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Resumern;

En la mayoria de los mamiferos inciuido el humano, el ndmere de folicutos que logran
alcanzar el estado de desarrollo preovulatorio, es menor al 1% de los presentes en el
ovano al momento del nacimiento, el resto presenta, durante toda la vida reproductiva det
ammal, cambios degenerativos o atresia, asi por ejemplo en el humano mas del $9% y en
e} ralén cerca del 77% de los ovocitos nunca son ovulados. Los cambios degenerativos
det foliculo pueden ocursir en cualquiera de las etapas del desarrollo folicular, por lo que
este evento se considera una parte integral de la fisiologia ovarica normai (Greenwald
1994) Recientemente se ha propuesto a la apoptois como el mecanismo por el cual tas
celulas foliculares (granutosa} mueren durante la atresia (Tily et al., 1992). Esta
propuesta se denva del hecho de que en los foliculos atrésicos se ha demostrado que el
DNA de las células de la granulosa se degrada baje un patrdn nucleosomal Se ha
demostrado fambién la activacion de una endonucleasa dependiente de Ca™ y Mg** en el
ovano de ratas tratadas con PMSG y hCG (Greenwald 1994, Tilly et al.,, 1892), ambos
eventos fisiolégicos previos son caracteristicos de la apoptésis. La PMSG es una
hormona utilizada frecuentemente para inducir el crecimiente folicular y fa ovulacidon de un
numerso mayor de ovocitos, sin embargo los ovocitos recuperados presentan alteraciones
brogquimicas y morfolégicas que no permiten su fecundacion y su desarrollo embrionario
normal Con el propésito de entender los diferentes mecanismos gue ocurren durante la
superovulacion, nosotros estudiamos el efecto de dos dosis superovulatorias de PMSG y
diferentes tiempos de exposicion hormonal sobre la respuesta ovulatona y la presencia y
el progreso de la apoptdsis en las células de la granulosa de los foliculos de la rata,
Metodolegia: Se utilizaron ratas hembras prepliberes (27 d), Sprague dowley a las
cuales se les administré via subcutanea 4, 20 y 40 Ul de PMSG en 0 2 mi de solucion
salina Los animales se sacrificaron a las 48, 60 y 72h posterores a la aplicacion de la
hormona y se cuantificaron los siguientes parametros: % ovulacion, el nimero de ovocitos
recuperados del ampula del oviducto asi como el % de ovocitos con alteraciones
morfolégicas aparentes (fragmentacion y contraccion del citoplasma asi como [a ausencia
del camuios oophorus) La recuperacion de los foliculos >400 um se realizé a las 52, 58 y
70h posteriores al tratamiento, fas células de la granulosa se recuperaron por puncion del

folicuio y lavados repetidos de los sacos con PBS pH 7 4 Para el analisis citométrico las



célutas se filtraron a través de una malla de 35 pm, se tifieron con feduro de propidio y se
analizaron en un caitemetro de flujo Beckton Facsort. El andiisis de los datos se realizé con
el programa denominado Lysis If considerando los pardmetros de dispersion lateral de la
luz (FSC} vy dispession antero posterior de la luz (SSC) y de la fluorescencia producida por
el 1oduro de propidio entre 585 y 605 nm Resultados: La dosis fisioldgica (4 Ul) de
PMSG estimuié la ovulacién sclamente en el 78% de los animales a las 72 h posteriores
al tratamiento, con un nimero adecuado de ovecitos normales (11 + 4). Con Jas dosis
hiperovulatorias se fogra et 100% de ovulacién desde las 60 h con un nimero de ovocitos
ovulados significativamente mayor 37 + 14 para 20Uy 45+ 5 para 40Ul alas 72 h Las
alleraciones morfoldgicas con ambas dosis superovulatonas al mismo tiempo de
recuperacion se presentan en un alto porcentaje (63 y 60%). Nuestros resuitades del
anahsis por citometria de flujo muestran que aun a dosis fisioldgicas {4Ul) existe un alto
porcentaje de células muertas tanto por necrosis (50.02 + 9.77) como por apoptdsis
(33 69 + 4 48). Cuando los animales se frataron con una dosis superovulatoria a las 52 h
el porcentaje de células necroticas fue de 33.1 + 3.86% y de 27.7 *+ 5.43% para ambas
dosis A las 70 h se observo un aumento importante que llegd af 52.58 + 4.5% y de 54.1 +
8 9% con 20 y 40 Ul de PMSG respeclivamente En cuanto al porcentaje de células
muertas por apoptdsis los valores fueron del 58.53 + 81y 568 + 712 alas 52 y 58 h
respectivamente. Mientras que a las 70 h se observo una disminucion (33.78 + 7 89% vy
2831 + 7.68%) con ambas dosis superovulatorias. Conclusién: Las dosis
superovulatorias de PMSG inducen probablemente el crecimento y la ovulacién de
feliculos que estaban destinados o que ya estaban en el proceso de atresia. Es posible
también que la PMSG puede estar activando el programa de muerte intrinseco en las

células de la granulosa.



INTRODUCCION:

Desarrollo folictiar

Desde e! punto de vista embricldgico la gonada se forma por ia interaccion de 2 tipos
celulares células somalicas de ornigen mesodérmico y células germinales pnmordiales,
que se oniginan en el ectodermo primitivo Las celutas germinales primordiales (CGP)
cuyo destino es formar los gametos, pueden distinguirse de las células somaticas gue las
rodean por su gran tamafo, su alta actividad de fosfatasa alcalina {Liang, et al, 1992} su
citoplasma maés claro, sus nlcleos grandes y redondos, ¥ su alte contenide de glucogeno.
Se pueden encontrar, en el ratén, al final det primer tercio de la gestactdn como un grupo
de 15 a 75 células en el saco viteling, posteriormente migran a través del endodermo det
intestino posterior, por el mesenterio, llegando hasta la cresta genital, hacia el dia 11-12
de la vida embrionana en el raton y alrededor del dia 35 de la vida embrionana en et
humano El desplazamiento de las células germinales parece estar dado por movimientos
celulares aclivos asociados con la emisidon de pseudopodos que propician movimientos
amiboideos o por un movimiento de tipo laminar realizado por las células del intestino
sobre las cuales se deslizan {Donovan et al, 1986). Algunos autores sugieren que las
células somaticas de la cresta genital poseen y/o emiten sefiales que atraen y retienen a
las células germinales, estas sefiales pueden estar mediadas por agentes quimiotacticos
esteroidales o por inleracciones celulares con la matriz extracelular de las células
germinales primordiales con fibronectina {Alvarez-Bylla et al, 1986), también se ha
propuesto que el factor de crecimiento transformante (TGF-B) producido por la gonada
primordiai participa en la atraccion quimiotactica para las CGP (Clark et el, 1975; Godin
et al, 1991). Durante su migracion las CGP presentan una gran actividad mitdtica, por lo
que su numero aumenta draméaticamente, de tal manera que para el dia en que alcanzan
la gonada indiferenciada se pueden observar hasta 25 000 CGP en el ratén. Esta gran
actividad de divisién celular culmina con la conversion de las CGP a pogonias, fas cuales
ya se encuentran en los cordones sexuales prosiguiendo con el proceso de division
acelerada La oogonia tiene caracteristicas morfolégicas propias y una elevada frecuencia

de divisiones mitoticas (Wassarman et al, 1994}



Después de que las CGP colonizan la regidn urogenital se micia un proceso de
praliferacion de las células somaticas mesenguimatosas y del epitelio celdmico.
Posteriormente hay una reorganizacion de los tejidos. a) el tejido estromal que contiene a
las células germinales primordiales rodeadas por células derivadas de la rete ovari,
precursoras de las células de ta granulosa, de origen mesonéfrico y b) el tejido estromal
que dara origen a tejido conectivo, vascular e intersticial esteroidogenico (células de la

teca Interna) (Ruiz 1988)

L.a conversion de oogonias a ovocitos primarios, se presenta cuando se nicia el proceso
de reduccién cromosomica o meiosis hasta llegar a un punto especifico de la meiosis
llamado diploteno, se ha propuesto que las células mesonéfricas producen una sustancia
inductora de la meiosis, la naturaleza de esta sustancia no se conoce pero es probable
que involucre un sistema de segundos mensajeros. Antes de completar la reduccidn det
material genélico reaparecen la membrana nuclear y el nucleolo, el proceso se deliene y
ta célula entra en una profase meidtica prolongada (dictioteno), entonces el ovocito es
rodeado por una capa escasa de células pregranulosas. La conversion de oogonia a
ovocilo primario depende del contacto céfula germinal - célula somatica (Greenwald et al,
1994)

Aunque el proceso de reduccidn cromosomico se ha detenido, el crecimiento de los
ovocilos continua, tanto a nivel citoplasmico como nuclear, dichos ovocitos adguieren un
gran lamano (10-30 pm en el ratén) un nlcleo vesiculoso, al cual se le denomina
“vesicula germinal” (Schwartz 1982) Durante la fase de maximo crecimiento e} ovocito
aumenta de 20 a 80 p; este periodo dura aproximadamente 2 semanas en el raton y se
caractenza por un aumento en la tasa de la actividad transcripcional y en la acumulacion
de macromoléculas, incluyendo proteinas como la tubulina {Paynten et al., 1988), la
actina {Bachvarova et al., 1989% Bachvarova et al., 1989 vy la lactato deshidrogenasa
(Roller et al, 1989). También aumenta el nimero de ribosomas, mitocondrias, granulos
corticales y €l nimero de saculos del aparato de Golgl (Hussein et al., 1975). Ademas
durante esta fase se sintetizan y secretan las glicoproteinas que van a formar la capa
extracelular o zona pelicida (Liang et al., 1990). Durante esta etapa, los ovocitos se
siguen manteniendo en arresto meidtico (dictioteno) Una vez que el ovocite ha

completado su crecimiento, se diferencia morfolggica y bioquimicamente adquiriendo la



capacidad para termuinar la meiosis {(Hirshfield 1991), proceso que se caracteriza por la
fragmentactén y desaparicién de la membrana nuclear v la dispersidn del contenido del
nucleo, fendmeno conocido como ‘Ruptura de la vesicula germinal” {(Schultz and
Wassarman 1977). El tempo que los ovocitos permanecen detenidos en dicticteno, asi
como la naturaleza del estimulo que los induce a reiniciar la meiosis, son especie-
especificos y dicho estimulo ocurre momentos antes de [a ovulacion {(Wassarman, 1978)
Durante el remicio de la mewsis, los cromosomas se condensan en cromosomas
bivalentes gue se aparean, se separan y completan la primera division meidtica,
concluyendo con fa emisidn del primer cuerpo polar. Cuando el ovocito es ovulado este se
encuentia en metafase | y completa la segunda meiosis en el momento de la

fecundacion (Paynton et al , 1990, Mcor et al 1981)

