (Hay et al, 1976; O’Shea et al, 1978; Tsafriri
and Braw, 1984; Arends et al, 1990; Hughes and Gorospe, 1991; Tilly et al, 1991, Billig, et
al, 1993; Pesce ct al, 1993; Hsueh et al, 1994; Jolly et al, 1994; Hsueh et al, 1996; Jolly et
al, 1996; Jolly et al, 1997; Manabe et al, 1997; Myoumoto et al, 1997; Manabe et al, 1998),
asi como cn la regresion del cuerpo lGteo, células de la granulosa/luteinizadas (Tilly et al,
1991; Rueda et al, 1995), células de la teca (Hay et al, 1976, O’Shea et al, 1978, Tsafriri
and Braw, 1984) y en la remodelacion de estructuras postovulatorias en diversas especies
(Tilly ct al, 1991), asi como cn la superficie del epitelio del ovario y las células apicales del
folfculo durante ¢l proceso de ovulacion (Ackerman and Murdoch, 1995, Murdoch, 1995).
Estos datos parecen demostrar que la apoptosis se trata de un mecanismo comun dentro de
las células del ovario cn ovejas, asi como en otras especies.

1.3. Autofagia o muerte celular citoplasmica.

La autofagocitosis se puede considcrar como un proceso que puede degradar
protcinas y organclos, no esenciales, dentro de los lisosomas para su subsecuente digestién
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por sus potentes hidrolasas, la cual puede ser iniciada por falta de alimentos (Takeshige et
al, 1992; Kadowaki et al, 1996; Blomart et al, 1997; Kim and Klionsky, 2000) puede
participar en la proteccion al dafio inducido por radiacion (Paglin et al, 2001), El
mecanismo requiere de la formacién de un autofagosoma, que es una vacuola de doble
membrana (Takeshige et al, 1992). La muerte celular que muestra fragmentacion nuclear y
picnosis, que es precedida por la eliminacién autofégica de ribosomas, aparato de golgi y
reticulo endoplasmico y la presencia de residuos amorfos en el citoplasma de la células se
conoce como muerte célular autofagica (Bursch et al, 1996). Una de las caracteristicas de la
muerte autofagica es que depende de un citoesqueleto integro principalmente de filamentos
intermediarios, como citoqueratina y vementina (Aplin et al, 1992; Blankson, et al, 1995;
Bursch et al 2000), puesto que los microfilamentos son esenciales para la formacidén de
autofagosomas, mientras que la fusion de los autofagosomas a los lisosomas depende de los
microtubulos (Blomart et al, 1997), se requiere de ATP para la formacién del autofagosoma
y para la degradacion de material citoplasmico en las vacuolas autofagociticas (Luiken et
al, 1996; Plomp ct al, 1988; Schellens and Meijer, 1991). La autofagia no requicrc de la
activacidn dc las caspasas conocidas aunque se ha reportado que puede estar activada la
caspasa 7 (Berndt et al, 1998; Poter and Jénicke, 1999; Kitanaka and Kuchino, 1999).

D’Herde y coloboradores (1996); han distinguido tres tipos de muerte celular en las
células de la granulosa de foliculos atrésicos de codorniz, la apoptosis, la necrosis y la
autofagia.

1.4. Diferenciacion terminal que conduce a la muerte.

La diferenciacion terminal que conduce a la muerte es un mecanismo alternativo
que ocurre en ciertos tipos celulares, como en los glébulos rojos (Castoldi y Beutler, 1988)
y cn la capa cexterior de la piel (Stenn, 1983) involucra la expulsion del ntcleo antes de que
sc suspenda funcién celular que conduce en Ultima medida a la muerte celular, las células
mucstran un nucleo caracteristico de la apoptosis, sin mostrar la fragmentacién tipica de la
apoptosis (van Wezel et al, 1999). Ultraestucturalmente no sc observan cambios
relacionados con la necrosis como las alteraciones en la permeabilidad de la membrana y la
lisis de organelos (van Wezel et al, 1999). Durante la formacion de reticulocitos se requiere
de la condensacion progresiva del nicleo para verse como nticleos picnéticos, los cuales
puede observarse en necrosis y apotosis. Estos nucleos se polarizan en la célula y
subsecuentemente son extruidos de la célula (Castoldi and Beutler, 1988) para ser
fagocitado (Weiss, 1988), la célula pierde por otro lado su capacidad de dividirse
(Stenn,1983; Lavranos et al, 1994). van Wezel et al, (1999), ha encontrado que las células
de la granulosa dc los foliculos atrésicos de la capa media mueren por apoptosis mientras
que las mds cercanas al antro presentan caracteristicas de muerte del tipo de diferenciacién
terminal, mientras que la necrosis sc observa hasta estados avanzados de atresia.

2. Necrosis y Apoptosis: son diferentes expresiones morfolégicas de una via
ejecutoria comin de muerte celular .

LLa apoptosis ocurrc cn las células de Ia granulosa de los foliculos de ovarios de
ovejas, al menos durante los estados iniciales de la atresia. Sin embargo, se han observado
células con caracteristicas tipicas de necrosis, particularmente durante las etapas tardias de
atresia (Jolly et al, 1997). La presencia de nicleos picndticos no puede ser utilizada para
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diferenciar entre necrosis y apoptosis puesto ambas tipos de muerte lo muestran (Yang and
Rajamahendran, 2000). Sin embargo se puede hablar de varios tipos de muerte de las
células de la granulosa que ocurren dentro del proceso de atresia folicular (Hughes and
Gorospe, 1991; Tilly et al, 1991, 1992; Peluso et al, 1981; Kovacs et al, 1992, D'Herde et
al, 1996; van Wezel et al, 1999; Rosales-Torres. et al, 2000).

Los procesos que pueden llevar a la muerte celular durante la atresia, apoptosis y
necrosis, puede ocurrir simultaneamente en las células de la granulosa de los foliculos que
sc consideran como sanos y atrésicos de acuerdo a las observaciones histolégicas y a la
determinacién de la concentracién de esteroides en el liquido folicular (Rosales-Torres et
al, 2000). Nosotros hemos propuesto que el tipo de proceso de muerte celular que se
presenta en un foliculo durante la atresia, depende del tamafio folicular: la necrosis se
observa con mayor frecuencia entre las células de foliculos mayores de 6 mm y la apoptosis
en los foliculos de 3-6 mm en la oveja (Rosales-Torres et al, 2000).

La necrosis, la apoptosis y la autofagia son considerados conceptualmente y
morfoldgicamente formas distintas de muerte celular. Sin embargo, los aparentes opuestos
tipos de muerte pucden ser iniciados por ¢l mismo cstimulo, pero la inlensidad, y la
duracién del mismo detirminan el tipo de muerte, estimulos menos intensos pueden
desencadenar autofagia, mientras que estimulos moderados desencadenan apoptosis y
estimulos mas intensos provocan necrosis (Dypbukt et al, 1994; Ankarcrona et al, 1995;
Bonfoco et al, 1995; Bruck et al, 1997b; Hampton and Orreniuos, 1997; Lemaster et al,
1998; Vayssier ct al, 1998; Holtsberg et al, 1998; Li et al, 2000; Chen et al, 2000).

Los diferentes tipos de muerte pueden compartir caracteristicas bioquimicas
similares se ha observado que en fibroblastos a los que se les indujo apoptosis y necrosis
son positivos a un anticuerpo monoclonal que reconoce apoptosis (Fernandez et al, 1994).
Ademas Bcl-2 y Bel-xL pueden suprimir la necrosis y la apoptosis que se induce con
hipoxia (Shimizu et al, 1996). La degradacion del nticleo en la apoptosis puede implicar la
participacion de un proceso autofagico (Lu et al, 2001). Tratamientos con calor o estimulos
relacionados con la necrosis, producen una disminucion de las células que entran al ciclo
celular con un incremento en la proporcion de células con contenido hipodiploide de DNA
que se considera un cambio relacionado con la apoptosis (Dyson et al, 1996; Huschtscha et
al, 1994). La necrosis y la apoptosis pueden ocurrir simultdneamente en el mismo tejido o
células en cultivo cxpuesto a estimulos con diferente intensidad (Kerr et al, 1987;
Iuschtscha et al, 1994; Shimizu ct al, 1996; Darzynkicwicz ct al, 1997), asi mismo la
autofagia y la apoptosis pueden ser desencadenadas en el mismo tipo celular pero con
diferente estimulo (Chi et al, 1999; Kitanaka and Kuchino, 1999). Estos resultados han
permitido proponer que la apoptosis y la necrosis representan los extremos de una sola via
de muerte celular (Lemasters et al, 1998; Renvoizé et al, 1998) que inicia con el proceso
referido como permeabilidad transitoria de la mitocondria (PTM) (Columbano, 1995;
Zanzami ct al, 1997; Lemaster et al, 1998).

3. Mitocondria'y PTM.

La membrana mitocondrial interna es una bicapa lipidica (Singer and Nicolson,
1972) compuesta de fosfolipidos y proteinas que se encuentran acomodados
asimétricamente (Robertson, 1983). La fosfatidiletanolamina predomina en la cara interna
de la membrana que da hacia la matriz mitocondrial, mientras que del lado de la membrana
que da al espacio intermembranal predomina la fosfatidilcolina (Krebs et al, 1979).
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Las principales funciones de las mitocondrias son: el ciclo de Krebs, la beta
oxidacion, la fosforilacion oxidativa y la sintesis del ATP (Balaban, 1990). Ademas, son un
sitio importante de almacenamiento de calcio (Gunter et al, 1994), son el sitio donde se
cataliza la sintesis dc progesterona por un citocromo P-450 scc quc sc localiza cn la
membrana mitocondrial interna (Tuckey and Holland, 1989) y son generadoras de especies
de oxigeno reactivas (ROS) (Boveris and Chance, 1973).

Mitchell (1961) sugirio que la cadena oxidativa estd compuesta por una serie de reacciones
6xido-reductivas acopladas de tal forma, que los electrones trasferidos desde los sustratos
de la cadena respiratoria hasta ¢l oxigeno molccular producen una traslocaccion de protones
que genera una diferencia de potencial electroquimico necesario para la sintesis de ATP.
Este gradiente electroquimico (Gonzélez-Halphen, 1990; Sherrat, 1991), conocido como
delta Psi mitocondrial (Ay) esta constituido por un doble gradicnte, ¢l primero es cl
resultado de la distribucién asimétrica de protones y otros iones sobre ambos sitios de la
membrana mitocondrial interna, el segundo, Por otra parte, las cargas eléctricas
trasportadas por los protones a través de la membrana crean una diferencia de potencial
cléetrico que da lugar a un segundo componente, el gradiente cléctrico, del potencial
clecro-quimico mitocondrial. Ambos son esenciales para ¢l funcionamiento de la
mitocondria (Chen and Smiley, 1993, Reers et al, 1991).