Foliculo Primordial. Inmediatamente después de que se forma el ovocito, es rodeado
por una capa de células epiteliales aplanadas, estableciéndose el foliculo primordial
Estos foliculos se localizan en la corteza ovarica en una zona localizada a poca distancia
de la superficie y se encuentran rodeados por células estromales semejantes a
fibroblastos las cuales se aposentan sobre una matriz rica en colagena. Una capa de
células de la pregranulosa a veces incompleta rodea, al ovocito, son células de forma
rectangular y planas, o cubeidales con un nlcleo grande, muy sINuoso con grandes
agregaciones de heterocromatina Su citoplasma es escaso y moderadamente denso, con
un gran numero de ribosomas Ocasionalmente contienen un aparato de Golgi bien
desarrollado. Pueden observarse algunas mitocondrias de tamafio generalmente pequefio
y de forma redonda aungue algunas ofras son de forma alargada, con pocas crestas
laminares y con un poco de material electrodenso. Las células pregranulosas contienen
microvellosidades sobre los bordes celulares que llenan completamente los espacios
intercelulares entre ellas y el ovocito. La capa simple de células de la pregranulosa
semejante a “una hilera de ladrlfos” descansa sobre una membrana o lamina basal
delgada y pobremente definida, compuesta de un materiai amorfo de una electrodensidad
media Las membranas de estas células se encueniran inimamente unidas a traves de
uniones fuertes en numercsos puntos Durante los estadios fempranos del desarrollo
folicular el contacto celular entre las célidas de la granulosa se caracteriza por la
adquisicion de uniones que incluyen desmosomas cortos, adherencias zonales y uniones

comunicantes, sin embargo, durante el crecimiento folicular hay cambios en la naturaleza



dei contacto célula-célula, las adherencias zonales y los desmosomas se van perdiendo y
las uniones comunicantes aumentan en ndimero y en tamano Las uniones comunicantes
son agregados de canales transmembranales, que poseen un polo hidrofilico, a través de
los cuales mas del 85% de los nutrientes del citoplasma de una celula pasan ala ofra y
de las células del cumulus hasta el ovocito, a excepcidon de los aminoacidos no palares
como la leucina y ta valina que deben ser captados directamente por el ovocito Estas
interrelaciones metabolicas constituyen el fenémeno conocido como  acoplamiento
metabolico o cooperacién fisiologica entre fas células comunicadas (Wiesen et al,, 1993;

Wassarman et al., 1994).

La presencia y funcionamiento de estas uniones se mantiene durante todo el proceso de
crecimiento folicular, disminuyendo lentamente hasta desaparecer al aproximarse la
ovulacién (Rosado et al., 1991; Wassarman el al, 1994). La comunicacion entre las
céluias de la granulosa y el ovocito via uniones comunicantes puede ser crucial durante la
seleccion folicular, asi como para la transduccién de sefiales y el pasc de segundos
mensajeros tales como ef AMPc y el Ca*® de una célufa a ofra o que permite que Ia
respuesta folicular a los estimulos hormonales sea coordinada vy sincrénica durante las

etapas de crecimiento, ovulacion y atresia folicular {Wiesen 1993, Heller et al., 1981)

Foliculo Preantral: Conforme las células de 'a granulosa progresan y sintelizan
receptores a la hormona luteinizante {LH) y a la hormona foliculo estimulante (FSH), se
desarrolia el estadio preantral (Maruo et al, 1993} Comunmente los folicufos preantrales
tienen una forma redonda u ovalada, varian en tamario dependiendo de la magnitud del
desarrollo de las capas de la granulosa (2-12 células de profundidad). En los foliculos
grandes aparecen espacios intercelulares pequefos e irregulares, probablemente
producides por ia secrecion y acumulacion de liquido folicular, que constituyen una
caracteristica distintiva de este estadio En este estadio los foliculos grandes presentan

una zona pelicida bien desarrollada (Greenwald 1994},

La estructura de las células de la granulosa en este momento del desarrollo folicular no
tiene mayor complicacion pero adquieren una apariencia multifocal. Son células grandes,
cuboidales o poligonales con un nlcleo grande gue ocupa gran parte del area celular £n

los foliculos pequefios, las células estan fuertemente empaquetadas, mientras que en los



foliculos grandes hay espacios intercelulares pequefios e irregulares Menos de
microvellosidades y con un material amorfo de electrodensidad media, presumiblemente
liquido folicular precipitade. Uniones fuertes se observan en diverses puntos entre las
membranas celulares. El ntcleo ya no es sinuoso, tiene un contorno lisc y la
heterocromatina esta finamente dispersa, ocasionalmente se observa una estructura
nucieada bien formada, el citoptasma es mas abundante y ta cantidad de nbosomas es
menor que e! de las células de [a pregranulosa de los folicuos pnimordiales. Las
mitocondrias son pleomarficas, estan llenas de material electrodenso y poseen crestas
laminares. También contienen tGbulos y vesiculas pequefias de reticulo endoplasmico
rugoso y algunas estan distendidas dentro de las cisternas, las cuales contienen matenal
amorfo de una electrodensidad moderada similar al liquido folicular, probablemente sean
vesiculas secretoras. En muchas células también se ha observado el aparato de Golgi
(Bomsel et al., 1979; JoAnnes 1880}

Las capas celulares que formaran las tecas comienzan a organizarse a partir de células
estromales, que rodean al foliculo, algunas de las cuales sufren cambios minimos en su
forma, mientras gue otras pueden adgquirir una forma epiteloide con un nucleo grande
vesicular y con un citoplasma abundante que ocasionalmente contiene pequehas

vacuolas de lipidos (Bomsel et al , 1979)

Hasta este momento el crecimento folicular es independiente de gonadotropinas
ocurriendo en respuesta a estimulos desconocidos y puede observarse a través de toda

la vida reproductiva de la hembra {Greenwald et al, 1994).

Foliculo Antral: Solo pocos foliculos antrales, en comparacion con los primordiales vy
preantrales, estan presentes en el ovario en cualguier fase del ciclo estral El efecto
sinérgico de la FSH y el estradiol, sobre la mitosis contribuye a la produccion de liquido
folicular (Dorrington et al, 1993), el cual se acumula en el espacio intercelular de la
granulosa formando una cavidad: el antro folicular, produciéndose de esta manera el

estadio antral.

Et liquido folicular provee un medio con el cual el ovocito y las células de la granulosa que

fo rodean pueden ser alimentadas en un ambiente endocrino Unico para cada folicuio



{JoAnnes 1680). Los foliculos maduros, Intacios tienen una capa de la granulosa
cohesiva de grandes células poligonales, con nicleos grandes pélides y un nucleolo
prominente La ultraestructura de las células de la granulosa de estos foliculos es
esenciaimente igual a la que se describe para las células de los foliculos preantrales, sin
embargo, la prolferacién del reticulo endoplasmico fiso es mayor, con numerosas
vesiculas pequefias (Bomsel et al, 1979). En este momento una parte de las células de la
aranuiosa se han separado del resto para rodear al avocito y formar el cumulus oophorus
{Hirshfield 1991) Estas células muestran un indice mitotico mayor (3 veces) comparado
con el de las células que se encuentran rodeando al antro y aun mayor en comparacion

con el de las células periféricas (Wassarman et al., 1994},

Diversas investigactones han demostrado que las células de la granulosa no constituyen
un tejido homogéneo desde el punto de vista morfologico y aun mas importante, desde el
punto de vista bioguimico, sino que por el contrario muestran una especializacion regional
que tas hace especialmente interesantes (Amsterdam et al, 1992) Las célufas de la
granulosa de foliculos ntactos poseen una notable heterogeneidad bioguimica y
morfologica entre las diferentes capas celulares con respecto & su proximidad con el
ovocito y con la capa basamental {que separa a las células de la teca de las célufas de la
granulosa) Esta heterogeneidad incluye el contenido de receptores a LH v la
conceniracion de enzimas esteroidogénicas gue es mayor en la capa de la granulosa

adyacenie a la capa basamental {Amsterdam et al., 1992, Heller et al., 1981)

Foliculo Preovutatorio o de De Graff: La foermacion del foliculo preovulatorio incluye un
aumento en el nimero de células de la granufosa, la adquisicion de inclusiones fipidicas,
vacuolizacion y vasculanizacion de las células de la teca interna tomando et foliculo una
aparencia hiperémica (Bomsel et al., 1979). Cuando se presenta Ja oleada de LH que
induce la ovulacién, ocurren cambios en la achividad prolferativa y esteroidogénica de fas
células del foliculo preovulatorio (Greenwald 1994, Hirshfield1991) Entre el pico de
estradiol y la oleada preovulatona de LH, estos foliculos experimentan importantes
transformaciones morfolégicas de forma progresiva, tales como desorganizacién, pérdida
de la capa basamental, ia adquisicion de una forma redonda, aumento del diametro de las
células de la granulosa asi como del nlcleo de las mismas, las células de la granulosa

desarrollan la expresion de receptores a gonadotropinas, y la reprogramacién para el



aumento en la sintesis de esteroides, principalmente progesterona y en la sintesis de
prostaglandinas, esenciales para la ruptura folicular Aunque morfolégicamente estas
células no exhiben la hipertrofia tipica de las células IOteas, si muestran cierta simifitud.
Estudios sobre fas funciones membranales, sintesis de proteinas, fosforilacion vy
apanencia ultra-estructural indican que los ovocitos en fa primera fase del desarrollo son
simitares a los ovocitos de foliculos antrales no estimulados, poco después de la oleada
de LH, ocurren cambios principalmente en la vesicula germinal y en el compartimento

somatico del feliculo (Moor et al., 1985)

El reiniclo de la melosis en el ovocito y Ja luteinizacion de las células de la granulosa, son
cambios que ocurren entre el pico de LH y la ovulacién {Greenwald 1994). Uno de los
eventos de mayor importancia en esta etapa es la terminacion de la comunicacién entre el
ovoate y las células del cumulus debida a la retraccidn masiva de las uniones
comunicantes, que funciona principalmente como un disparador del reinicio de la melosis
y de la ruptura fohcular (Espey and Lipner 1994). Ademas permite la disociacién fisica del
complejo cumulus-ovocito de la capa de la granulosa restante en preparacién para la
ovulacién Las uniones comunicantes permiten el paso del AMPc proveniente de las
celutas foliculares al ovecito, inhibiendo su maduracion, por lo que se ha propuesto que la
melosis se remnicia al interrumpirse la transferencia directa de AMPc al ovocito, por el
efecto que tienen las gonadotropinas sobre las uniones comunicantes (Wiesen et al.,
1993). Sin embargo otras investigacicnes describen que la reduccion del acoplamiento
metabdlico intercelular producido por la LH, no parece ser el disparador para el refnicio de
la meiosis, ya que se ha ebservado que el inicio de la maduracion del ovocito precede a la
terminacion de la comunicacién intercelular que es inducida por la LH (Moor 1981; Eppig,
1983). L.a elevacion de la produccion de AMPc en las células del cumulus no provoca un
aumento notable de la concentracién de AMPc en el ovocito Esto parece indicar que el
AMPc de las células del cumulus no es transferido directamente al ovocito. Sin embargo
existe upa correlacion entre la elevacion de los niveles de AMPc en las células de la
granulosa y el retraso en la maduracion del ovocito. Para explicar la inhibicién de la
meijosis en el raton, se ha propueste que el incremento en los niveles de AMPc en las
células del cumulus activa en éstas las sintesis de un inhibidor putativo, Hamado inhibidor

de la maduracidén (OMI), el cual es subsecueniemente {ransmitido al ovocito a través de



las uniones comunicantes inhibiendo la maduracién del ovocito y el rompmiento de la

vesicula germinal (Eppig, 1983; Freter et al., 1984, Rosales et al. 1989).

Posteriormente el restablecimiento de la comunicacion a través de los diferentes tipos de
uniones entre las células del cuerpo lateo ocurre en los estados tempranos de la
luteinizacion (Wassarman et al, 1994), la presencia de las uniones comunicantes en las
células luteas durante el ciclo reproductivo se ha observado particularmente en la rata.
Apareniemente las hormonas gonadotrépicas amplifican, modulan ylo inducen la
formacion de las uniones comunicantes, por lo tanto, la aparicion de estas uniones podria

ser dependiente de los niveles intracelulares de AMPc {(Niswender and Neft 1994).

En un estudio en ef que se analizaron por citometria de flujo, células de la granulosa
obtenidas de foliculos humanos o de ratas tratadas con dietilbestrol o con PMSG se
observaron poblaciones de diferentes tamafios, hecho que posteriormente se comprobd
con microscopia electrénica y de luz, estas células también mostraron diferencias en la
actividad esteroidogénica cuando se cultivaron con FSH y androstenediona y en la
concentracion de granulos lipidicos (Wassarman 1994). Las caracteristicas
uitraestructurales de las células de la granulosa de los foliculos grandes preovulatorios
muestran algunas estructuras asociadas con la esteroidogénesis (Bjersing 1978). Las
celulas periféricas de la granulosa contienen mitocondnas mas veoluminosas, reticulo
endoplasmico liso aumentado y mayor concentracion de granulos de lipidos (Espey
1978). Las células de la granulosa mas cercanas a la capa basamentat tienen una forma
alargada y son columnares. El resto de las capas muestran una estructura densa de
células pobédnicas Las células del cumulus tienen mayor cantidad de reticulo

endoplasmico rugeso (indicativo de sintesis de proteinas) {Husssein et al, 1975).

También se ha demostrado por pruebas citogquimicas que en la rata, existen diferencias
entre las cétulas de la granulosa de la perifera (murales), las células de la granulosa
penantrales {las células que dan forma al antro folicular) y las céluias de la granulosa que
forman el cumulus cophorus. En la rata se enconird que estas diferencias estan
relacionadas en las diferentes etapas del ciclo estral: durante el proestro, las células de la
granulosa perifericas (2/3 parles) son células pseudoestratificadas hasta las células que

se encuentran cerca de la membrana basamental, {caracteristica de los foliculos



destinados a ovular), por el contrario, el resto de la capa de la granulosa consiste de
céluias estratificadas y redondas, de nlcleos igualmente redondos Cuando el foliculo en
crecimiento alcanza las 400 p de didmetro pueden observarse las primeras células
pseudoestratificadas. La permeabilidad lisosomal, es mayor en las células de fa granulosa
perifericas, seguida por las periantrales y finalmente por las células del cumulus

(Amsterdam et al, 1992)

Entre las caracteristicas fisiologicas distintivas de las células de la granulosa se ha
observado una pequefia diferencia durante el estro y el diestro temprano en cuanto a la
actividad de algunas enzimas, como la 3-(-Hidroxi-esteroido-deshidrogenasa {3-(-HDS),
entre las células penféricas, penantrales y del cumulus, en el diestro tardio y en &
momento en que se presenta el proestro la actividad de la 3-(-HDS) es hasta 3 veces
mayor en las celulas de la granulosa periféricas, ésta es fa region de mayor actividad
esteroidogénica del foliculo. Otra enzima para la cual también se ha demostrado una
diferencia regional, es la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa que esta ascciada con la

biosiniesis de esteroides (Wassarman 1994).



Desarrollo folicular durante el ciclo estral’

La vida reproductiva de la gran mayoria de los animales domésticos esta reqida por la
presentacion del ciclo estral en el que la ovulacion y el estro {conducta sexual y
aceptacién del macho) son procesos sincronizados que se presentan a intervalos
regulares. El acontecimiento central del estro es la avulacidn, que en la mayoria de las
hembras ocurre espontaneamente (ratas, hamsters, bovines, ovinos, caprinos, cerdos,
primates), a excepcion de la gata y la conegja que ovulan tras el estimulo que supone la
copula (ovulacion inducida), al estimularse una via neural capaz de activar la liberacion de

LR {Freeman 1994, Ramirez 1994).

L.a presentacion del ciclo estral esta bajo regulacidn neurcendocrina del eje hipotalamo-
hipofisis-ovario y depende de la secrecidn en el momento adecuado de FSH y LH por la
hipofisis anterior en respuesta a los pulsos de la hormona liberadora de gonadotropinas
(GnRH) gque a su vez esta regulado por los niveles de estradiof y de progesterona. La
secrecion pulsatl de GnRH es de suma importancia para establecer ei ciclo estral, para la
liberacién de las gonadotropinas con la frecuencia y el pulso apropiado, en cambio la
secrecion en forma constante de GnRH evita la liberacion de FSH y de LH en forma
ciclica (Sorrentino et al., 1972). La participacion e interaccidn de factores liberadores
hipotalamicos de gonadotropinas (GnRH), las propias gonadotropinas hipofisiarias (LH y
FSH), con las hormonas esteroides y otros péptidos sintetizados por el foliculo ovarico

rigen cada una de las fases del ciclo estral y el reclutamiento folicular (Ramirez 1994).

La duracidon del ciclo estral varia de una especie a otra. De acuerdo a los eventos
endocnnolagicos y de comportamiento folicular en los roedores y otras especies mayores
(rata, hamster, bovinos, ovinos, caprinos), se ha dividido en 4 fases que son estro,
metaestro, diestro y proestro, eventos que han sido amplamente descritos por varos
autores sin embargo, los mecanismos fisiolégicos que controlan el reclutamiento, la
seleccion, la dominancia y la atresia folicular aun no estan completamente comprendidos

{Freeman, 1994)

La importancia del ciclo estral radica en que es en este evento donde se producen las

fases finales del desarrolto folicular, que se caracteriza por un aumnento en la proliferacion



celular y en el numero de receptores hormonales (gonadotropinas y esteroides) de tal
manera que estos foliculos estan capacitados para responder a los niveles hormonales en
cada una de las fases y pueden ser reclutados dentro del grupo de foliculos en fase de
crecimiento  Posteriormente mediante un proceso de seleccion uno, o algunes, de estos
foliculos adquiere(n) un papel de predominancia sobre el resto que se caracteriza por
tener Una lasa de crecimiento mas rapida y posiblemente por gjercer un efecto supresor
sobre los foliculos restantes. Este foliculo cantintia su desarrollo a lo largo del ciclo sin
que esto signifique que su destino final sea la ovuiacidn, ya que en algtn momento puede
lomar el camino de la atresia, este proceso puede repetirse mas de una vez durante el
cicle, hecho que se conoce como “cleadas” de crecimiento (Koering 1991), el nimero de
oleadas que se presentan puede determinarse en el caso del bovino, en base a los
cambios ciclicos de fa concentracion de estradiol en la vena ovarica, tomando como base
estos cambios se ha propuesto que en esta especie, ocurren de 2 a 3 oleadas de

crecimiento folicular (Irelan y Roche 1983).

La seleccion del o de los foliculos dommantes es un procese natural, que previene el
crecimiento y desarrolio de muitiples foliculos en especies como el bovino y el humano; el
ovario de estas especies se caracteriza tipicamente por la presencia de un foliculo
dominante por ciclo, que resulta en una sola ovulacion. Sin embargo, los estudios sobre
tos eventos de la seleccion del (los} folicule(s) dominante(s) no han logrado todavia
explicar satisfactoriamente el proceso de seleccidn folicular, como tampoco se entiende
todavia cabalmente el mecanismo por el cual se propicia el crecimiento selectivo del
grupo de foliculos a partir de los cuales se selecciona el folicuto dominante, este grupe de
foliculos antrales se origina de los foliculos primordiales, gque son reclutados

constantemente (Koering 1991).

En cada oleada de crecimiento, independientemente de! nlmero, existe un foliculo que
ejerce clerta dominancia sobre los foliculos que lo rodean, si este foliculo se vuelve
atrésico, entonces de la segunda oleada surge otro foliculo dominante, los factores que
determinan qué foliculo tomara la delantera, qué hara que continde su crecimiento hasta
la ovulacidon o bien que inicie el proceso de atresia, son ain motivo de estudio. Por esta
razén, algunos autores han propuesto, la posibilidad de que la actividad folicular pudiera

ser un procesc continuo de crecimiento y degeneracion del foliculo dominante Una vez



que ocurre la regresién del cuerpo liteo, del foliculo dominante anterior, €l siguiente
foliculo dominante presente, bajo la influencia de Ja oleada de LH ovulatoria, inicia el

crecimiento precvutaterio (Adams 1993).

También se ha descrito que una descarga de FSH precede necesanamente el
surgimento de cada oleada de crecimiento folicular. Por oiro lado, aunque el mecamsmao
responsable de la supresion del crecimiento de nueves foliculos durante el lapso de
trempo enire el surgimiente de una oleada y otra se desconoce aun, se ha prepuesto que
la falla continua en el desarrollo folicular es el reflejo de niveles excesivamente bajos de
FSH, fos cuales ademas se han asociado desde un punio de vista temporal con el

mecanismo de seleccidn del foliculo dominante (Adams 1993).

En el humano, se ha observado que el aumento en los niveles de FSH, durante la fase
l0lea tardia, (aproximadamente 1 dia antes de la menstruacién), induce el reclutamiento
de foliculos. Posteriormente entre el dia 5 y 7 del ciclo el proceso de seleccion que lleva a
la presencia de un foliculo dominante culmina y el foliculo elegido continua madurando
hasta el momento en que se presenta la ovulacién (Lobo 1994). Durante la fase antral,
aumenta tambien la produccion de estradiol, favoreciendo la proliferacion celular de la
granulosa y el aumento en el numero de receptores a FSH Por otro lado el estradiol
promueve que la concentracion de FSH caiga a mveles minimos por un mecanismo de
refroalimentacién negativa muy sensible y detiene el desarrollo de otros foliculos. Existen
evidencias, por lo menos en la cerda, de la produccidn de proteinas reguladoras del
crecimmento folicular (FRP), producidas por el folicuio dominante que contrarrestan los
bajos niveles de estrégenos sintetizados por los foliculos antrales subordinados que estan
en desarrollo. Estas proteinas son secretadas por las células de la granulosa y
especialmente por los foliculos medianos (3-6 mm} Se ha observado que las FRP actian
como un factor atretogénico local que se smtetiza por las células de la granulosa pero no

por las células de la teca (Wassarman 1954).