Sc ha mencionado que el gradiente electroquimico tiene una influencia sobre la velocidad
de trasporte de clectrones y en consecuencia en la traslocacion de protones hacia el espacio
intermembranal de la mitocondria, asf como cn la sfntesis de ATP. La bomba de protones
del complejo I, 1T y IV de la cadena respiratorio mitocondrial genera el potencial de
membrana mitocondrial interna. La membrana mitocondrial interna sc encuentra en estado
fluido y todas sus proteinas de membrana y sus componentes rédox que catalizan cl
transporte de electrones y la sintesis de ATP estan en constante ¢ independiente
movimiento de difusion lateral (Hackenbrock et al, 1986; Chazzote y Hackenbrok, 1991).
l.a velocidad de difusion de los componentes rédox tiene una influencia directa en el
proceso cinético del mecanismo de trasporte de clectrones y pueden ser cl paso limitante en
la sintesis de ATP (Hackenbrock et al, 1986). Se ha sugerido que la difusién de la
ubiquinona, que pertenece al complejo III, hacia y desde sus compafieros rédox dentro de la
membrana interna mitocondrial, constituye el paso limitante en la velocidad del transporte
de clectrones (Chazzote and Hackenbrock, 1989). Otros estudios han demostrado que
dependiendo de fa fuerza idnica del medio, cl citocromo ¢ pucde difundir latcralmente
sobre la membrana ya que aumenta su afinidad hacia ésta y difunde poco a la fase acuosa,
mientras que al aumentar la fuerza idnica, dismunuye su afinidad a la membrana y puede
difundirse a la fase acuosa pero en forma lateral regulando la velocidad del trasporte de
electrones, En la presencia de fuerzas ionicas mucho mayores puede difundir hacia la fase
acuosa (Gupte and Hackenbrock, 1988), lo cual puede ser un evento necesario para que se
pierda citocromo c de la mitocondria durante el proceso de muerte. Al utilizar algunos
ionoforos como Dinitrofenol (Mitchell et al, 1963) que disipan el potencial de membrana
mitocondrial, tanto el gradiente electroquimico como el gradiente de concentracién, puede
acelerar el trasporte de protones en la cadena de la fosforilacion oxidativa.

Se ha sugerido que el potencial de membrana mitocondrial puede estar influenciado
por el secuestro de protones por lisosomas que disminuye el potencial de membrana
mitocondrial (Diaz et al, 1999). Esto ha sido apoyado porque al bloquear la V-ATPasa de
los lisosomas con bafilomycin Al, que incrementa el potencial de membrana mitocondrial.
La presencia en los lisosomas de un canal antipor Ca™*/nH" (Calvert and Sander, 1995;
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Bodec et al, 1996), y al participacion del reticulo endoplasmico que libera localmente calcio
libre y favorece la liberacion de protones por los lisosomas, la acidificaciéon local
incrementa el potencial de membrana mitocondrial (Diaz ct al, 1999).

.a liberacion dc calcio mitocondrial involucra un mecanismo antipuerto que
permite la liberaciéon de calcio intercambiado por H" o Na'. Aunque la mitocondria no
contiene grandes cantidades de Ca' es capaz de movilizarlo en condiciones fisiolégicas
(Somlyo et al, 1985), puede secuestrar grandes cantidades de calcio citosdlico (Carafoli,
1989). Esto aumenta la posibilidad de que pueda actuar como un buffer intracelular durante
el dafio celular (Kass et al, 1992), la accioén buffer contra el flujo de Ca™ la realizan las
mitocondrias que sc¢ encuentran cerea de la cara interna de la membrana citoplasmica (Diaz
ct al, 1999) puesto que se han observado poseen alto potencial de membrana mitocondrial
(Bobcock ct al, 1997), por estar alcjadas de la regién donde se localizan los lisosomas (Diaz
ctal, 1999).

La mitocondria ha sido considerada el mayor sitio de produccién de ROS in vivo
(Boveris and Chance, 1973), principalmente uno de los productos del metabolismo
mitocondrial que pucden causar dafio celular es ¢l radical superéxido originado por
transferencia de clectronces al oxfgeno molecular; aunque cl transporte de clectrones a través
dc la cadena respiratoria mitocondrial es eficiente, aproximadamente del 98% -99% del
oxigeno molecular presente formara H,O al final de la cadena respiratoria (Hockenbery et
al, 1993), existe una pérdida de electrones de la cadena de fosforilacion oxidativa que se
refleja en la formacion de Oy (Boveris, 1977). La pérdida de clectrones de la cadena de
fosforilacién oxidativa ocurrc a nivel de la coenzima Q, también conocida como
ubiquinona, forma parte del complejo 1 de la cadena de la fosforilacion oxidativa (Forman
and Boveris, 1982). Otro sitio de trasporte de clectrones como ¢l reticulo endoplasmico,
donde la forma reducida NADPH citocromo P450 reductasa pierde electrones hacia O, ,
reduciendolo a O, (Cross and James, 1991).

Ll citocromo ¢, ¢s sintetizado como apocitocromo ¢ por un RNAm codificado por ¢l
DNA nuclear de la célula, el cual es exportado al espacio intermembranal de la mitocondria
donde una hemoliasa lo divide a holocitocromo c, este paso es irreversible, el
holocitocromo ¢ es impermeable a la membrana externa (Neuper, 1997). Las flavoproteinas
como el factor inductor de apoptosis (AIF) son sintetizadas como precursores preproteinas
en el citoplasma de la célula y son trasladadas dentro de la mitocodria (Susin et al, 1999).
Tanto el citocromo ¢ y AIF son confinadas dentro del espacio intermenbranal a menos que
sc permeabilice la membrana mitocondrial externa (Loeffer and Kroemer, 2000).

La apertura del poro de PT puede tener alguna participacion cn el proceso
fisiol6gico normal de la célula, puede permitir el intercambio de metabolitos deseables e
indescables (Zoratti and Szabo, 1995, Bernardi, 1 996), Puede permitir la liberacion de
calcio (Ichas et al, 1997), puede participar como sefializacién de las mitocondrias para ser
degradas por los lisosomas (Vargas ct al, 1987, Dunn, 1990), asi como la despolarizacion
expontanca de las mitocondrias sufren autofagia, la cual puede aumentar cuando falta
alimentos (Elmore et al, 1997).

El descenso del potencial de membrana mitocondrial implica una permeabilidad
transitoria de la membrana mitocondrial (Zanzami et al, 1995b; Kroemer et al, 1995) que es
consecuencia de la apertura de un megacanal mitocondrial que se conoce como poro de
permeabilidad transitorio ¢l cual permite el paso de solutos y algunas proteinas de menos de
1500 Da en ambos sentidos de la membrana mitocondrial interna (Zoratti and Szabé, 1995;
Bernardi, 1996). Asi mismo, la liberacién del citocromo ¢ de la membrana despolarizada es
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el resultado de la aportura del poro de permeadilidad mitocondrial transitoria (PTM)
(Hicden ct al, 1997), que pucde difundir en ambas dirccciones de la membrana
mitocondrila durante la apoptosis (Heiden et al, 1997). La apertura del poro puede ocurrir
también como consecuencia de la destruccidn fisica de la membrana mitocondrial externa
como resultado de la hiperpolarizaciéon de la membrana mitocondrial interna y de la
edematizacion de la matriz, lo cual ocurre tempranamente en el proceso de apoptosis
(Vander Heiden et al, 1997) o a la desestabilizacién de la membrana inducida por Bax y
Bid (Basanez et al, 1999; Kudla et al, 2000). Por una fuerza idnica, el citocromo c es
liberado cuando lo hinchazén mitocondrial rompe a la membrana externa, después del
inicio de PTM (Lemaster et al, 1998). Bajo condiciones normales, la membrana
mitocondrial interna es casi impermeable a pequefias moleculas que permite la creacion del
gradiente de concentracién que es necesario para la funcién mitocondrial (Zaratti and
Szabo, 1994; Bernardi et al, 1994). La P'TM es acompaiiada por la hinchazon y ¢l desacople
de la fosforilacion oxidativa, asi como a nivel de la matriz de la pérdida de moleculas de
bajo peso molecular como calcio y glutation (Bernardi et al, 1994; Kroemer et al, 1995;
Reed and Savage, 1995) y de factores de muerte que se localizan en el espacio
intermembranal como es el citocromo ¢ y Diablo/Smac y caspasas (Tsujimoto and Shimizu,
2000). La proteina Diablo antagoniza los efectos antiapoptoéticos de IAPs (Verhagen et al,
2000). El Apaf-1 cs un homélogo en los mamiferos del producto del gen ced-4 de
Caenorhabditis elegans que se localiza en el citoplasma (Zou et al, 1997). La interacién del
citocromo ¢, Apal-1 y procaspasa-9 descncadena su activacion a caspasa-9 que en turno
activa a la caspasa-3 a través de un proceso proteolitico directo (Li et al, 1997b).

Bernardi, (1996) demuestra que PTM es un canal de compuerta de voltaje, la matriz
mitocondrial ticne un potencial negativo en ¢l interior cuando estd cerrado ¢l poro, mientras
que la despolarizaciéon abre el poro. La parcial apertura del poro. puede iniciar un
mecanismo de retroalimentacion positiva en la cual la despolarizacidon parcial conduce a
una apertura total del poro y por consiguiente el inicio de PTM (Lemasters et al, 1998).

Durante la apoptosis se desacopla el trasporte de electrones de la sintesis de ATP, lo
que origina la generacion de aniones superdxido, como se indica por oximetria (Vayssiére
et al, 1994) y por deteccion citofluorométrica de aniones superdxido usando
dihydroethidine (Zanzami et al, 1995b). La inhibicién del complejo I de la cadena
respiratoria o la inhibicioén de la importacion de calcio por rojo de ruterio, resulta en la
disminimucién de la generaciéon de ROS en células con un potencial de membrana
mitocondrial bajo.(Kroemer et al, 1995), un descenso en la actividad de complejo I de la
cadena respiratoria es acompafiado de una disminucién del potencial de membrana
mitocondrial en cl inicio dc apoptosis (Chalmers-Redman ct al, 1999). El incremento de
calcio mitocondrial indica ¢l inicio de PTM (Qian et al, 1996). Difcrentes sefiales que
inducen apoptosis, conducen a una disminucién del potencial de membrana mitocondrial
(Zanzmi et al, 1996; Kroemer et al, 1997; Kroemer et al, 1998, Susin, 1998) al mismo
tiempo precedida por un incremento transitorio de hiperpolarizacién (vander Heiden, 1997),
mucho antes que la célula muestre fragmentacion del DNA (Petit et al, 1995; Zanzami etal,
1995, b; Zanzami ct al, 1996; Susin ct al, 1996;Wadia, ct al, 1998) o una aberrantc
exposicion de fosfatidilserina (Zanzami et al, 1995).

Cuando la PTM involucra a unas cuantas mitocondrias, la autofagia es estimulada,
degradando a la mitocondria afectada por los lisosomas y climinando la sefial del estimulo
de autofagia, cuando estdn involucradas mas mitocondrias, la PTM promueve la apoptosis,
posiblemente porque el mecanismo autofagico se hacc inadecuado para contener las
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sustancias proapoptoticas liberadas de la mitocondria que muestra PTM, como el citocromo
¢ y AIF. Finalmente, cuando se involucra a todas las mitocondrias, el ATP desciende por el
desacople de la fosforilacion oxidativa y la hidrélisis del ATP por la ATPasa mitocondrial,
Asi el descenso en ATP conduce a la muerte de tipo necrdtico (Lemasters et al, 1998). la
autofagia evita la propagacion de PTM, puesto se a observado que PTM que ocurre en una
pequefia fraccion de mitocondrias progresa hacia las demds mitocondrias lentamente
(Limura et al, 1998). La formacion de ROS puede ser la causa aunque también puede ser la
consecucncia dc PTM, ademds el inicio de PTM en una mitocondria promueve la PTM de
otra. Como un proceso autocatalitico (Imberti et al, 1993, Nieminen et al, 1995).