El foliculo domnante tiene una sensibilidad muy alta a FSH gracias al sistema
amplificador FSH-E2 esta sensiblidad permite que el foliculo dominante continte su
desarrollo hasta alcanzar el estado precvulatorio. Este proceso de desarrollo contintia a

pesar de que el estradiol induce fa disiminucion de los niveles de FSH circulante durante ia



segunda mitad de la fase folicular El crecimiento del foliculo dominante implica un
aumento en la vascularizacién de ka teca, lo que facilita que, a pesar de los niveles
menguantes de FSH, el foliculo dominante tenga un mayor acceso a la estimulacion

producida por esta hormona, que los ofros foliculos antrales {Adams 1993)

Por otro lado, existen reportes que demuestran que ta LH aumenta el desarrollo folicular
en la rata (Goodman and Daniel 1985, Greenwald 1977} En expenmentos en los cuales
se aplica un antagonista del factor liberador de LM (LHRH) durante el diestro temprano,
se observa que 8 h después de este tratamiento se medifica la amplitud mas no la
frecuencia de fa oleada de LH, evento que se ha relacionado con el aumento en el
porcentaje de foliculos antrales con atresia inicial (Devorshak-Harvey et al, 1989).
Durante el estadio antral temprano del desarrollo folicular el nimero de receptores a LH
se incrementa notablemente propictando que la sensibildad del foliculo a 1LH aumente
dramaticamente. Es sorprendente el nimero tan grande de foliculos preantrales que se
mueven de un estadio de desarrollo a otro, asi como es sorprendente gue la gran
maycria se vuelvan atrésicos, lo que sugiere que una alteracién en la relacién FSH.LH

puede ser fa causante de este proceso (Wassarman, 1994).

El papel del foliculo dominante como inhibidor del crecimiento de otros foliculos se
ohserva en experimentos en los cuales todos lo foliculos presentes en el ovario son
destruidos por radiaciones a excepcion del foliculo deminante, 4 dias después se
reemplazan estos foliculos por otros pequefos lo que indica que el folicule dominante no
inhibe el crecimiento de los foliculos en estadios tempranos del desarrollo. También se ha
dicho que el foliculo dominante de la oleada de crecimento nunca alcanza la madurez
presumiblemente por |as altas concentraciones de progesterona secretadas por el cuerpo
loteo, sin embargo cuando se induce ia lisis del cuerpo liteo con PGF2a, el foliculo
dominante continua su desarrolio y en el 80% de los animales gue ovularon durante las
48 a 72 h posteriores a la aplicacion de la PGF2a el foliculo dominante ovuld (Adams

1993, Grant 1989).



Atresia

Aungue el ovario de los mamiferos contiene al nacimiento cientos de miles de ovocitos, el
namero de descendienies aue puede tener una hembra es relativamente pequefio Esto
se debe a que solo uno, o unos pocos, de los foliculos que forman parte del grupo
ovulatono en cada ciclo, experimentan crecimiento, maduracidn y son ovulados. Pero en
la mayosia de las especies un porcentaje muy aito de los foliculos presentes en fos
ovarios en el momento del nacimiento o bien durante toda su vida reproductiva presentan
cambios degenerativos o atresia, a medida que el animal envejece. Asi, por ejemplo, en
el humano mas del 99% y en el raton cerca del 77% de los foliculos nunca son ovulados.
Los cambios degenerativos del foliculo pueden ocurnii en cualquiera de las etapas del
desarrollo folicular, por lo que este evento se considera una parte integral de la funcidn
ovarica normal (Greenwald et al., 1994). En el mamifero, estos cambios degenerativos
ocurren Incluso en la vida embrionaria, gue acontece con una disminucion en el ndmero
de células germinales, entre las caracteristicas de la atresia se incluye la degeneracion y
desprendimiento de la capa de la granulosa, la presencia de nicleos picnéticos en estas
células y un aumento en la produccion de progesterona con una concomitante
disminucion en la produccrén de estrégenos {(Hughes y Gorospe 1991). En la mayoria de
los foliculos antrales las células de la granulosa muestran evidencias de degeneracion
que pueden vanar desde cambios moderados dificiimente detectables por el microscopio
de luz hasta células de la granulosa totalmente degeneradas, las cuales pueden estar

flotando en el liquido folicuar {Hussein 1975)

Como ya se ha mencionado, la atresia puede presentarse en cualguiera de las etapas del
crecimiento y |a diferencracion folicular, este proceso degenerativo reduce de manera muy
eficiente el numero de foliculos ovaricos la atresia cursa a través de una serie de
esladios mas o menos bien diferenciados, las modificaciongs en la morfologia folicular
dependen del grado de atresia en que se encuentre, Desde el punto de vista histologico
se ha propuesto una clasificacion en 5 grados que contempla, a los foliculos no atrésicos
(Al} hasta los faliculos completamente colapsados en los que el ovocito ha desaparecido
(Byskow 1974; Carson et al, 1979). Existe otra clasificacién, que toma como base

unicamente los cambios morfologicos gruescs, propuesta por diferentes autores en



diferentes especies, en la oveja (Hay et al., 1976, Moor et al, 1978), en la vaca

(Henderson et al, 1984) y en la cabra {(Rosales et al., 1990}

El mecanismo por e} cual se precipita la iniciacion del fendomeno de atresia es todavia

motivo de estudio, sin embargo se han propuesto diversas teorias

a) - Deficiencias circulatonias y nutricionales

Una de fas propuestas consiste en que la atresia se debe a la disminucion en el aporte de
nutrientes y substratos debida a una disminucion en el aporte sanguineo Sin embargo,
los estudios realizados muestran que esta disminucion del aporte sanguineo se presenta
sofamente en fos estadios mas avanzados de 1a atresia y no ha sido posible demastrarlo

en los momentos iniciales de este proceso (Greenwald 1984).

b}.- Sisterna inmunoldgico

La presencia de células del sistema inmune {linfocitos citotdxicos), permite proponer la
posibilidad de que algunos fenémenos inmunoldgicos participen en este proceso. Se ha
sugerido que la destruccidén de la granulosa, causa la liberacién de factores
inmunologicos e inflamatorios, tales como ef complemento, con lo cual ocurre una mayor
destruccidn celular, también se han encontrado linfocitos T citotdxicos en etapas
intermedias de la atresia folicular, lo que aumenta la posbildad de que la atresia

nvolucre la participacion de algunos fendmenos inmunolégicos (Rosado et al | 1991)

c) - Sistema Renina-Angictensina

La dentificacion de algunas moléculas pertenecientes al sistema renina-angiotensina
tales como el angiolensindgeno, la prorrenina, la renina y las angiotensinas 1 y il en el
fiquido folicular humano permite suponer que estas moléculas participan en la regulacion
de la atresia. Las observaciones demuestran que ia angiotensina Ii estimula la mitasis en
las célutas de la granulosa y la produccion de liquido folicular, gracias a su papel
modulador en el balance hidrolitico, ademas estimula la produccién de androgenos y la
angiogénesis en las células de la teca, por lo que un aporte inadecuado de este
metabolito podria ser un factor determinante en el inicio de la atresia (Ropsado et al,

1991)



d) - Incapacidad de crecimiento y de remodelacién tisular.

Enzimas lisosomales. Los lisosomas participan en algunos aspecios de la fisiologia
ovarica, incluyendo el crecimiento y el desarrollo del propio ovano, el crecimiento, el
desarrollo y atresia folicular (Wise, 1987), la ovulacion vy la regresién del cuerpo amarillo
(Morales et al., 1883). Se ha demostrado que tanto Ja LH como fa hCG promueven la
labihizacion de los hsosomas ovaricos, lo cual induce la liberacién de las enzimas
isosomales por arriba de los niveles basales. También se ha descrito que estas
hormonas son capaces de inducir un aumento tardio tanto del nimero de lisosomas como
de la actividad total de las enzimas hidrolasas celulares (Elfont et al., 1977). Los
lisosomas pueden participar en el metabolismo de tas hormenas esteroides (Elfont et al,
1977) y en el de las gonadotropinas (Guilligan et al., 1986), mecanismos que involucran la
degradacion del complejo harmona-receptor y, por lo tanto, ayudan a reguiar la accion de
estas hormonas (Szego 1976). En un estudio realizado por Ballesteros (1992), en
foliculos ovancos de cabra, con el objeto de conocer fos mecanismos bieguimicos que
regulan el crecimiento folicular miden la actividad de 3 enzimas lisosomales (fosfatasa
acida, B-glucoronidasa y aril-suifatasa) en los compartimientos incluyendo el liquido de
foliculos no atrésicos Encuentran que la actividad especifica de las 3 enzimas
Isosomales, en el liquido de los foliculos no atrésicos, disminuye con el tamaio folicular.
Cuando realizaron el estudio en foliculos atrésicos > 6mm la actividad de la (-
glucosaminidasa aumenta notablemente, mientras que la actividad de fosfatasa acida y fa
anl sulfatasa disminuye. Por lo que proponen gue la actividad de estas enzimas y su
distribucion  tisular desempefian un papel fundamental en el proceso de atresia

{Ballesteros et al., 1992).

Enzimas Proteoliticas La participacién de algunas enzimas proteoliticas en la actividad
folicular se propuso en base a experimentos en los que se observa que la adicion de
éstas a tejfido ovarico in vitro aumenta la actividad de adenilato ciclasa, efecto semejante
al causado por las gonadotrapinas, lo gue permite suponer que la actividad de algunas
enzimas, principalmente serino-proteasas, podria desempefiar un papel importante en la
sintesis de AMPc¢ en respuesta al estimulo dado por las gonadotropinas Los estudios
realizados por Rosales et al, (1990) demostraron [a presencia de un inhibidor de la
actividad serino-proteasa, cuya concentracion en el liguido folicular esta inversamente

relacionada con el tamanfio folicular y directamente con el grado de atresia, también
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demuestran la actividad tripsinoide presente en el liguido folicular, en las células de la
granulosa y en las células de la teca, siendo mayor en los foliculog no atrésicog mayores
de 6mm Basados en estos resultados, Rosales et al (1980), proponen que la aclividad
antiproteolitica es uno de los cambios bioguimicos iniciales durante el proceso de atresia
y por lo tanto causante de la degeneracion, inhibicion del contacto intracelular,
desprendimiento celular y ia liberacion del ovecito, que representa el pasco final de la

atresia.

Enzimas hidroliticas. Las metaloproteinasas son un grupo importante de enzimas
hidroliticas que participan en la degradacion de la matriz intersticial durante los procesos
de remodelacion tisular por lo que pueden ser necesarias durante el crecimiento y la
maduracion folicular. En un trabajo realizado por Garcia et al., (1997) en el que estudian
la actividad de la colagenasa, gelatinasa y pz-peptidasa durante el crecimiento,
maduracion y atresia de foliculos antrales de cabra y se encontré que la actividad de pz-
peptidasa disminuye en las céluias de la teca de los foliculos atrésicos de 36 mm y en las
celulas de la granulosa de foliculos atrésicos >6 mm. La actividad intersticial de
colagenasa fue simifar en las células de la teca y en las células de la granulosa pero
disminuye en el liquido folicular de los foliculos no atrésicos. En los foliculos atrésicos, la
actividad de colagenasa disminuye en las células de la teca y en la granulosa pero
aumenta en el liquido folicular. La actividad de gelatinasa presenté grandes variaciones
de acuerdo al grado de atresia, sin embargo observan que en los foliculos de 3-6 mm y
en los 6 mm la actividad aumentd Por to que concluyen que la actividad necesaria para
la remodelacidn de tefido consiste de un complejo multienzimatico de enzimas foliculares.
Este sistema puede estar regulado desde los inicios de la maduracion hasta el momento
de la ruptura folicufar para la ovulacion. Algunas modificaciones de este sistema pueden
partcipar en la regulacion del proceso por el cual la maduracién normal y la atresia

finalmente conduzcan af ndmero apropiade de foliculos ovulatorios en cada especie

e).- Factores de Crecimiento.

En los daltimos afos la participacién de los factores de crecimiento en el desarrolio folicular
ha tomado gran importancia, ya que se ha demostrado que el foliculo no solo es sitio de
accion de estos factores sino que sintetiza y produce muchos de ellos como: los factores

de crecimiento insulincides | y Il (JGF-1 y 1), el factor de crecimiento epidermal {(EGF}, los
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factores de crecimente transformantes (TGF-a y TGF-f) y otros factores (Greenwald
1804). Los estudios realizados in wvitro en cuitivos celulares, demuestran que estos
factores ejercen una gran variedad de efecios diferentes a la induccidn del crecimiento
(gqurmiotaxis, diferenciacion y sobrevivencia celular eic.,) muchos de los cuales parecen
ser contradictorios Estos factores de crecimiento parecen ademas participar en ia
regulacién yfo potencializacion de la accién de las gonadotropinas y hormonas esteroides,
particularmente durante la dingmica folicular {maduracién, ovulacion y atresia folictlar)
Existen evidencias de la participacion de estos factores, especialmente del EGF, TGFa y
del FGFb, en ta inhibicidn de la muerie celular programada de las células foliculares,
considerando que fa apoptosis (ver mas abajo} s el mecanismo molecular que sustenta
la atresia folicular es factible pensar que dichos factores son inhibidores o por o menos

reguladores de la atresia {Oekel 1985; Fujinata et al., 1994).

investigaciones en las cuales las células de la granulosa son cultivadas con EGF, TGFw o
FGFb demuestran que estos factores inhiben el inicio espontanec del rompimiento
apoptdlico del DNA; mientras que el tralamiento con IGF-, insulina, TGFa. o con e} factor
de necrosis tumoral (TNF), no tuvo efecto alguno. lgualmente la activacién de |a proteina
cinasa A o C con fosfocolina o con mirislato, 13 acetato de forbol fue incapaz de prevenir
el iniclo de la fragmentacion de! DNA, sin embargo la presencia de un inhibidor de la
tirosina cinasa (genisteina) bicqued completamente la capacidad de los factores EGF,
TGFo o el FGFb, para suprimir la apoptdsis en las células de la granulosa. Es posible
proponer que la accidn paracrina del EGF/TGFa provenientes de la teca o |a aclivacién
autécrina del FGFb sintetizado por las ¢élulas de |a granulosa previenen la apoptosis de
estas células, a través de un mecanismo que incrementa la actividad de tirosina-cinasa
{Tilly el al, 1992°%) También se ha propuesto la participacion del IGF-] en Ja seleccién de
aquellos foliculos que ovularan, bien directamente o actuande sobre los foliculos que
desarrollaran el fendmeno de atresia Este faclor de crecimiento insulincide
probablemente aclla como regulador en la captacidn de celesterol y por fo tanto en la
sintesis de las enzimas esteroidogénicas {Erickson et al.,, 1989). También se ha mostrado
que este factor de crecimiento estimula la biosiniesis de glicosaminglicanos (GAGS),
principaimente de heparan sulfato y sobre la sintesis de dermatan sulfato inducide por fa

FSH al actuar como un “factor de sulfatacion” a nivel de células de la granulosa (Adashi et
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al 1989) La participacion de los GAGS en la fisiologia ovarica, esta comprobada por su
capacidad reguladora de la actividad de FSH y LH. Dado que los GAGS Inhiben la fijacion
y utilizacion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL), podrian actuar previniendo la
captacién de colesterol por las células foliculares, Iimitando asi el aporte del sustrato
dispomble para la biosintesis de esteroides. También se ha sugerido su participacion en
ia formacion del antro y en Ia atresia folicular, estos hallazgos sustentan la posibilidad de
que el IGF-I de las células de la granulosa participe en e! crecimiento como en la

degeneracidn de los foliculos en desarrollo {Adashi et al.,1989).

f) - Cambios en los patrones de produccién de hormonas

Durante el proceso de degeneracidn de las céiulas de fa teca y de la granulosa se
producen alteraciones en la esteroidogénesis Por ejemplo se ha visto que las células de
la granulosa de foliculos humanos atrésicos pierden su capacidad para producir estradiol,
estrona y progesterona, o cual se ha relacionado con la ausencia de receptores para
FSH (McNatty 1979) En un experimento en el cual las células de la teca de foliculos
humanos sanos y atrésicos se ncubaren durante 15 h con 5 y 10 ng de LH/mi se observé
un aumento significativo en la produccién de progesterona, testosterona y DHT en los
foliculos atrésicos en cantidades similares, mientras que los niveles de estrona y estradiol
permanecieron bajos (McNatty 1979). Resultados similares con foliculos porcinos
demuestran que los foliculos atrésicos producen menos estradiol y considerablemente
mas androstenediona, testosterona y DHT que los foliculos sanos, hecho que se reflgja
en las bajas concentraciones de estradiol en el liquido de los foliculos atrésicos. La
produccidn de estradiol por las células de fa granulosa en presencia ¢ ausencia de
cantidades equimolares de testosterona o androstenediona es mayor en foliculos sanos
que en los atrésicos, siendo la produccidn de testosterona y androstenediona idéntica en
la teca normal y en la atrésica. Estos resultados permiten concluir que la disminucién en
la actividad de las enzimas aromatasas de las células de la granulosa es una de las
primeras funciones que se afectan durante la atresia (Maxson 1985), estas

investigaciones coinciden con Yas descritas para el humano (McNatty 1979)

Otro trabajo en e que se evalud la presencia de receptores a gonadotropinas en fos
foliculos atrésicos de ovino demuestra que la unién de las gonadotropinas marcadas con

1'% en cultive no es diferente a la que se presenta en los foliculos sanos, smo hasta
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estadios muy avanzados de atresia, por lo que se propone que la disminucion en la union
de las gonadotropinas marcadas conforme la atresia progresa es mas una consecuencia
que una causa de degeneracion folicutar. En un estudio en el que se clasificaron los
foliculos en 3 grupes de acuerdo a fa presencia o ausencia de alteraciones atrésicas,
relacionadas con el nimero de células que contenian y a su capacidad estercidogénica,
fueron perfundidos in vitro con LH. Los foliculos clasificados como normales, aumentaron
su produccion de AMPg, testosterona y androstenedtiona, fos foliculos clasificados como
atrésicos tempranos también aumentaron Ja secrecion de AMPc y progesterona pero no
de androgenos, y finalmente los foliculos clasificados como atrésicos, no aumentaron la
produccion de AMPc ni de esteroides, concluyendo que la ausencia de receptores para
fas gonadotropinas no es la causa principal de las alteraciones que se presentan en la

esteroidogénesis duraitte la atresta folcutar {Carson 1979)

En otro trabajo se indujo atresia folcular, utiizando barbilGricos durante el proestro de
hamsters con ciclos estrales normales los foliculos recuperados e incubados en presencia
de LH producen mas progesterona y menor cantidad de androstenediona y estradiol que
los foliculos en proestro normal. Cuando los foliculos en cultivo son suplementados con
un precursor de androstenediona, los esirogenos se mantienen en niveles altos, lo que
indica que la secrecion de estradiol no puede atribuirse a la disminucién en el sistema de
aromatizacién sinc a una deficiencia en el suplemento de andrégenos (Greenwald 1994),
La cuanbficacion de las enzimas esteroidogénicas muestran que en el primer dia del
tratamiento con pentobarbital hay una reduccion significativa de la C17w-20-lasa v la
C17a-hidroxilasa y como consecuencia una disminucion en el aporte de androgenos
aromatizables para el dia 2, siendo este uno de los primeros marcadores de la atresia
{Utlenbroek 1984). Cuando se induce atresia a los foliculos de roedores se observa una
disminucién en el perfil de esteroides como efecto primario, debido a un decremento en la
secrecion de androgenos por las células de la teca este evento precede a |a pérdida de la
actividad de aromatizacién en las células de [a granuiosa. La disminucién en la secrecion
de estrogenos en los foliculos antrales restringe, presumiblemente, la mitosis en las
células de 1a granulosa y por lo tanto, el crecimiento folicular (Greenwald 1994). En los
roedores el balance apropiado enfre la estimulacion de LH, la produccion de
androstenediona y la aromalizacion es necesaria para promover la formacién de

estrogenos y ia prevencion de |a alresia Sin embargo en ofras especies como el humano
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y los ovinos, la presencia de niveles altos de andrégenos en el liquido de los foliculos
atrésicos puede no ser [a causa sino representar simplemente la acumulacion de grandes
cantidades de precursores a causa de una deficiencia en el sisterna de aromatizacion

(Greenwald 1984)

g) - Participacion del fendmeno de Apoptdsis

Dadas las caracteristicas morfolégicas presentes en los foliculos atrésicos vistos por
microscopia electrénica como. vacuolizacion y aumento del tamano de las mitocondrias
de las células de 1a granulesa, el ovocite presenta mportante vacuclizacién y disminucién
de las microvellosidades, condensacion y retraccion de la zona pelicida. En la década de
los 80's se aceptaba que la atresia constituia un proceso de muerte celular por necrosis
(Rosado et al , 1991), sin embargo estudios recientes proponen la participacion de otro
tipo de muerie celular en el fenomeno de |a atresia, la apoptésis (Tilly 1992°, Hurwitz and
Adashi 1892).