Las proteinas que forman el poro de PTM o megacanal mitocondrial comprenden
proteinas del citosol como la hexocinasa; protcinas de la membranan mitocondrial externa
como el receptor periférico benzodiacepina (PBR); al porin también conocido como canal
de aniones dependiente de voltaje (VDAC); proteinas del espacio intermembranal, como la
creatin cinasa; y una proteina de la membrana mitocondrial interna, la adenina nucleotido
traslocator, ANT y cyclofilin D, una protcina de la matrix (McEnery ct al, 1992; Zoratti and
Szabd, 1995; Bernardi and Petronilli, 1996; Beutner et al, 1996; Brustovetsky and
Klingenberg, 1996)

Algunos datos que se han obtenido de mitocondrias aisladas revelan que numerosas
sustancias pucden inducir la PTM tales como altas concentraciones de calcio libre (Zoratti
ct al, 1995), reducciébn del potencial de membrana mitocondrial que es causa y
consccucncia de PIM (Bernardi, 1992; Petronilli et al, 1993), el atractilosido que es un
ligando que se une al traslocator de la adenina nucleotido (ANT) (Klingenberg, 1980), uno
de los constituyentes del poro de PT (Zoratti and Szabo, 1995, Zamzami et al, 1996), la
formacién de puentes de azufre por diaminas (Petronilli et al, 1994), la diamina se une a los
radicales sulfidrilo (-SH) de ANT situados en la parte interna del poro y desencadena la
PTM (Petronelli et al, 1994, Majima ct al, 1994), la oxidacioén de -SI esta asociado con la
apertura del poro de PTM, este efecto puede ser revertido por la reduccion de los puentes
de azufre (-S-S-) o por la union de -SH con monobromobine (MBB) (Petronilli et al, 1994;
Costantini et al, 1995), se ha observado que la -N- acetylcysteine puede prevenir el
descenso del potencial de membrana mitocondrial (Zanzami et al, 1995,Cossarizza et al,
1995), la N-acctilcisteina tiene un efecto antioxidante directo al reducir dircctamente a ROS
y otro cfecto antioxidante indirecto cuando por una deacetylaciéon forma cisteine e
incrementa la produccion de glutation (GSH) (Hockenbery etal, 1993), suguiriendo que la
formacion de puentes disulfuro estan involucrados en la apertura del poro mitocondrial
(Marchetti et al, 1997)

El glutation reducido (GSH) es un componente critico en la red antioxidante celular,
[ista directamente involucrado en eliminar ROS y mantener a las proteinas intracelulares
con radicales —~SI1 en su estado reducido (Liu ct a 1, 2000), la disminucién de GSH pucde
ser un evento en el proceso apoptético que puede conducir a un incremento de la
sensibilidad a apoptosis en diferentes sistemas. La superdxido dismutasa (SOD) con
mangancso y cobre-zinc convierie al supcroxido a peréxido de hidrdégeno (Hockenbery ct
al, 1993) Ja MnSOD sc cncuentra localizada cn la matriz. mitocondrial (Weisinger and-
Fridovich, 1973). MaSOD pucde protejer contra ¢l factor de necrosis tumoral, la radiacion
y agentes quimioterapéuticos citotdxicos (Wong ct al, 1989; Hirosc et al, 1993).

Bcel-2 se encuntra localizado como una proteina integral de la membrana
mitocondrial (Hockenbery et al, 1990); aunque se ha localizado también en las membranas
externas del reticulo endoplasmico y en la membrana nuclear (Chen-Levy et al, 1989;
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Jacobson ct al, 1993; Monagha ct al, 1992). En sistemas libres de células, Bel-2 puede
bloquear la permeabilidad transitoria mitocondrial inducida por una gran variedad de
agentes (Zamzami et al, 1996) asi mismo puede prevenir la libcracion de activadores de
caspasas de la mitocondria. La sobreexpresion de Bcl-2 reduce la apoptosis y aumenta el
potencial de membrana mitocondrial (Petit et al, 1995; Hennet et al, 1993). La expresién de
Bcl-x 1, mantiene alto ¢l potencial de membrana mitocondrial al disminuir la eficiencia de la
ATPasa que convierte ¢l gradiente de iones H en ATP o al inhibir la disipacién de iones H
del cspacio intermembranal. (Heiden et al, 1997). Por lo que Bcl-2 puede inhibir la
respiracion mitocondrial y prevenir la apertura del poro de PT (Shimizu et al, 1998). La
disminucién de la respiracién mitocondrial puede prevenir la produccién de radicales libres,
esto puede explicar las propiedades antioxidantes que se le han atribuido a Bcl-2 (Kane et
al, 1993; IHockenbery ct al, 1993), el descenso en el flujo de clectrones a través de la cadena
de clectrones pucde disminuir la produccion de Oz (Shulze-Osthoff, 1992).

La hipoxia induce el metabolismo anaerébico y la acidosis metabdlica que protege
contra la despolarizacion mitocondrial y la permeabilidad transitoria (Lemasters et al, 1998;
Jia et al, 1997; Broekemeier et al, 1998), la acidosis protege contra el inicio de la muerte
celular en el corazdn, rifion e higado (Gores et al, 1988, Gores et al, 1989). La
acididificacion intracelular inhibe a la caspasa 3, se require de un pH de 7.5 para que la
caspasa-3 degrade sus sustratos especificos (Dubrez et al, 1996; Benson et al, 1999). Al
restaurar el pH a condiciones normales después de realizar una reperfusién en algunos
modelos experimentales se acelera la muerte celular, este fenémeno se conoce como
parodoja del pH (Gores et al, 1988, Currin et al, 1991 ). Tratamientos que disminuyen el pH
infracclular durante la hipoxia, como la inhibicion del intercambio de Nat+ /H+ con
amiloride, retrasan ¢l inicio de la muerte, micntras que tratamientos que incrementan el pll,
como la monensina aceleran la muerte (Gores et al, 1988, Gores et al, 1989).

El canal de aniones dependiente de voltaje (VDAC), es una proteina abundante en la
membrana mitocondrial cxternas que forma un gran poro dependiente de voltaje en la
bicapa lipidica y actiia como un mecanismo de regulacién del movimiento de sustancias a
través de la membrana de la mitocondria (Shimizu et al, 1999). Existe una interaccién de
bel-2/bax con VDAC (Carayon et al, 1996; Narita et al, 1998), Bax y Bcl-2 pueden regular
la funcion de VDAC (Shimizu et al, 1999), Bax favorece que VDAC experimente cambios
conformacionales que favorezcan la formacion de un mega canal permeable al citocromo c,
mientas que Bcl-2 mantiene a VDAC normalmente pequefio como para no permitir el paso
del citocromo ¢ (Shimizu et al, 1999). Bax y Bak al interactuar con VDAC pueden causar
la mucrte celular por apoptosis independientemente de sefiales adicionales (White; 1996),
incluso la sobre cxpresion de Bax puede iniciar la muerte celular por necrosis (Shinoura et
al, 1999). Bax y Bcl-xLse encuentran en el citosol Bax puede trasladarce del citosol hacia
la mitocondria induciendo apoptosis (Hsu et al, 1997), mientras que la accion inhibitoria
Bel-xL en la muerte celular puede realizarse por su unién directa con VDAC (Shimizu et al,
2001) o por interactuar con Apaf-1, que se encuentra en el citoplasma, con lo cual se inhibe
la activacion de la caspasa-9 (Song et al, 1999). La ceramida C6 disminuye Bel-xL y puede
reducir la apoptosis causada por pérdida del potencial de membrana mitocondrial (Metkar
et al, 2000). Un descenso de Bcl-2 moderado puede desencadenar la muerte celular por
autofagia (Saeki et al, 2001)

Las células pueden generar ATP por la glucélisis y mantener su potencial de
membrana mitocondrial normal por el uso del traslocador ADP/ATP para importar ATP en
la mitocondria conocido como adenin nucleotido traslocador (ANT) (Skowronek et al,
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1992). Algunos estudios muestran que existe una interaccion de bel-2/bax con ANT (Marzo
et al, 1998). Cuando Bcl-2 esta unido a ANT este es un canal especifico antipuerto de
ADP/ATP, pero puede formar un canal no especifico en respuesta a Bax (Brustovetsky and
Klingenberg, 1996, Riick et al, 1998).

Bel-xL puede formar canales en membranas lipidicas sinteticas (Schendel et al, °
1997; Antonsson et al, 1997). Los canales formados por la familia de Bcl-2 pueden ser
descritos como canales de multiconduccion (conduccion arriba de 1 nS reportado para Bax
y Bcl-2), sensible a pll, dependientes de voltage, poco selectivo a iones. Bel-2 y Bel-xLson
selectivos a cationes, Bcl-2 requiere de un pH é&cidos para formar canales, lo cual explica
por que a pH 4cidos bloquea el inicio de la PMT, mientras que Bax requiere de un pH
neutral para formar canales y desencadenar PTM (Antonsson and Martinou, 2000). Los
miembros de la familia de Bcl-2 pueden heterodimerizar para formar canales
proapoptéticos en la membrana mitocondrial Bad y Bod ligandos proapototicos que se
cncuenira cn ¢l citoplasma heterodimeriza con proteinas antiapaptéticas de la membrana
mitocondrial como Mcl-1. Las protcinas proapoptéticas Bok que sc cncuentran en la
membrana heterodimeriza con proteinas antiapoptéticas Mcl-1 o Bfl-1 y funciona como
canales que regulan la.apoptosis (Hsu and Hsueh, 2000).

3.1. Niveles de ATP y ROS en la etapa de decision del tipo de muerte celular.

Algunos estudios muestran que se requiere la activacion de las caspasas para la fase
de cjecucioén de la apoptosis, mientras en la muerte necrética, deben ser inactivadas (Hirsch
et al, 1997; Lemaire et al, 1998a, Li et al, 1998; Denecker et al, 2001). Estos estudios han
sugerido que la activacion de las caspasas es un elemento de control que determina el tipo
de muerte celular. Por otro lado, también se sabe que se requicre de ATP para la progresién
de la apoptosis (Eguchi et al, 1997; Leist et al, 1997), al respecto se sugiere que €l nivel de
ATP es directamente afectado por la actividad catalitica de PARP (poli-(ADP-ribosa)
polimerasa), y que durante la apoptosis PARP se divide en dos fragmentos de 25 kDa con
N terminal, y otro fragmento de 89 kDa con C-terminal por la actividad de las caspasas
(Kaufmann et al, 1993) y justamente esta divisién es la que permite mantener el ATP
necesario en la fase de cjecucion de la apoptosis (Herceg and Wang, 1999). La actividad de
PARP reduce los niveles de NAD+ y resulta en la disminucion det ATP cclular; Algunos
inhibidores quimicos de PARP, como 3-aminobenzamida (3AB), previenen la necrosis pero
se desencadena la apoptosis (Palomba et al; 1996). En la necrosis hay falla de la respiracién
oxidativa, y cambios en la permeabilidad mitocondrial y celular (Kroemer etal, 1997,
Laszlo and Csaba, 2001). Sc ha sugerido que los fragmentos de 25 kDa con N-terminal
ticnen mas afinidad por cl DNA, puesto que PARP es cataliticamente activado por el DNA
daflado, impide su activacion ademas de inhibir la reparacién del DNA por limitar ¢l acceso
dc enzimas que reparan el DNA. (Kim et al, 2000). La inhibicién de las caspasas no
previene la apoptosis inducida por drogas, sin embargo no se observa un incremento en la
supervivincia de las células, més bien sc inicia la muerte celular necrética (Lemaire et al,
1998). La apoptosis coincide con la liberacién de citocromo ¢ de la mitocondria, activacion
de caspasas, divisién de proteinas, asi como la condensacion y fragemntacién del DNA. En
necrosis no sc acompaiia por la fragmentacion del DNA, activacion de caspasas o division
de preteinas especifico de caspasas, apesar de la liberacion de citocromo c, posiblemente el
peroxido de hidrogeno inhibe a las caspasas los niveles de ATP no restauran la actividad de
las caspasas (Samali et al, 1999) un evento comun observado en la muerte apoptotica y
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necrotica es la liberacion del citocromo ¢ (Li et al, 1999). en timocitos a los que se induce
la muerte necrotica por estres oxidativo, al incrementar se la actividad de PARP pero al
inhibir su activacién con purinas se incrementa la apoptosis 1o que demuestra que PARP es
el responsable del descenso de ATP requerido para desencadenar la necrosis (Laszlo and

Csaba, 2001).

4. Participacién de los lisosomas en la fase de decision del tipo de muerte celular.

Los lisosomas son organelos intracclulares, con un pld acido en su interior, que sc
Jocalizan en todas las células animales cuya funcion principal es la degradaciéon de
macromoléculas celulares (Goldberg and John, 1976; Ohkuma and Poole 1978), en el
proceso de autofagocitosis, los lisosomas se fusionan a vacuolas autofagicas que tienen
doble membrana, (Ericsson, 1969; de Duve, 1969; Takeshige et al, 1992; Mortimore et al,
1996) asi mismo se fusionan a las vacuolas endociticas las cuales contienen material
externo (Silverstein ct al, 1977), también pueden participar como almacén de material sin
degradar (e Dude, 1969) y regular el potencial de membrana mitocondrial (Diaz et al,
1999). En el ovario, los lisosomos tienen una importante participacion en su crecimiento y
desarrollo (Dimino et al, 1997), participa en la maduracion y la atresia folicular (Ezzel and
Szego, 1979; Rahi and Srivastava, 1984; Wise, 1987; Ballesteros et al, 1992; Bafios et al,
1996; Rosales 2000), en la regresion del cuerpo luteo (Smith and Waynforth, 1970) y en la
ovulacion (Morales et al, 1983; Takenaka et al, 1980; Robker et al, 2000), pueden participar
en ¢l metabolismo de hormonas esteroides (Elfont et al, 1977) principalmente a trevés de
una 17 beta-hidroxiesteroide deshidrogenasa que participa en el metadolismo de estradiol a
estrona (Entenmann ct al, 1980, Gilligan et al, 1986), y de la internalizacin de
godadotropinas y su receptor (Gilligan et al, 1986; Shimizu and Kawashima, 1989).

Una caracteristica comun a todos los lisosomas es que contiene hidroloasas 4cidas,
se han identificado al menos 60 diferentes enzimas capaces de digerir proteinas (proteasas),
acidos nucleicos (nucleasas), glicidos (glucosidasas), lipidos (lipasas y fosfolipasas) o
fosfatos de moléculas organicas (fosfatasas) (Barrret and Heath, 1977) estas enzimas son
contenidas en estos organelos, de manera que estas enzimas estdn separadas de los
substratos intracclulares por una membrana previniendo la digestion intracelular sin
regular (de Duves 1969).

Las catepsinas perienecen a las proteasas lisosomales y al menos sc han identificado
seis géneros de cisteina proteasas como la Catepsin B, L, S, K, C y H las cuales presentan
caracterfsticas  cnzimdticas similarcs, generalmente participan en la degradacion de
colagena (Towatari ct al, 1991, Katunuma et al, 1999). Mientras que la catepsina D
pertenece a las aspdrtico proteasa lisosomal, la cual esta presente practicamente en todos los
animales (Yamamoto 1995).

La estabilidad de los lisosomas en relacion a la degeneraciéon celular ha sido
material de disputa desde el descubrimiento de estos organelos por Christian de Duve quien
considerd a los lisosomas como unas bolsas repletas de enzimas que, de liberarse,

destruirian a toda la célula, por lo que provocativamente, les llamé “bolsas suicidas” (de:

Duve 1959; de Duve 1966; de Duve 1969).

Se considera que en varios estados patoldgicos, el dafio celular puede ser iniciado
por la liberacion cxtracelular o intracelular de enzimas lisosomales (Gldstein and
Weissman, 1977). La liberacion extracelular de enzimas lisosomales que se observa por las
células fagociticas (Bachner et al, 1968; Weissman et al; 1971), en células expuestas al
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complejo antigeno-anticuerpo (Davies and Allison 1976) y las células necrdticas que se
lisan (Van Lancker, 1975), las enzimas lisosomales pueden dafiar al tejido periférico y
desencadenar una respuesta inflamatoria aguda (Goldstein and Weissman, 1977).

A la fecha, esta en debate, si es necesaria la ruptura lisosomal para que ocurra el
dafio celular Una serie de experimentos en los que se induce la liberacién de enzimas
lisosomales como por ejemplo: la que se observa en los macrofagos o leucocitos al
fagocitar cristales de urato (Weissman et al, 1971) o particulas de silice (Allison et al, 1966;
Nadler and Goldfischer, 1970); la liberaciéon de enzimas que ocurre por la exposicion a
metales pesados (Sternlicb and Golldfischer, 1966) o colorantes fotosensitivos (Allison and
Young, 1964); a virus (Allison and Mallucci, 1964) y en la isquemia del miocardio (Decker
band Wildenthal, 1978). Aunque la ruptura lisosomal ha sido documentada en estos
sistemas, las evidencias que sean estas las causas de la muerte son solo circunstanciales, ya
que se ha observado que la degeneracion celular que ocurre por la fagocitosis de particulas
de silice es una consecuencia de un efecto desestabilizante de la membrana plasmatica
cclular, con la consccucnte entrada de ioncs calcio, y que las enzimas lisosomales liberadas
dentro del citoplasma por la ruptura de la membrana lisosomal por si mismas no son
capaces dc causar dafio a la célula (Kane et al; 1980). También s¢ ha mencionado que los
lisosomas muestran una ultraestructura normal y solamente se observan alteraciones en los
procesos degenerativos avanzados después del dafio irreversible (Slater and Greenbaum,
1965; Trump and Arstila, 1975) y la liberacién tardia de enzimas lisosomales simplemente
acompaiian la remocion enzimatica de las células muertas (Van Lancker, 1975). Sin
cmbargo sc ha demostrado por cstudios ultracstructurales con microscopio de transmision
de electrones que los lisosomas que tienen una membrana intacta pueden filtrar sus enzim
as hacia el citosol y producir la muerte celular (Brunk and Ericsson, 1972; Brunk et al,
1972; Brunk et al; 1997; Hellquist et al 1997; Zdolsek et al 1990).

Otras observaciones que se han realizado sobre células en cultivo tefiidas con
naranja de acridina, una base débil lisosomotropica lipofilica (AO) (Robbin and Marcus,
1963; Allison and Young, 1964; Zelenin, 1966; Rundquist et al, 1984) que al aceptar
protones no puede pasar a trevés de la membrana lisosomal acumulandose en este organelo
(deDuve et al, 1874); han mostrado que existe una relocalizacién del AO de los lisosomas
hacia el citosol antes de la degeneracion celular (Zdolsek et al, 1990; Zdolsek, 1993), como
una consccucncia de una reacciébn oxidativa intralisosomal, catalizada por el Fe
(11).(Robbins and Marcus, 1963; Allison and Young, 1964; Zdolsck ct al, 1993; Zhang ct
al; 1995; Ollinger and Brunk, 1995; Brunk et al, 1995; Brunk et al, 1995a; b; Zhang et al,
1996; Roberg and Ollinger 1998; Roberge et al, 1999). Sin tener en cuenta el mecanismo de
induccién se observa que un moderado grado de ruptura lisosomal resulta en la apoptosis de
la célula, mientras que un mayor dafio lisosomal termina en la necrosis de la célula
(Zdolsek et al, 1993; Brunk et al, 1995b); y cuando la célula se expone a un menor dafio
lisosomal resulta en una actividad reparativa autofagica (Brunk et al, 1995a; Brunk et al,
1997). Inicialmente, la relocalizacién del AO es debido a la destruccion del gradiente de
protones de la membrana lisosomal, mas tarde, sin embargo, se ha observado que es
acompafiado de la salida de enzimas hidroliticas lisosomales (Ollinger and Brunk, 1995;"
Brunk et al, 1995b), las enzimas hidroliticas pueden por ellas mismas ser constituyente del
factor de cjecucion de la muerte celular (Brunk et al, 1997).

Sc ha postulado que las especies 6xido reactivas pueden dafiar a la célula a través de
la ruptura de la integridad lisosomal y que la menor desestabilizacién produce alteraciones
degenerativas que son reparadas rapidamente y eficientemente por un proceso
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autofagocitico, en un periodo de ticmpo corto, pero si ¢l daffo a la membrana lisosomal es
extenso, la células no sobrevive. (Wilson ct al 1987; Zdolsck ct al 1990; Zhang ct al 1992,
Zdolsek et al 1993; Zhang and Brunk 1993; Brunk et al 1995a; Brunk et al 1995b; Zhang et
al 1995). ‘

El superoxido Oz  es un miembro de las especies 6xido reactivas que no es
liposoluble, y que por si mismo no causa la peroxidacién de lipidos, que es el proceso
fundamental para ¢l dafio celular; sin embargo O3 es convertido a H;0, por accién de la
superéxido dismutasa (SOD), el ultimo OH" que es generado por las dos reacciones
catalizadas por metales, como:

la reaccion Fenton:

a).- 0, +Fe?(Cu") - Fe(Cuh)+ OH + OH'

y la de Haber-Weiss:
b- Oy +H0p "°% 0, +OH + O’

es de las especies oxido reactivas que causa mayor dafio oxidativo a macromoléculas que
incluyen al DNA, proteinas y lipidos de membranas (Halliwell and Gutteridge, 1989).