La degeneracién de las células de la granulosa en estados avanzados de atresia tiene
caracterislicas muy similares a las de la muerte celular apoptética. Los foliculos obtenidos
de ratas prepuberes tratadas con PMSG muestran caracteristicas histologicas clasicas de
la atresia 4 dias después del tratamiento, pero también presentan fragmentacién del DNA
en nucieosomas, caracteristico de la apoptdsis. En los Gltimos afios los avances acerca
de los eventos que ocurren durante el inicio de la airesia folicular, se han facilitado por fa
identificacton bioquimica de la apopidsis en las células de la granulosa de foliculos

degenerados en las aves, cerdos, roedores y monos (Tilly 1992 7)

Estudios bioquimicos recientes parecen indicar que la muerte celular apoptdtica es ef
mecanismo molecular por el cual degeneran las células de la granutosa y de la teca de
los folicules durante la atresia (Tilly et al, 1992 %) En algunas especies (aves, cerdos,
ratas), se ha demostrado que la fragmentacién del DNA caracteristica de la apoptésis se
presenta en las células de la granulosa y de la teca obtenidas de foliculos inicialmente
atrésicos, descubnmiento que coincide con la deteccion y activacion de una
endonucleasa dependiente de Ca* y Mg™ en el ovano de ratas tratadas con PMSG y
hCG (Greenwald et al., 1994; Tilly et al,, 1992°).
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En la mayoria de los organismos el control homeostalico del nimero de células es el
resultado de un balance dinamico entre la proliferacidon y la muerte celular. El proceso de
proliferacion ha recibido mayor atenciéon en los pasados 20 afies y mucho menes énfasis
se ha hecho sobre los eventos bioguimicos que ocurren antes y durante la muerte celutar

En los organismos mayoraes la muerte celular se ha clasificado dentro de tres categorias)

1 - La necrosis que ocurre como resultado del dafic masivo en el tejido y es precedida de
la iberacion masiva de enzimas ksosomales, este proceso es fundamentalmente debido a
deficiencias en los sistemas de aporte nutricional, respiratorio o circulatorio. La necrosis
es una consecuencia de injuria celular por condiciones dafinas y sustancias téxicas,
caractenizada por ka pérdida accidental de Ja estructura celular, edema como resultado de
los cambios en la permeabilidad de la membrana celular y finalmente ruptura celular, lo
que puede dafar a las células adyacentes induciendo ademds infiltracidn de células
inmunes e inflamacién. Una caracteristica distintiva de la atresia es gque durante este
proceso se afecta un grupo contiguo de células, no es necesaria la sintesis de ARNm ni
de sintesis de nuevas proteinas, la necrosis tampoco implica gasto de energia ya que las
células que han muertc por este proceso tienen niveles bajos de ATP (Hsueh AJ et al ,

1994).

{jna célula que ha muerto por hecrosis presenta caracterisicas morfologicas y
bioguimicas distintivas, los cambios tempranos incluyen un aumento del citoplasma y de
lns organelos, especificamente la mitocondria, y cambios ligeros en el nucleo. Estos
cambios conducen finalmente a la disolucion de Ja membrana plasmatica y como
consecuencia el contenido celular es liberado hacia el espacio extracelular. Los cambios
morfolégicos incluyen la pérdida del control sobre la permeabllidad selectiva de ta
membrana plasmatica, debida prnincipaimente a la desapanicion temprana del mecanismo
activo de intercambio ténico y por dafio directo de la membrana o bien por Ja disminucion
secundana de la energia eelular, come consecuencia ccurren cambios en el fludo celufar
y la célula se hincha El aumento de calcio olosdlico libre {CA'®) causa la activacion de
fosfolipasas membranales gue degradan los fosfolipidos presentes en la membrana
causanda una brusca interrupcién de la membrana Por otro lado la liberacién de enzimas
isosomales causa una rapida aceleracion de la desintegracion celutar en los estados

tardios de la necrosis Ft ADN es expuesto a Iz accion de la deoxirmbunucleasa en



fragmentos de diferente tamafio Durante la necrosis se afecta cominmente grupos de
células continuas y una respuesta inflamatoria en el tejido viable adyacente por [a

iberacion de restos celulares {Schwartzman, 1993).

2 - La muerte celular pragramada, se reflere a la situacién en la cual las ceélulas estan
programadas para morir en un momento determinado de su evolucion fisiologica. Tal es el
caso de la muerte que ocurre durante el desarrollo del sistema nervioso o de algunos
organos durante la metamorfosis de clertos insectos, ia diferenciacion terminal de te)dos

especializados como la piel, el intestine y los eritrocitas (White 1993).

3- La apoptésis es un proceso aclivo de autodestruccidn celular que requiere la
expresién de un namero determinade de genes. Este proceso fue originalmente
reconocido y descrito por Wylke que implementd el termino de apoptésis para describir la
secuencia de eventos gue conducen a la muerfe celular en una gran variedad de
sislemas, en especial para distinguir esta forma de muerte celular de la necrosis (cuadro
Iy La muerte celular fisiologica puede ser un procese activo de autodestruccién por las
celulas, que requiere energia, activacidn de enzimas y en su momento de la expresion y
actvacion de nuevos genes especificos “suicidas” o “liticos” en el gendma que degradan
el DNA (Zeleznik el al., 1988). En los Ultimos afics, desafortunadamente, se ha venido
utiizando los iérminos de muerte celular programada y apotdsis como sinénimos una del
otro, por el hecho de gue en ambos casos participa un programa genético, lo que resulta
confuso, en la muerte celular programada el programa genéhco es un reloj
especificamente de tiempo para el suicidio, mientras que el programa genético de la
apoptésis especifica las armas y/o los medios para el suicidio instantanec que sera
producido por cambios en los mecanismos de regulacion y estimulo del funcionamiento
celular La maquinaria basica para que se presente la apoptdsis aparentemente se
encuentra en todas las células del mamifero, pero 1a activacién del programa suicida esta
regulada por una gran variedad de sefiales de origen iguaimente diferente en el medio

intra y extra celular (Gerschenson y Rotello, 1992; Tilly et al., 1892 n.
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Cuadro |.- DIFERENCIAS ENTRE APOPTOSIS Y NECROSIS,

CARACTERISTICA APQPTOSIS NECROSIS
Estimulo o Fisiologico Patologico
Ocurrencia Células individuates Grupo de células
Reversibhdad Mo ( cuando hay cambios morfologicos) Si
Organelos ctoplasmicos Edema tardio Edema temprano
Act de enzimnas lisoscmales No Si
HNucleo Fragmentacion {carorrexis) Desaparece {canolisis)
Cromatna nuclear Compaclacion y formacién de masas densas  Agruparmienios s forma
Rompimignto dei DNA internucleosemal Fortuto
Celula Formacién de cuerpos apopléticos Desintegracian
fagoclosis por otras células Presente Ausente
Exudado inflanalono Ausente Presente
Formacion de cicalriz Ausente Presente

Gerschenson and Rotelle 1992

La apoptosis es un proceso que se encuentra bajo control genético y puede ser iniciado
por un reloj interno o por agentes extracelulares como hormonas, citocinas, células
asesinas y una gran variedad de agentes quimicos, fisicos y virales. Durante 1a apoptosis
se requiere la sintesis de novo de algunas proteinas, estudios genéticos en el nematodo
Caenorhabdiis elegans y en la mosca Drosophila melanogaster han permitido aislar
genes que son especificamente requeridos para la induccién de Ia‘ apoptdsis (Steller
1995) La muerte celular programada en el C. effegans puede ser dividida en cuatro
estadios a) la decisién de morir, b) la muerte de la célula, c) la fagocitosis y d) la
degradacidn de la célula muerta, Se ha dentificado un grupo de genes gue parficipan en
Jjos 2 pnmeros estadios de la muerte celular programada, 3 genes que regulan la
ejecucién de estas células el ced-3 y el ced-4 que son necesarios para la muerte y el ced-
g que se ha identificado como protector de las células que pueden sobrevivir y como un
blogueador de la muerte celular (Hengariner et al., 1992) La fagocitosis de las células
muerlas por células vecinas o macrdfagos requiere de dos grupos de genes: el primero
compuesto de ced-1, ced-8, ced-7, ced-8 y el segundo por ced-2, ced-5 y ced-10. Los
productos del mic-1 controlan la actividad de la nucleasa necesaria para la degradacion
del DNA de 1a célula fagocitada. La degradacion de ia célula fagocitada requiere de la
funcion del gen nuc-1. Ef englobamiento de la célula apoptética requiere de los dos

grupas de genes. L.a mayoria sine es que todas las células ammales tienen la capacidad
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de autodestruirse por la activacion de un programa suicida intrinseco de la célula (White,

1993}

En ilas células de los mamiferos se han identificado aclivadores y supresores de la
apoptosis, uno de jos activadores de la apoptdsis, es el praducto del gen supresor tumoral
p53 et cual se ha visto que es responsable de dirigir 1a apoptosis en algunos sistemas, lo
que permite pensar que la apoptosis es la defensa celular del cancer (White, 1993), sin
embargo el p53 no regula tedas las formas de apoptosis, por lo que existen dos mas, una
dependiente de p53 y otra independiente de p53 {Kastan et al., 1992} Ademads se ha
demostrado gue la p53 suprnime la muerte celular en insectos, nematodos y mamiferos
Esta proteina puede actuar incremeniando la actividad protectora ¢ bien blogueando las
proteasas semejantes a la cisteina proteasa {(JCE), una enzima gue regula fa conversion
de la interleucina 1B, u ofras proteinas efectoras de muerte (Wang et al , 1994, Miuera et
al | 1993). Otros genes asociades con la proliferacion celular tales como C-myce, son
capaces de inducir apoptdsis ¢uando son expresados anormalmente {Bisomette, 1992,

Yuan 1996)

La ista de agentes que pueden causar apoptosis crece rapidamente, por lo que se
especula que los diferentes tipos celutares pueden estimularse para enirar en un proceso
de decision entre la vida y la muerte por muitiples vias, asi por ejemplo. la informacién del
linaje celular, dafio por radiaciones, infecciones viraies, factores de supervivencia celular,
interacciones celulares y hormonas (Stefier, 1995), pueden activar o inhibir la muerte,
ademas de gque una misma sefial puede actuar de manera contraria en otros tejidos,
aungue ta presentacién de este programa resulta en la mayoria de la veces benéfico, una
activacion inapropiada o a destiempo puede causar o contribuir a una gran variedad de
enfermedades (White, 1993; Greenwald vy Shyamal, 1994, Zeleznik et al., 1989), por
gjemplo ta pérdida de hormonas resulta en la atrofia de los 6rganos hormono-
dependientes como la prostata, corteza adrenal, endometrio, regresion de la glandula
mamaria después de la lactacidn y la atresia folicutar. Los estudios in vifro del epitelio
uterino demuestran que ia apoptdsis y la praliferacion celular estan regutadas por una
accion inversa y coordinada de progesterona y del factor de crecimiente transformante

(TGF), por lo que puede pensarse, que aparentemente, ia apoptosis resulta de un
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estimulo que dispara la sintesis de novo de proteinas intracelulares, que pueden ser

letales para la propia célula (Gerschenson, 1892).
Burante la apoptdsis ocurren tres eventos claves

a) - La candensacién de la cromatina nuclear en fragmentos de 180-200 pb y el

romprmiento de las interacciones celulares.

b} - La foermacidn de un nimero pequefio de cuerpos apoptoticos, algunios de los cuales
contienen fragmentos del nicleo y organelos intactos como mitocondrias y lisosomas,
motivo por el cual ta célula adquiere una estructura mas compleja. Este proceso es
aparentemente dependienie del tamafio celular y ocurre mas rapido que la condensacion
celular. La presencia de algunos epitopes en la superficie de los cuerpos apoptdticos es

necesana para el reconocimiento por las células nuevas y por los macréfagos.