El O;" puede incrementar la liberacion de Fe (1I) de las proteinas que contienen este
mectal, de tal forma que al reducirlo Fe (IIl) como consecuencia del ataque oxidativo del
superéxido sobre estas proteinas; una vez libre el Fe (II) reduce al per6xido de hidrégeno
en el inicio de la reaccion Fenton, como se observa en el inciso A con la produccién de un
potente agente oxidante como el radical hidroxilo. El Fe (II) puede ser originado también
de la reduccion de Fe (1II) por un agente reductor celular como el ascorbato y grupos tioles
(Keyer et al, 1995; Keyer and Imlay, 1996; Pianzzola et al, 1996 Liochev and Fridovich,
1994; Liochev, 1996).

a. Fe(ll) + Hy0 — Fe(ll) + OH + HO’

b. Fefll) + LOOH = Fe(lll) + OH + LO’

Liochev and Fridovich, (1997) mencionan que las alteraciones que ocurren en la
membrana por efecto de ROS depende en una variante de la reaccién Fenton, que se
observa en el inciso b; donde L denota a un &cido graso poliinsaturado como el
araquidonico y que el radical alcoxi (LO*) generado en esta reaccion puede iniciar la
oxidacion de lipidos poliinsaturados de la membrana por una reaccion en cadena de
radicales libres que desestabiliza a la membrana (Tappel, 1972; Barclay and Ingold, 1981)
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La reaccion que ocurren de los pasos de b-e son los que causan el dafio a la
membrana mitocondrial (Liochev and Fridovich, 1997) y posiblemente la labilizan la
membrana lisosomal que puede ser la causa de la degeneracién celular por apoptosis o por
necrosis (Brunk et al, 1997; Hellquist et al, 1997). Sin embargo bajo condiciones
fisiologicas ¢l Fe (II) localizado intralisosomalmente (Brunk et al, 1992; Zdolsek and
Svensson, 1993; Zdolsek et al, 1993a, b), aumenta la concentracion de lipofusina o ceroides
(Brunk et al, 1992).

En las células se han localizados dos tipos de lisosomas los que solo contienen
enzimas y que no han participado en procesos digestivos se conocen como lisosomas
primarios, mientras que los que contienen materiales en digestién es su interior se conocen
como lisosomas secundarios estos son los lisosomas vulnerables a las especies Oxido
reactivas (Brunk et al 1995a,b; Ollinger and Brunk, 1995; Zhang et al, 1995) como
consecuencia de su contenido normal, aunque con pequefias cantidades de Fe (II) (Borg and
Schaich 1984; Halliwell and Gutteridge 1985; Starke et al 1985; Starke and Farber 1985,
O’Connell et al 1986; Gannon et al 1987; Farber et al 1990; Brunk et al 1992; Zdolsek and
Svensson, 1993; Zdolsek et al; 1993a,b) como consecuencia de la autofagocitosis de
organelos y proteinas (Ericsson, 1969; Brunk et al, 1992; Mortimore et al; 1996)
principalmente de mitocondrias y citocromos (Sakaida et al 1990; Brunk et al; 1992). El
Fe(ll) puede estar presente en los lisosomas secundarios por un tiempo corto antes de ser
transportado hacia el citosol, para ser utilizado en la sintesis de nuevas macromoléculas o
puede ser almacenado como ferritina; la ferritina, es un complejo de Fe (III) y apoferritina,
que es también sujeta a autofagocitosis. La autofagocitosis de ferritina insaturada provoca
que actue como un quelante de Fe (II) dentro de los lisosomas y, por un instante, deprime la
reaccion oxidativa catalizada por el Fe(Il) disminuyendo el dafio lisosomal (Garner et al,
1997, Olejnicka et al; 1997) por lo que se ha considerado como un agente protector del
dafio oxidativo (Balla et al 1992; Balla et al 1993). Por otro lado el mecanismo de
transporte del Fe(Il) del lisosoma hacia ¢l citosol ¢s desconocido, aunque se ha sugerido
que algunas moléculas, como al ADP y citrato, puedan tener accidén quelante (Crichton and
Ward, 1992). Las difcrencias sobre la estabilidad de la membrana lisosomal al estrés
oxidativo que sc encontraron entre diferentes células (Zhang et al; 19996; Olejnicka et al;
1997) puede ser el reflejo de diferentes grados de actividad autofdgica entre las células, lo
cual trae consigo diversas cantidades de Fe (II) intralisosomal (Brunk et al 1992).

Se ha sugerido (Sheen y Macklis 1994), que la relocalizacién de proteasas
lisosomales conducen a la apoptosis Ademas la concentracion de la protcasa catepsina D se
incrementa después de expresarse p53 en células linfoides durante la apoptosis, mientras
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que al administrar pestatina A, un inhibidor especifico de catepsina D (Roberg ¢t al, 1999),
pucde inhibirse la apoptosis, p53 favorcce la sobreexpresion de catepsina D (Wu et al,
1998). La relocalizacion de catepsina D en el citosol ocurre antes de que se inicie el cambio
cn la permeabilidad mitocondrial y sc libere ¢l citocromo ¢ mostrando que ¢s un proceso
temprano ¢n ¢l proceso de la apoptosis (Roberg ct al, 1999; Neuzil ct al, 1999). La
catepsina D es un lactor de muerte el cual puede activar a la procaspasa-3 incluso pucde
estimular a que la mitocondria a liberar sus factores apoptoticos (Isahara et al, 1999).

Posiblemente el catepsina B también esta involucrado en la activacion de la caspasa
3, ya quc sc¢ ha observado que el sobrenadante de la fraccién lisosomal tratada con
digitonina activa a la caspasa-3 y que inhibidores de la catepsina B como 13-64 y leupeptina
suprimen csta accion (Ishisaka ct al, 1998). Sin embargo otros cstudio en ¢l cual se utiliza a
las células PC12 y a la cual se le induce apoptosis por la supresion de sucro (Batistatou and
Greene, 1991) mucstran que catepsina B puede aumentar la supervivencia de las células al
degradar la catepsina D, a CAD e ICAD asi como al grupo de caspasas (Shibata et al, 1998;
Isahara et al, 1999), mientras que la catepsina D puede transformarse en un factor
desconocido que desencadene la muerte al favorecer la liberacidon de factores apoptéticos
de la mitocondria, esta accion puede ser bloqueada por Bel-2 (Isahara et al, 1999). En otros
cxperimentos cn los cuales sc controla la ruptura lisosomal con un detergente
lisosomotrofico MSDH que puede protonarse y acumularse solo en el aparato lisosomal
(Firestone et al, 1979; Li et al, 2000) si se utiliza a bajas concentraciones desencadena la
apoptosis y a allas concentraciones desencadena la necrosis, lo que sugiere que las
proteasas lisosomales son neccsarias para activar directamente a las procaspasa e
indircctamente puede favorecer la liberacion de factores proapototicos de la mitocondria
(Li et al, 2000). Cuando inicia la apoptosis sc ha observado una disminucion de catepsina B
la cual es inmediatamente acompafiada de un incremento de catepsina D (Shibata et al,
1998).

Otras catcpsinas que pueden participar en la activacién de la procaspasa-3 es la
catepsina L, bajo condiciones in vitro cuando sc adiciona al cultivo de células CLIK-060-
181, un inhibidor especifico de esta catepsina, se impide o interrumpe la apoptosis
(Katunuma ct al, 1999),se conoce muy poco de la regulacién dc esta catepsina y su
interaccidn con la catepsina B y D. Por otro lado se ha demostrado que DNasa lisosomal
pucdc participar en la de gradacion del DNA junto con CAD en la fase de degradacién de la
apoptosis (MclLLroy ct al, 2000).

ixisten maltiples repuestas biologicas a estimulos extra celular que son mediados
por la generacién intra celular de ceramida (Ballou et al, 1996; Testi, 1996; Kolesnick and
Krénke; 1998; Levade and Jaffrézou, 1999). Entre estas respuestas encontramos que la
ceramida producida en organelos 4cidos a través de la accion de la enzima lisosomal
esfingomielinasa dcida desencadena la apoptosis (Hannun, 1996; Obeid et al 1993; Cifone
ct al; 1994, 1995; Haimovitz-Friedman et al; 1994; Jaffrézou et al, 1996; Verheij et al,
1996; Wright ct al, 1996). Sin embargo la ceramida generada por la esfingomiclinasa 4cida
¢s necesaria pero no suficiente para inducir apoptosis (Higuchi ct al 1996), sino que se
requiere de la presencia simultanea de ceramida/catepsina D, esto fue demostrado porque el
uso del inhibidor de catepsina D, pestatina A o anticuerpos contra el mensajero de catepsina
D inhiben la apoptosis (Deiss et al 1996).
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JUSTIFICACION.

Literalmente, atresia (término Griego) significa el cierre u obliteracién de un
orificio o pasajc normal del cuerpo (a=sin; tresos=pcrforaciéon). Bajo cl contexto de la
fisiologia ovdrica la atresia folicular denota un proceso degencrativo por medio del cual se
picrden la mayoria de los foliculos del ovario durante el desarrollo reproductivo de las
hembras (Ryan ct al, 1976; Ryan, 1981). La atresia representa un fendmeno fundamental en
la biologfa de la reproduccion (Hurwitz y Adashi, 1992) que puede llevar a la pérdida de
hasta ¢l 99% de los ovocitos que se encuentran al nacimiento en el ovario en la mayoria de
las especices (Tsafriri and Braw, 1984; Hirshfiel, 1991; Hsuch ct cl, 1996; McGee et al,
1998; Ilsu and IHsuch, 1998). A pesar de que se han realizado numcrosos cstudios sobre
cste importante fendmeno, hasta el momento no es posible precisar, con exactitud, las
causas que desencadenan o determinan la atresia folicular. Puesto que nunca interfiere con
la reproduccion normal su universalidad permite suponer que es un proceso indispensable
para la sobrevivencia de las especies y que por lo tanto debe estar sujeto a una cuidadosa
regulacion. Algunos autores consideran que es un proceso necesario para que se realice
normalmente la maduracion (seleccion(?)) de los ovocitos que deberan ser ovulados
(Guthrie et al, 1995; Hsueh et al, 1994; Jolly et al, 1997). Es también importante mencionar
que, a pesar de la atencion dedicada a este tema por diversos investigadores, no ha sido
posible encontrar ninglin marcador bioquimico o endocrinolégico que permita predecir con
certeza cudles foliculos terminaran atrésicos.

La atresia pucde ocurrir en cualquier etapa del desarrollo folicular (Mariana et al,
1991) pero es méas comin en los foliculos antrales (Kaipia and Hsueh, 1997; Billing et al,
1996; Chun and Ilsuch, 1998). Uno dec los eventos més importantes que acompafian al
proceso de atresia es la muerte de las células de la granulosa (Byskov, 1978; Hughes an
Gorospe, 1991; Tilly et al, 1991; Tilly, 1993; Billig et al, 1994; Chun et al, 1994; Yuan and
Giudice, 1997; Breckwoldt et al, 1996; Makrigiannakis et al, 1999) por lo que resulta
interesante profundizar cen ¢l conocimiento de los mecanismos de muerte celular que
participan en la atresia y determinar si estos tienen caracteristicas particulares de acuerdo
al tamafio del foliculo y su grado de avance en el proceso atrésico (Rosales-Torres et al.,
2000). Ademas, ¢l papel tan importante que descpefia la muerte cclular ¢n muchos de los
procesos biolégicos fundamentales, hace que el estudio de la muerte por si misma sea el
foco de atencion de numerosos grupos de investigacion.

Se ha reportado que el mecanismo de muerte que se presenta en las células de la
granulosa de foliculos durante la atresia es, fundamentalmente, el proceso de apoptosis,
mientras que la necrosis participa en las etapas tardias (Tilly et al, 1991; Hughes y et al,
1991; Tilly et al, 1992). Sin embargo existen evidencias que demuestran la participacién de
mas de un tipo de muerte celular en el inicio de la atresia folicular (Peluso et al, 1981;
Kovacs et al, 1992; D'Herde et al, 1996; Van Wezel et al, 1999) y reciéntemente
numerosos grupos de investigacion han encontrado evidencias que scfialan que la muerte
por alteraciones en el funcionamiento de los lisosomas, necrosis, desempefia un papel
relevante en la produccion de la muerte de las células de la granulosa (Besnard et al., 1997;
Isahara et al., 1999; Wei-Li et al., 2000) particularmente relacionado con cl tamafio de los
foliculos en los cuales se desarrolla este proceso (Rosales et al, 1999; Rosales-Torres et al,

2000).
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Por otro lado en otros modclos sc ha mencionado quc la muerte celular necrética y
apoptotica pucden  desarrollarse  simultdncamente cen varios tipos de procesos tanto
fisiologicos, como patoldgicos (Kerr et al, 1987; Huschtsha et al, 1994; Darzyinkiewicz et
al, 1997). Es importante sefialar que células sometidas a los mismos estimulos patol6gicos
pucden ser llevadas a la muerte tanto por apoptosis como por necrosis (Darzynkeiwicz et
al, 1994). En estos casos ¢l momento metabdlico en el que sc encucentra la célula es el que
parece determinar cual de los dos mecanismos de muerte celular sera el que predomine
(Darzynkeiwicz ct al, 1994). Desde cste punto de vista, se ha demostrado que los factores
mctabdlicos mds importantes que participan para definir el tipo de muerte estan
rclacionados con el equiibrio energético de la célula y la disponibilidad intracclular de ATP
(Richter et al, 1996; Leist et al, 1997; Tsujimoto, 1997).

Iis posible pues considerar que ambos procesos de muerte celular, representan los
extremos de una via unica de muerte celular (Fernandez et al, 1994; Lemaster et al, 1998;
Renvoizé et al, 1998). Células sometidas a tratamientos que dafian las membranas
lisosomales pueden iniciar el proceso de muerte celular por necrosis, dependiendo de la
magitud del dafio (Zdolsek et al, 1993; Brunk et al,1995b, 1997; Wei-Li et al., 2000). Por
otro lado, procesos que alteran la funcionalidad mitocondrial y modifican los mecanismos
de regulacion de la permeabilidad transitoria de las membranas de cste organelo,
determinardn la iniciacion del proceso dec apoptosis para producir la mucrte de la célula
(Colombo, 1995; Zanzami ct al, 1997, L.emaster ct al, 1998).

En este estudio nos proponemos contribuir al conocimiento de la atresia folicular en
la oveja y ampliar nucstros conocimientos sobre la participacién y la oportunidad con la
que se presentan las alteraciones en la funcionalidad de las membranas de los lisosomas y
de las mitocondrias en la determinacion del tipo de proceso de muerte de las células de la
granulosa durante la atresia de los foliculos antrales de dos tamafios pre-seleccionados.

HIPOTESIS.

El tipo de mucrte celular que se presenta en las células de la granulosa durante la
atresia de foliculos antrales en la oveja, depende del tamafio del foliculo y de las
caracteristicas funcionales de las membranas de mitocondrias y lisosomas presentes en el
momento en que sc inicia el proceso de involucién folicular.

OBJETIVO GENERAL.

Cuantificar por citometria de flujo las alteraciones de la permeabilidad membranal
de las mitocondrias y de los lisosomas en foliculos antrales de la oveja seleccionados por su
tamafio y por su grado de atresia.

OBJETIVO PARTICULAR.

Determinar la importancia que tiene el tamafio folicular en el tipo de muerte que
ocurre en las células de la granulosa durante el proceso de atresia en la oveja.
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MATERIAL Y METODOS.

Material biolégico.

Sec utilizaron ovarios dc ovejas no gestantes sacrificadas cn ¢l rastro “La Aurora”
Estado de México. Los ovarios se trasladaron en una solucién salina amortiguadora de
fosfatos (PBS) 0.01 M pH 7.4 en hielo, hasta el laboratorio de Bioquimica de la
Universidad Autdnoma Metropolitana-Xochimilco, en un lapso no mayor a una hora.

Al llegar al laboratorio los foliculos se lavaron dos veces con PBS 0.01 M pH 7.4
frio, se disecaron con unas pinzas de microcirugia con punta roma, y se clasificaron por su
tamafio en dos grupos: de 3-6 mm y mayores de 6 mm, y por su grado de atresia en cuatro
grupos (1, 2, 3a y 3b) para lo cual se utiliz6 un microscopio estereoscopico, (magnificacion
120X). La clasificacién se realizé de acuerdo a los criterios validados por nuestro grupo
(Rosales ct al, 2000) dc acuerdo a los siguientes criterios morfolégicos:

-Sc clasificaron como atresia 1 aquellos foliculos que presentaron abundante
irrigacion, clara brillantez y en los cuales no era posible observar desprendimientos
aparcntes de las capas de células de la granulosa.

-En el grupo de atresia 2 estuvieron los foliculos que presentaron ligera disminucién
cn su irrigacién, disminucion en su brillantez y que presentaron pequefios desprendimientos
de la capa de las células de la granulosa.

-En el grupo 3 estuvieron los foliculos claramente atrésicos. Este grupo se dividid
en dos, el 3a donde se incluyeron los foliculos con una disminucién importante de su
irrigacion, abundantes desprendimientos de la capa de granulosa y de apariencia grisicea.
Finalmente cn ¢l grupo 3b sc incluycron los foliculos con grandes desprendimientos de la
capa de la granulosa, casi nula irrigacion y pérdida del complejo ovocito-cumulus.

Se ha demostrado que esta clasificacion morfoldgica se correlaciona adecuadamente
con la clasificacion histoldgica de las foliculos (Rosales et al, 1990; Ballesteros et al, 1992;
Garcia et al, 1997) y la relacién hormonal P4/E2 de acuerdo al grado de atresia (Rosales-
Torres et al, 2000).

Obtencidon de las células de Ia granulosa.

Después de clasificar los foliculos se recuperaron por aspiracion con reflujo las
células de la granulosa suspendidas en el liquido folicular, utilizando una jeringa de
insulina con una aguja del nimero 25. Posteriormente los foliculos s¢ abricron con tijeras
de microcirugfa y se rcalizé un raspado suave de sus paredes, utilizando pinzas de punta
roma, para recuperar las células de la granulosa que quedaron adheridas en las paredes del
foliculo. Durante ¢l raspado las células fueron resuspendidas en 200 ul de PBS (0.01 M) pH
7.4 (Ballesteros et al, 1992; Guthrie et al, 1994). Las células obtenidas de estas maneras
fucron mezcladas para su posterior procesamicento.

Las suspensiones cclulares de cada foliculo fueron centrifugadas para recuperar las
células (Ballesteros ct al, 1992). Considerando que la necrosis y la apoptosis pucden ser
inducida por procedimicntos bruscos las suspensiones celulares se centrifugaron a una
velocidad de 500 X ¢ por 10 min. Las células se resuspendieron finalmente en 600 pl PBS
y se tomd una alicuota para determinar la viabilidad celular por tinciones supravitales y
para contar las células en una camara de Newbauer.

45




Estudio citométrico

A) Determinacion de las alteraciones de la permebilidad de la membrana
lisosomal (Traganos and Darzynkiewicz, 1994).

La permeabilidad de la membrana lisosomal se determiné por el uso de Naranja de
acridina (AQ), una base débil lipofilica que se considera un agente lisosomotrépico
(Rundquist el al, 1984). La estimulacién luminica del AO a pH 4cido produce fluorescencia
roja, mientras que a pH neutro, o alcalino, emite una fluorescencia verde (Darzynkiewicz
and Kapuscinski, 1990). El AO tiene la propiedad de que en su estado nativo es capaz de
atravesar libremente las estructuras membranales. Sin embargo, a pHs éacidos acepta
protones y se carga positivamente lo cual la hace incapaz de atravesar la membranas
celulares (de Duve et al, 1974), asi que en lisosomas normalmente funcionales el AO se
acumula, se carga positivamente y queda atrapado dentro de los lisosomas de las células. La
concentracion del fluorocromo esta determinado por el gradiente de pH de la membrana
lisosomal (dc Duve ct al, 1974). Cuando hay dafio en el funcionamicnto de los lisosomas,
tanto la habilidad de conservar un pH &cido como la permeabilidad selectiva de la
membrana lisosomal se alteran, lo cual permite la salida del fluorocromo de los lisosomas
hacia el citosol (Brunk et al, 1995b).

De acuerdo con lo propuesto ?or Traganos y Darzynkiewicz (1994) si se utilizan
concentraciones bajas de AO (<10” M) este fluorocromo se puede unir en forma
monomérica a los acidos nucleicos de las células vivas, mientras que los lisosomas
concentran sclectivamente ¢l colorante y producen la formacion de agregados. La acidez
del pH normalmente presente dentro de los lisosomas, asi como la formacién de agregados
aumenta la produccion de fluorescencia del AO en el rango rojo del espectro. Bajo estas
condiciones de concentracién s6lo las células vivas, con lisosomas adecuadamente
funcionales acumulan colorante en estos organelos permitiendo determinar este
funcionamiento normal por la emisién de fluorescencia roja, mientras que los lisosomas
alterados no solo permiten la salida de AO, sino que evitan la producciéon de fluorescencia
roja.

Siguiendo la metodologia propuesta por Traganos and Darzynkiewicz (1994) se
prepard una solucion concentrada (1mg/ml) en agua destilada de Naranja de Acridina (AO)
altamente purificada obtenida del laboratorio Polyscwnccs Inc (Warrinton, P.A.). La
solucién se almacend a 4 °C hasta su uso. A una alicuota de 10° células de la granulosa se le
adicioné AO (I pg/ml) y se incubo a 37 °C por 30 min. Después de csie tiempo sc
analizaron 10,000 células en un citdmetro de flujo Becton Dickinson Systems, San José,
Ca. equipado con lampara laser de argdn que emite una luz de excitacion a 488 nm,
utilizando el programa Lysys II. El valor minimo de FSC-H fue de 44 y la ganancia para
FSC de E00. La emision se leyd como fluorescencia roja utilizando un filtro que permite el
paso de longitudes de onda > 640 nm. La intensidad de fluorescencia se registro en forma
logaritmica. La referencia de fluorescencia intrinseca o negativa, se establecié con una
muestra sin ¢l fluorocromo.

B) Determinacién de las modificaciones de la permeabilidad transitoria de la
membrana mitocondrial (Darzinkiewicz, ct al 1994).

Para medir los cambios c¢n ¢l potencial de la membrana mitocondrial se utilizd la
Rodamina 123 (Rh123) que es un fluorocromo lipofilico que se ha utilizado para
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monitorear variaciones en el potencial de membrana mitocondrial. Este fluorocromo emite
una fluorescencia verde (Leprat et al, 1990). Rh123 es especifico para mitocondrias ya que
no es concentrado apreciablemente por otros organelos como los lisosomas o las vesiculas
endociticas. El Rh123 tiene carga positiva a pH fisiolégico, cruza la membrana
mitocondrial y es atraido por la carga negativa de la matriz mitocondrial (Johnson, 1980,
Johnson et al, 1981). Cambios en el potencial de membrana se reflejan por cambios en la
concentracion del fluorocromo, fendmeno que se conoce como sefial de redistribucion
(Cohen and Salzberg, 1978).