¢) - El paso final de este proceso es la fagocitosis de los cuerpos apoptéticos por células
normales vecinas y macrofagos para su degradacion subsecuente por los lisosomas de
las células receptoras. La induccion de la apoptosis no es sincrénica, ya que es posible

que células en diferentes estados de apoptdsis puedan encontrarse en un mismo tejide

Criginalmente la apoptésis se caractenzd en base a los cambics morfologicos que
ocurren en las células muertas, estudios adicionales en estas células reportan un evento
clave asociado con la apoptdsis gue es la fragmentacidn internucleosomal del DNA
nuclear (Tillly 1992 ), El primer signo visible de la apoptésis es la condensacién de la
cromatina nuciear de la célula afectada y el rompimiento de las interacciones celulares,
asi la célula que expenmenta apoptosis se aisla de las células vecinas. L.a condensacion
de la cromatina requiere de la activacién de una endonucleasa dependiente de Ca* y
Mg'? que degrada e} DNA nuclear para producir el tipico nucleo hipercromitico (la
degeneracion del DNA con la generacion de fragmentos mdltiplos de 18G-200 pb), de los
cuerpos apoptoticos. La condensacion del citoplasma se caracteriza por la interrupcion
del contacte desmosomal entre fas células y el citoesqueleto de la célula afectada, que
resulia en la condensacion de los flamentos intermedios que rodean al nicleo y la

formacion de ampollas en la superficie celular (Dive 1992)
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! a achvacién de la endonucleasa ocurre, aparentemente, en todos los sistemas en los
cuales se ha identificado |a apopiosis, no requiere la transcripcién génica o sintesis de
proteinas, pere aparentemente involucra la expresion de una proteina preexistente Esta
endonucleasa no esta presente en c¢élulas indiferenciadas, pero se expresa después de
que fa diferenciacion celular ha terminado, también esta presente pero inacliva en células
que aun no mueren ¥ se activa posiblemente por cambios en la concentracion de Ca'? o
Mg? intracelular, previos a, ¢ durante los estados iniciates de la muerte celular (Zeleznik
et al , 1989) El aumento de olras actividades enzimaticas durante la regresion del tejidos
hormono-dependientes va se ha demosirado, tal es el caso de la catepsina D, t-PA y
algunas ofras proteasas que aparentemente son responsables de la degradacion del
citoesqueleto y ofros componentes del citoplasma, las enzimas necesarias para la
Iiperacion de la ¢élula de sus vecinos y de la membrana basal como las colagenasas y
probablemente algunas ofras metaloproteinasas, RNAsas que degradan tanto al ARN
mensajero como al ribosemal, es necesario aclarar que no todas las enzimas estan

presentes en todos los tejidos en los que ocurre la apoptbsis (Gerschenson 1992).

Durante la maduracidn final, las células de la granukisa ne solamente adquieren la
maquinaria para la expresion del fenotipo funcional, sino tamhién endonucleasas
enddgenas que pueden servir como herramientas para su propia destruccion. Los
foliculos preovulatorios sanos (inducidos por la administracton de PMSG a ratas
inmaduras) tienen cantidades considerables de endonucleasas que se pueden activar por
Ca'® (Zeleznk et al, 1989). La achvacion de estas endonucleasas puede ser el
mecanisio que conduzca a la atresia folicular, lo que sugiere gue la precipitacion de este
evento es la causa de muerte én las células de [a granulosa Se ha propuesto que el
aumento en los niveles de FSH, induce cambios mefabdlicos en las células de la
granulosa que conducen a una disminucion en el aporte de oxigenu y a su vezZ una
alteracion en la homeostasis del Ca'? intracelular, causando finalimente la muerte

{Hirshfield 1991).

Actualmente es posible distinguir si una célula muere por apoptdsis ¢ pOF Necrosss, por
sus alteracicnes morfolagicas y por el patran de degradacion de su DNA, mediante
electroforesis en geles de agarosa (Tilly 1991). El estudio de los procesos involucrados en

la apoptésis utilizando la técnica de citometria de flujp, permite la 1dentificacion y la
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separacion de subpoblaciones celulares {Chrest 1995) Etuso de diferentes fluorocromos,
camo el bromuro de etidio, el anaranjado de acridina, el 1oduro de propidio o el colorante
Hoescht 33342 (bis-bencimida) que se intercalan en el DNA det genoma celular permiten
cuanbficar la fluprescencia emitida por cada colorante en un fluorémetro de flujo
{Hishficld et al, 1988) Este es un método rapido y sensible con el cual es posible
cuantthcar y discnminar células vivas, apoptéticas y necréticas en hase a los cambios en
el diametro celular, Ja granulandad interna, la permeabiidad de la membrana y la
conformacion det DNA. Las celulas apoptaticas pueden clasificarse analizando los valores
de algunos parémetros basados en la manera como la célula dispersa un haz de rayos
lummosas gue inciden directamente sobre ella. La luz puede ser dispersada en senbdo
antero postenor, fo que ha sido llamado por los investiyadores "forward scattered light”
{FCS) cuyo valor se relacona directamente con el tamafio y el indice de refraccién de
cada célula, y en sentido perpendigular al haz Juminoso, *side scatlered hight" (SSC), que
ce relaciona directamente con la complejidad nterna de la célula {Dive et al, 1992)
(Fig 1) Se ha encontrado que una célula apoptotica presenta una relacion de dispersion
caraclerizada por bajo FSC y alto SSC (Dive et al., 1962, Chrest et. al., 1983}, y que las
celulas vivas corfespondientes presentan una relacion de dispersion de la luz
caraclerizada por un FSC alto y SSC bajo, lo que significa que las células clasificadas
como apoptolicas son células pequefias con un atto grade de complejidad y que fas

células vivas son mayores y con un menar grado de complejidad (Dive et al., 1992).

El ctometro de flupo mide las propiedades oplicas de fas células, cuando éstas son
expuestas de manera Indwvidual a un rayo laser, las células previamente tratadas y
tefidas con algun colorante, son llevadas en fila suspendidas en un fiide a través del
foco: donde un destello procedente de una fuente de iluminacién las incide. Las células se
encuentran suspendidas en una sclucién isoténica, con un alto grado de pureza y en una
concentracion desde 5 x 10° hasta 2 x 107 células por miblitro. El funcicnamiento de la
celda de flupo enfoca la cormente para que la muestra pase a través del punto focal del
rayo laser de forma uniforme En el momento en que 1a célula pasa a través del foco, 1a
luz mcidente es dispersada de acuerdo a las propiedades de la célula o bien, cuando fa
célula ha sido marcada convenientemente, la luz mcidente excita la produccién de
fluarescencia por el marcador ublizado. Esto es captado por un sistema de lentes y

fitrado antes de alcanzar el fotomultiplicador fotodetector. El fotodetector convierte



cuantlativamente el rayo de Juz en una sefal electronica, que es digitalizada por un
convertidor digital-analego en un nimero entero (integrador} gue es almacenado
slectronicamente. Los datos pueden ser recabados posteriormente para su analisis

{Haynes 1988 y Watson and Erba 1994)

El etometro de flujo puede medir simultaneamente 5 parametros para cada célula: FSC,
SSC v 3 regiones espectrates de emisidn de fluorescencra FL Estos parametros se miden
simullaneamente, en cada célula, de forma indwidual. El nimerc de celulas que pueden
analizarse por éste método es de aprowmadamente 500 a 4000 células par segundo
{Watson and Erba 1894) Por cada evento que pasa a través del laser, el citometro de
flyo asigna un valor relativa a FSC, SSCy FL, tomando en cuenta’ la cantidad y direceidn

de ta dispersion de la luz incidente y la emisidn de fluorescencia (Haynes, 1988)

Fluorescencia (FL) - Es fa luz absorbida y emitida por los fluarocromos unides a |a célula
excitada por el rayo laser Los fluorocromaos unidos a las células absorben la luz laser y
aberan energia por la vibracion y disipacién de calor y por la emsion de fotones a una
longitud mayor. Constituye un proceso de absorcion y re-emision de kuz Las celulas se
hien con un fluorocromo especifico que se fia o intercala en el DNA y se excita con una
fuente de luz jaser a 488 nm (400 mW) y la flucrescencia roja se mide a 590 nm, de tal
manera que las células apoptdticas son menos fluorescentes porque fienen menor

cantidad de DNA que las células normales

Dispersian lateral de ta fuz (SSC). Es fa luz incidente que es refractada o reflefada en un
angulo mayar y que es proporcional a la granulandad yio complejidad celular, se detecta y
mide a 90° es decir de manera perpendicular a la direccion del rayo de la luz laser En
una célula los procesos dpticos, dependen def tamario lotal, el indice de refraccion del
medio, el nimero de interfaces dieléctricas dentro de la célula (granularidady, mas el
tamafo, la longitud de onda y el angulo de observacién Ei patron de uz dispersada por
células intactas es extremadamente compigjo, sin embargo, bajo condictones especificas,
puede dar informacion acerca del tamafo y algunos otros datos acerca de la morfologia
celular El caracter de la luz dispersada es tal que las sefales en un angulo muy amplio
son fuertemente influenciadas por la refraccidn de las estructuras pequenas

{granulandad) y asi las células del mismo tamafio pueden ser diferenciadas siempre y

32



cuando posean propiedades diferentes de refraccién interna. Las células con muchas
estructuras internas tales como los granulocitos pueden tener una dispersion luminosa

considerablements mayor que los linfocitos.