En este trabajo se siguié la metodologia propuesta por Darzinkiewicz, et al (1994).
Se prepard una solucion concentrada de Rh123 (Eastman Organic Chemicals) (1 mg/ml) en
agua bidestilada, 5 ul de esta solucién se adicionaron a una alicuota conteniendo 10°
células dc la granulosa suspendidas en 1 ml de PBS 0.01M pH 7.4. La suspension se incub6
a 37 °C por 30 min en una camara de incubacion con CO; (Johnson et al, 1980).
Posteriormente las células de la granulosa se lavaron dos veces con PBS 0.01 M pH 7.4
antes de realizar la medicion en el citometro de flujo (Darzinkiewicz, et al., 1994).

Después de incubar y lavar el exceso de fluorocromo se analizaron 10,000 células
de la granulosa cn ¢l citometro de flujo (FACScan, Becton Dickinson System, Mountain
Viw, CA, USA) con un laser de argédn usando el programa Lysys 1I. La fluorescencia de la
rodamina 123 se midié por excitacion a 488 nm y se determino la emisién en el rango de
fluorescencia verde de 530+20 nm. La FL1 se adquiri6 en forma logaritmica, se
establecieron las regiones de fluorescencia sobre los histogramas de cada muestra y se
solicito al citdmetro el andlisis estadistico de cada muestra de donde se obtuvo el porcentaje
de células en cada region.

Los resultados del estudio citométrico, para ambos fluorocromos se analizaron de la
siguiente manera: para el fluorocromo AO, se obtuvo el patron de intensidad de
fluorescencia en relacion con la distribucién de las células que emitieron fluorescencia roja
(FL3+) de cada muestra y de esta distribucién se determind el cambio en la permeabilidad
lisosomal relacionado con el tamafio del foliculo y ¢l estadio del proceso de atresia. Para el
caso de la Rodamina 123, se consideraron células con permeabilidad mitocondrial alterada
aquellas que tuvieron modificaciones significativas en el patron de fluorescencia FL1.

Analisis Estadisticos.

Los resultados se agruparon de acuerdo al tamatfio folicular y al grado de atresia. De
los trazos obtenidos se cuantificaron, por integracion (pesaje), los valores de las dreas bajo
las curvas. Sc obtuvieron promedios y desviaciones estandar de las células fluorescentes en
cada uno de los picos principales del patrén de fluorescencia en relacion tanto a la
intensidad total de fluorescencia como al numero de células que integré cada uno de los
picos. En el caso del marcaje con AO a los datos se les hizo una transformacion logaritmica
que mejord las propiedades de la distribucién de dicha variable para utilizar un modelo de
distribuciéon normal en el analisis de los datos. Para el andlisis estadistico de las células
tefiidas con rodamina 123 se utilizaron los datos sin tranformar.
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Los resultados se analizaron por Andeva de 2 vias y las diferencias por prueba de
Tukey.

El modelo estadistico usado fue:

Yijk = H+G5+Tj+GTij+Eijk

Yijk = Es la variable de estudio (permeabilidad lisosomal y
mitocondrial)

n = Esla media general

Gi = Representa el i-ésimo efecto del grupo folicular (grado de
atresia clasificado microscopicamente)

T; = Representa el j-ésimo efecto del tamafio folicular

GTij = Representa el efecto de interaccion entre el i-ésimo efecto de
grupo folicular con ¢l j-ésimo efecto del tamaiio folicular

Eijk = PBrror aleatorio o residuo.

RESULTADOS.

Puesto que no hubo diferencias estadisticamente significativas (p>0.05) entre los
resultados de foliculos con atresia 3a y 3b, los datos de ambos grados dc atresia sc
combinaron formando un solo grupo al que en adelante se le denominara foliculos con
atresia avanzada.

En précticamente todos los casos de atresias tipos 1 y 2 el 100% de las células
mostraron una fluorescencia >10? (Figs. 1-4), mientras que en todos los casos de atresias
avanzadas hubo un niimero importante de células con intensidades de fluorescencia <102,
Una gréfica tipica del patrén de fluorescencia encontrado con el uso de AO para identificar
células de la granulosa con permeabilidad lisosomal anormal en foliculos de 3-6 mm de
diametro en diferentes estadios de atresia se muestra en la figura 1. Puede observarse que
tanto el patrén general de distribucién de las células, como la intensidad de fluorescencia y
el nimero total de células fluorescentes se modifican conforme avanza el proceso de
atresia. En efecto las células con atresia 1 muestran un patrén de distribucion uniforme con
fluorescencia intensa. En la atresia 2 el patron se torna bimodal y el pico principal es
significativamente menos fluorescente quc en la atresia 1. En la atresia 3 existen numerosos
grupos de células con intensidad de fluorescencia consistentemente menor que en los otros
dos grupos. La grafica 2 muestra el patron tipico de fluorescencia en las células de foliculos
> 6mm. En este caso las células obtenidas de foliculos de tipo 1 (no atrésicos) muestran
también un patrén homogéneo con fluorescencia intensa, mayor que la observada en los
foliculos de 3-6 mm. La disminucién de la intensidad de fluorescencia en el caso de los
foliculos con atresia tipo 2 es realmente notable (10 veces menor), mientras que en el caso
de la atresia 3 lo notable es la presencia de un gran numero de células (45%) con
fluorescencia casi nula. Como se muestra en la figura 3 aunque persiste la tendencia hacia
la disminucidén en la intensidad de fluorescencia y a la fragmentacion de las células tefiidas
en grupos diversos, las diferencias en el patrén de fluorescencia obtenidas con células de la
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granulosa de foliculos de 3-6 mm incubadas con rodamina son menos dramdticas y en el
caso dc los [oliculos > 6 mm la disminucidén en la intensidad de fluorescencia solo es
advertida en los foliculos con atresias avanzadas. Es sorprendente notar que en el caso de la
atresia 2 la fluorescencia de las células de la granulosa tiende a ser mayor, aunque la
diferencia no cs cstadisticamente significativa (Figura 4 y Cuadro 3), que la intensidad de
fluorescencia dc las células obtenidas de foliculos no atrésicos. También cs importantc
hacer notar que cn general las intensidades de fluorescencia observadas en los foliculos > 6
mm fueron signilicativamente mayores que las proporcionadas por las células obtenidas de
foliculos de 3-6 mm de diametro.

Cuando cl analisis de permcabilidad lisosomal y mitocondrial sc rcalizé sélo
comparando la intensidad media del pico principal de fluorescencia en foliculos sanos y
atrésicos (Cuadro 1), los resultados mostraron que cn los folfculos de 3-6 mm la
permeabilidad lisosomal present6 diferencias significativas entre foliculos sanos y atrésicos
de los dos tamafios estudiados. En los foliculos pequefios (3-6 mm) se encontraron
diferencias significativas (p<0.05) entre la intensidad de fluorescencia de las células
marcadas con rodamina mostrando que los foliculos atrésicos pequefios manifiestan
claramente un déficit en ¢l nimero de células con permeabilidad mitocondrial normal. El
comportamicnto de la permeabilidad de lisosomas y mitocondrias ¢n los foliculos >6 mm
tuvo un comportamiento diferente. En estos foliculos de mayor didmetro no hubo diferencia
significativa entre la permeabilidad mitocondrial de foliculos sanos y los foliculos con
atresia inicial y, en cambio, si la hubo (p<0.05) para la intensidad media de fluorescencia
del AQ, indicando altcraciones tempranas de la permeabilidad lisosomal en los foliculos
grandes.

Cuando se determind el impacto de la interaccion de las variables estatus (atrésicos,
sanos) y tamafio folicular, sobre la permeabilidad lisosomal (Cuadro 2) no se encontraron
diferencias significativas entre los foliculos sanos de ambos tamafios, pero se encontrd un
efecto estadisticamente significativo (p<0.047) de esta interaccién en los foliculos con
cualquicr grado dc atresia. Es, sin embargo, importante mencionar que esta diferencia
mostré una divergencia de la funcionalidad lisosomal dependiente del avance del estado de
atresia en los foliculos pequefios (3-6 mm) (% de células con fluorescencia roja sanos >
foliculos de Atresia 2 > folfculos de Atresia 3), mientras que en los foliculos > 6 mm los
foliculos mds afectados fueron los de tipo 2 (% de células con fluorescencia roja sanos >
foliculos dc Atresia 3 > foliculos de Atresia 2).

Con respecto a las modificaciones de la permeabilidad mitocondrial, también se
pueden ver cambios con respecto al tamafio folicular y al grado de atresia (Cuadro 3). En
los foliculos de 3-6 mm hay una disminucién clara del porcentaje de células que muestran
una intensidad de fluorescencia < 10% en relacién con el grado de atresia. Sin embargo en
los foliculos > 6 mm s6lo existe diferencia estadisticamente significativa entre los foliculos
sanos y los foliculos con atresia 3 (p<0.01), lo cual indica un importante disminucién de la
funcionalidad mitocondrial en las células de la granulosa de foliculos con atresia avanzada,
pero no en los foliculos en que se inicia la atresia (tipo 2).
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DISCUSION.

Tixisten dos prototipos caracterfsticos de vias de muerte: la apoptosis y la ncerosis.
La apoplosis cs un proceso altamente conservado que puede ser inducido por una gran
varicdad de condicionces fisiologicas y patologicas y en la que las mitocondrias juegan un
papel crucial. La muerte apoptdtica es precedida por una disminucién en el potencial
transmembranal de la mitocondria (Ayy, ) y por la liberacion del citocromo C desde el
cspacio intermembranal de la mitocondria (Liu X et al 1996) hasta el ambiente
citoplasmico, Sc ha demostrado que la liberacion del citocromo C'y la disminucién de Ay,
son mediadas por la protedlisis de Bid producido por la activacion dc la caspasa 8. Bid es
un micmbro de la familia del Bcl-2 o factor activador de caspasas (Steemans ct al 1998). El
citocromo C citosélico junto con modificaciones en la razén ATP/ADP inducen el cambio
conformacional del factor activador 1 de proteasas apoptdticas o Apaf-1, seguida de la
dimerizacion de la procaspasa-9, en ¢l complexo metabélico también llamado apoptosoma,
el cual produce la activacion proteolitica de la procaspasa-9 (Zou ct al 1998). La caspasa 9
activa a la caspasa 3 cjecutora. Esta Glima, una vez activada cs también reclutada cn cl
complejo del apoptosoma (Hu et al 1999).

La liberacion de los factores pro-apoptoéticos desde la mitocondria es determinada
por la alteracion de la permeabilidad de las membranas de la mitocondria, fendmeno al que
sc le conoce como modificaciéon de la permeabilidad mitocondrial transitoria (PTM)
(Shimizu ct al, 1999; Lemaster ct al, 1998). En este trabajo sc pucde obscrvar claramente
quc durante la atresia folicular de la oveja se modifica la permeabilidad de las estructuras
membranosas de las mitocondrias en las células de la granulosa y que esta alteracién de la
permeabilidad parece ser més importante en los foliculos pequefios (3-6 mm), en cuyo caso
el daflo a las mitocondrias aumenta conforme avanza el proceso de atresia folicular.
Aunque las diferencias en los foliculos > 6 mm no son cstadisticamente significativas
cuando sc comparan los foliculos sanos con los que presentan atresia temprana, en los
foliculos con atresia mas avanzada, se observa el menor porcentaje de células con
funcionalidad mitocondrial normal.

Las alteraciones en la permeabilidad mitocondrial que se demuestra aqui confirma
la participacién mitocondrial en el proceso de muerte celular por apoptosis en la atresia
folicular de la oveja, que ha sido sugerido por otros autores, (Tilly et al 1992; Rosales-
Torres et al., 2000), asi como en otras especies, (Hsueh et al 1994).

Como se observa en el cuadro 3, en el que se presenta el resultado del anélisis de la
funcionalidad membranal de la mitocondria en relacion con el grado dc atresia y ¢l tamafio
folicular, hubo un efecto estadisticamente significativo de esta interaccién sobre el
porcentaje de células con cambios en la permeabilidad mitocondrial que fue méas importante
en los foliculos de 3-6 mm de didmetro, lo cual indica que en los foliculos pequefios cl
grado de atresia estd mas directamente relacionado con la funcién mitocondrial. Cuando el
analisis se realizo solo comparando Ja permeabilidad mitocondrial entre foliculos sanos y
atrésicos en foliculos > 6 mm, los resultados que se presentan en ¢l Cuadro 3 demuestran
que el porcentaje de células con alteraciones en la permeabilidad mitocondrial es solo
significativa estadisticamente entre los foliculos sanos y los foliculos con atresia avanzada

(tipo 3).
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El porcentaje de células que muestran cambios en la permeabilidad y la
funcionalidad de los lisosoma indica que existe una diferencia estadisticamente
significativa (p<0.05) entre foliculos sanos y atrésicos. Esta diferencia es particularmente
clara entre los foliculos >6 mm pertenecientes a los tipos de atresia 1 y 2. La ausencia de
cambios significativos de la permeabilidad mitocondrial entre estos dos tipos de foliculos
parece indicar claramente que en los foliculos de este tamafio la alteracion de la
permeabilidad lisosomal puede ser el origen de la muerte que se produce en las células de la
granulosa de estos foliculos. En algunos modelos de induccién de muerte por dafio a los
lisosomas, sc ha visto que esto es capaz de iniciar la muerte celular al activar directamente
a las caspasas o indirectamente al estimular a la mitocondria para que libere factores que
activan las caspasas (Li et al, 2000, Chen et al, 2000).

Este trabajo presenta una importante evidencia de la participacion de més de un tipo
de muerte celular en la atresia, tal como ocurre de otros sistemas de células (Li et al,,
2000). En la atresia folicular de la oveja ya habia sido sugerido previamente por nuestro
grupo (Rosales et al 2000) y por otros grupos en las aves (Kovacs et al 1992; D Herde et al
1996) y en el cerdo (Besnard et al., 1997). Ademas también resalta que el tipo de muerte
predominante estd determinado principalmente por el tamafio. Nuestros resultados
demuestran claramente que en los foliculos de 3-6 mm los cambios observados en el
porcentaje de células con alteraciones de la permeabilidad lisosomal, como indicador de
muerte ncerdtica, son menos importantes que los observados en los foliculos > 6mm. Si
comparamos estos resultados con los observados en el caso de la funcionalidad
mitocondrial, como evidencia de muerte apoptdtica, el comportamiento de acuerdo al
tamafio de los foliculos fue al revés, ya que fueron los foliculos de 3-6 mm los que
presentaron un cambio estadisticamente significativo en el porcentaje de células con
alteraciones de la funcion mitocondrial.

La presencia simultdnea de varios tipos de muerte celular cn las células de la
granulosa durante la atresia folicular ha sido previamente establecido. Kovacs et al (1992),
sugirieron que la necrosis es la forma de muerte dominante en los foliculos atrésicos de la
gansa. D'Herde et al (1996) observaron 3 vias de muerte celular, apoptosis, necrosis y
autofagia durante la atresia de los foliculos de la codorniz.

Recientemente ha quedado claro que dependiendo del contexto metabdlico en que
se encuentran las células de la granulosa puede iniciarse la muerte celular por necrosis o
por apoptosis. La intensidad de un mismo estimulo puede decidir la prevalencia de necrosis
o apoptosis (Vantieghem et al 1998). Ademds, la caida del contenido de ATP puede
convertir un estimulo inicialmente apoptogénico ¢n uno necrogénico (Leist et al 1997).

Nuestros resultados indican que igual que se ha establecido en algunos otros
sistemas, la muerte en las células de la granulosa durante la atresia es iniciada por un
mecanismo comun, que depende de la alteracién del potencial transmembranal
mitocondrial y de los cambios en el potencial energético de las células (Lemasters et al
1998; Renvoizé et al 1998). En los foliculos pequefios, donde la disminucién del flujo !
sanguineo es insuficiente para producir hipoxia en las células de la granulosa (Murdoch
1992), la atresia basicamente se inicia y progresa por el macanismo de la apoptosis (Leist et
al 1997, Tsujimoto et al 1997). La disminucién del flujo sanguineo en los foliculos grandes
>6 mm puede ser suficiente para comprometer la oxigenacidn tisular y consecuentemente la
produccion de ATP. En estos casos el compromiso metabdlico parece determinar

51




alteraciones en ¢l {uncionamiento de los lisosomas, los cuales modifican su selectividad
membranal producicendo la necrosis como la via de muertc més importante en las células de
la granulosa de estos foliculos. Lo que queda claro en este estudio es que el dafio lisosomal
que presentan las células de los foliculos de mayor didmetro no es consecuencia del dafio
mitocondrial puesto que en los cuadros 2 y 3 podemos ver que no hay cambios importantes
en la funcionalidad mitocondrial entre foliculos atrésicos y sanos de didmetro > 6 mm,
micntras que los cambios en la funcionalidad de los lisosomas son francamente aparentes,
lo cual indica que la necrosis en estos foliculos seria la causa primaria de muerte.

Otra posiblc explicacidn del dafio lisosomal, sin dafio aparente dc la mitocondria, en
las células dc la granulosa de los foliculos > de 6mm es el incremento del estrés oxidativo
consccuencia de la mayor demanda que  produce la necesidad de aumentar la
csteroidogénesis en estos foliculos. Los requerimientos metabdlicos para estimular
fucrtemente cste proceso pucden redundar cn la formacién anormal de cespecies 6xido
reactivas. Cuando el NAPH pierde electrones hacia O, para formar O, y este no es liberado
a la P450 reductasa (Cros and Jones, 1991) pueden generarse cantidades importantes de
radicales libres dentro de la célula. La presencia de estos radicales libres puede causar
dafios importantes a la membrana lisosomal. Se ha reconocido recientemente que la
formacion acelerada de especies reactivas de oxigeno (ROS) pueden inhibir la actividad de
las caspasas (Samali ct al, 1999) y permeabilizar la membrana lisosomal (Brunk et al, 1997;
Hellquist et al, 1997, Nilsson et al, 1997). Algunos autores han demostrado que los
lisosomas pueden contener factores que pueden desencadenar la activacién de factores de
mucrte como catepsina D (Isahara et al, 1999) y posiblemente catepsina B (Ishisaka et al,
1998) que activan a la caspasa 3 o pueden inducir la liberacion de factores apoptéticos a
partir dc la mitocondria (Isahara ct al, 1999).
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Cuadro No. 1

Permeabilidad lisosomal y mitocondrial por tamaifio y grado
de atresia indicada por la intensidad media de fluorescencia
de las células de la granulosa incubadas con AO o con
rodamina 123,

b ¢ Letras diferentes indican la presencia de diferencias

significativas (p<0.05) entre los valores de la misma columna.

Cuadro No. 2

Intensidad de Fluorescencia Observada en Células de la
Granulosa Obtenidas de Foliculos Sanos y  Atrésicos
Incubadas con AO.

SE

e Vi o Tamaﬂo“-iﬁG mm.
1 83.1+16.1* 95.9+8.3"
2 *23.5+6.1° 9.2+5.0°
3 *6.2+3.0° 26.6+13°
a, b, ¢

Letras diferentes indican la presencia de diferencias
significativas (p<0.05) entre los valores de la misma columna.

* indica la existencia de diferencias estadisticamente significativas
(p<05) entre foliculos de diferente tamafio.
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Cuadro No. 3

Intensidad de Fluorescencia Observada en Células de la
Granulosa Obtenidas de Foliculos Sanos y  Atrésicos
Incubadas con Rodamina 123,

T RAAROSE6 bl

, [T amano®™
] 8 |*46.2+7.2" 67.8+13.4"
2 5 [*11.2+45.2" 77.5+10.3"
3 10 [ *4.2+42.2¢ 17.6+15.8°

“ M ¢ Tctras diferentes indican la presencia de diferencias

significativas (p<0.05) entre los valores de la misma columna.
* indica la existencia de diferencias estadisticamente
significativas (p<05) entre foliculos de diferente tamafio.
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atresia. 3

Intensidad

de fluorescencia

roja.

Figura 1. Patron de fluorescencia de células de Ia granulosa incubadas con AQ
procedentes de foliculos de oveja de 3-6 mm de didmetro con tres grados de atresia.
El patrén de distribucién de las células, asi como la intensidad de fluorescencia se modificd
conforme avanza cl proceso de atresia. Las células de foliculos con atresia 1, muestran un
patrén dc distribucion uniforme con fluorescencia intensa. En la atresia 2 se torna bimodal
y el pico principal es significativamente menos fluorescente que en la atresia 1. En la
atresia 3, se pueden ver grupos de células con menor intensidad de fluorescencia que en los
otros dos grupos.
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Atrasia.
de 3

Grado

Intensidad
de
fluorescencia

roja

Figura 2. Patrén de fluorescencia de células de la granulosa incubadas con AO
procedentes de foliculos de oveja >6 mm de didmetro con tres grados de atresia. Las
células obtenidas dc foliculos con atresia 1 (sanos) muestran un patrén homogéneo con
fluorescencia intensa. La intensidad de fluorescencia en los foliculos con atresia 2 es 10
veces menor que la que muestran las células de foliculos con atresia 1. En la atresia 3, el
45% de las células tienen una intensidad de fluorescencia entre baja y nula.
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Atresia. 3

Intensidad

fluorescencia

verde.

Figura 3. Patrén dc fluorescencia de células de la granulosa tratadas con Rh
123 procedentes de  foliculos de oveja de 3-6 mm de didmetro con tres grados de
atresia. En esta figura se puede ver una tendencia a la disminucion de la intensidad de
fluorescencia de acuerdo al grado de atresia, asi como a la formacién de grupos de células
con intensidad disminuida.
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Atresia. 3

Intensidad

fluorescencia
verde.

Figura 4. Patrén dc fluorescencia de células de la granulosa tratadas con Rh
123 procedentes de foliculos de oveja >6 mm de didmetro con tres grados de atresia.
En este didmetro folicular, sélo hubo una importante disminucion en la intensidad de
fluorescencia en la atresia 3.
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