DISPERSION LATERAL DE LA LUZ,

RAYO LASER

DISPERSION DE LA LUZ HACIA
EL FRENTE

Fiu. 1. Dispersion de los tayos laser cuando entran en contacto con la célula



Analisis de datos® Se utiliza el programa llamado Lysis, éste programa mide los
paramelros morfologicos de las células (famafio y granularidad) y la viabifidad celular por
la fiuorescencia que emiten los fluorocromos previamente unidos a la célula (integracion
del fluorocromo a fa cadena de DNA) esto depende de fa integndad de la membrana

celular (Haynes 1988; Watson et al , 1994)

Dispersién antero postenior (FSC). Es la Juz madente que es difractada en un angule
entre 1y 10°. Esta es proporciona) al drea superficial de Ja célula y es detectada por el gje
del rayo laser en la direccion antero-posterior. Como ya se dijo anteriormente, este tipo de
dispersion luminosa es proporcional al tamafio de la particula, sin embargo, deben
tormarse en consideracion la posicién exacta del detector en relacion a la particula, el
angulo de coleccién de [a luz, el lipo de cambio de flujo y el sistemna de focos utiizados, la
longitud de onda laser y el poder de iluminacion, asi como la cantidad total de luz

dispersada que puede ser recibida por el detector pueden modificar éste pardmetro.
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Superovulacién”

Con el proposito de aumentar el nimero de ovocitos en cada ciclo estrual y de esta
manera el numero de productos tanto de los animales domésticos como de animales de
expenmentacion, se han desarrollado diversas 1écnicas para estimular ef crecimiento y
desarrollo folicular que culmine con la ovulacion de un nimerc mayor al normal de
ovocitos gue se puedan fecundar 1n vifro o in vivo v ser lransferntdos a hembras receptoras

en programas de mejcramiento genélico y transferencia de embriones.

La superovulacion se define como un aumernto en el nimerc de ovocitos que son
ovulados en un cicle estral dado, cuando dicho nimero se compara con el numero normal
en cada ciclo ovulatorio. Esla hiperrespuesta puede producirse en el animal por la
administracion exogena de gonadotropinas  Esta técnica es de uso comun y muy
importante ya que ademas de cumplir con el proposito de aumentar el ndmero de
descendientes por Individuo, ha permitide conocer mas sobre los mecamsmos del
desarrollo, crecimiento, maduracion folicular y funcicnamiento del ovocito, lo que ha
favorecido la aplicacién de los programas de reproduccién asistida en humanos y
anmales Para inducir la superovulacion, se han ulilizado las hormonas:
foliculoestmulante (FSH), luteinizante (LH), gonadotropina coridnica humana {HCG) y la
gonadotropina del suero de yegua gestante (PMSG), ahora nombrada gonadotropina
condnica equina (eCG). La seleccdn del tratamiento a utllizar para este propdsito
depende de algunos faclores como son disposicion del producto, la eficiencia, los efectos
colaterales y el costo. La ufizacién de gonadotropinias puras homolégas (FSH, LH) es sin
duda la mejor opcion, sin embargo, tienen el inconveniente de producir una reaccion
inmunolégica de memoria que provoca que cada vez que se usa, se tenga gue aumentar
la dasis. Exislen otros métodos para la induccién de una respuesta superovulatona o
simplemente de fa ovuiacion, que se han utihzado en animales de laboratorio y en el
humano come son el factor hberador de gonadotropinas {GnRH} y la gonadotropina de la

mujer menopausica (HMG) (cuadro 11) {Wassarman et al, 1994},
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Cuadro Il: METODOS UTILIZADOS PARA INDUCIR SUPEROVULACION

Administracion de gonadotropina condnica equina (PMSG) a animales
domésticos y de laboratorio.

Hormona estimulante del faliculo y hormona luteinizante (FSH y LH)

Citrato de clominfeno

Administracién pulsaty del factor iberador de gonadotropinas (GnRH)
Gonadotropina menopausica humana (humano)

—_

[S N S SV RN

Greenwald 1994,

La PMSG, es una hormona no hipofisiaria, es una glicoproteina producida por las
vellosidades conodnicas formadas por las células trofcblasticas presentes en la yegua
gestante, en el momento de ta implantacién por lo que se considera de origen fetal. Esta
gonadotrofina tiene un altc contenido de acido siglico (13%) que le confiere una vida
media larga (aprox. 20 h comparada con la vida media de la FSH que es de sdlo 2 h}. Su
actividad es principalmente parecida a la de la FSH y en menor proporcién a la de la LH
(Armstrong 1983)

Dos caracleristicas principales de la PMSG son 1as que contribuyen a su eficiencia como

un factor capaz de estinular eficazmente el crecimiento folicular,

a).- su larga vida biolégica, atribuible como ya se dijo a su aite contentdo de acido sialico

b).- su capacidad para aumentar la actividad del complejo enzimatico encargado de
escindir la cadena lateral del colesterol, la colesterol esterasa y del citocromo P,s,, cuando
se inyecta a ratas inmaduras (Leaver and Boyd 1981), lo cual redunda en un aumento
general en la esteroldogénesis en el congjo (Younglai, 1984), el hamster (Matson 1981) y
olras especies domésticas Sin embargo, la via por la cual las gonadotropinas estmulan
el desarrollo folicular y el aumento en el nimero de ovocitos producidos en una ovulacién

aun no se ha esclarecido completamente
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Algunos autores han establecido que los foliculos pueden ser "rescatados” de la alresia
(Tsafrwri et al, 1984), sin embargo es necesario aclarar el concepto de “rescate de la
atresia”, ya que puede ser interpretado por lo menos de dos maneras diferentes, lo que
indica la existencia de mecanismos alternos que determinan el nimere de foliculos que
se desarrcllan. La administracion de PMSG causa un aumento del nimero de foliculos
que inician el proceso de crecimiento y maduracion, por encima del proceso normat
Estos foliculos pueden provenir del grupe de foliculos sanos pequefios {foliculos de
reserva), que no forman parte del grupo ovulatorio del ciclo actual, porgue son muy
inmaduros y tampoco contribuyen al grupo ovulatorio del cicle subsecuente porque para
enlonces ya se encontrarian en estadios muy avanzados de desarrollo como para sef
retenidos por 4 dias mas. En ausencia de PMSG, estos foliculos estan destinados a
degenerar, en este sentido ia PMSG “rescata” a estos faliculos, porque tos aparta del
canuno de la atresia. Un término menos ambiguo para esta accion hipotética de [a PMSG
puede ser "prevencion de la atresia”. La otra alternativa, es que los foliculos deriven del
grupo que ya comenzo a degenerar El tratamiento hormonat puede realmente revertir el
procesa de desintegracion y regresar al foliculo a la via ovulatonia (Tsafriri et al., 1984),
dicho sea de olra manera, la PMSG puede "reverly la atresia” {Hirshfield1989) De tal

manera que la superovulacién contemipla dos postbilidades:

a) - Observaciones m witro sugieren que fa atresia no es un proceso coordinado que
involucre ia muerte concertada de todas las células de [a granufosa. La viabilidad residual
de algunas de estas células de foliculos atrésicos suglere la posibiidad de que las
foliculos puedan ser rescalados de la atresia y retornar al grupo owvulatorio
{Hirshfield1989). Los tratamientos superovulatorios pueden revertir el proceso de

desintegracion folicular y re-encaminar a los foliculos al proceso normal de ovulacion

La administracion de FSH en concentraciones mayores a las normales (superovulacion),
es capaz de rescatar foliculos antrales en estados tempranos de atresia y capacita a los
foliculos para que completen fos pasos finales de la diferenciacion dandoles de esta
marnera su potencial para la ovulacion. Estas conclusiones se basan en los resuliados de
estudios in vivo e in vitro, que demuestran que el niumero de foliculos dentra de! grupo
preovulatono que inician el proceso de reclutamiento folicular es significativamente mayor

gue el numero de foliculos reclutados cuando los valores basales de FSH son los
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habrtuales En base a lo anterior se ha sugerido que la FSH es capaz de inducir cambios
metabolicos en las células de la granulosa que facilitan el ntercambio de gases y de
nutrientes mediante un aumento en las uniones comunicantes, o bien Ja induccidn de vias

metabolicas alternas gue favorecen la maduracién folicular (Hirshfield 1991).

Estas observaciones han permttido a algunos investigadores especular acerca del papel
de la hipoxia en el nicto y desarrollo de la atresia, suponiendo que ocurra a causa de la
privacion de substratos debida a cambios en la microcirculacion tecal Ademas la hipoxia
parece estar volucrada en olros tipos de muerte celular durante el desarrello, por
gjemplo, durante la metamorfosis de los imsectos Ademas la hipoxia lleva a la pérdida de
la homedstasis det Ca'? mtracelular por una sobrecarga de Ca' en la mifocondria, dafio

wreversible a los organelos y finalmente 1a muerte celular {Hirshfield 1991),

Por otro fado la PMSG atftera rapida y dramaticamente la morfologia ovanca La cavidad
antral de los foliculos sanos y atrésicos aumenta substancialimente de tamafio. Con dosis
altas de PMSG, se ha observado también que disminuye el nimero de cuerpos
apoptoticos en las capas de la granulosa de los foliculos atrésicos. Estos cambios podrian
indicar que los foliculos atrésicos aparentemente pueden reachivarse y reasumir su
crectmiento normal. Sin embargo, el aumento del diametro folicular parece ser
consecuencia del edema del antro, y no refleja un crecimiento verdadero El bajo indice
mitotico de [os folicuios “rescatados” indica que las células de la granulosa no proliferan y
esto sugiere que tales foliculos pueden estar moribundos, a pesar de que la cinéhica de
disolucion necrdtica esté alterada por la presencia de dosis altas de PMSG Ademas se
ha observado que la mayoria de los ovocitos provenientes de estos foliculos "rescatados”
presentan cambios degenerativos (Hirshfieldet al., 1989). Algunos resultados importantes
publicados por Braw y Tsafniri {1980), indican que la PMSG estimula a tas células de la
granulosa de los foliculos atrésicos a fagocitar células maribundas y por lo tanto rescatar

a los foliculos de estadios de atresia lempranos

b) - Otras investigacionas realizadas en bovinos también apoyan la (dea del reclutamiento
falicular y concluyen que el aumento en el nimero de foliculos sanos preantrales y
antrales fempranos después del tratamiento con PMSG se debe principaimente al

reclutamiente de un mayor numero de folicuios, mas que a una disminucion de la atresia.
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Estudios realizados con vacas ovariectomizadas unilateralmente en el dia 7 y tratadas
inmediatarmente con PMSG v a las cuales se les extirpd el ovario restante 148 + 23 h
después del imcio de la oleada enddgena de LH demostraron que la ovariectomia
unilateral no afectd el nimero de folicules normales preantrales y antrales tempranos ni el
nimere de foliculos atrésicos Después del tratamiento con PMSG, en el evario restante,
aumento significativamente el nimero de foliculos preantrales y de los foliculos con una
formacion incipiente de la cavidad antral mientras que el nimero de foliculos antrales no
se afectd. £n las dos primeras categorias de foliculos aqui mencionadas, la PMSG
aumento el indice mitético aproximadamente af dobie; pero no se observaron cambios en
dicho indice en los foliculos normales o en estadios tempranos de atresia {Monniaux,

1984).

Aungue en muchas especies las gonadotropinas estimulan a los foliculos a crecer,
previenen y/o revierten Ja alresia 1 vilro, este efecto no se ha cbservado en ratones i
vivo, Se ha demostrado que los foliculos ovinos atrésicos experimentan regeneracion
morfalogica cuando se cultivan con gonadotrofinas. En ausencia de PMSG todos los
foliculos en crecimiento excepto 1 o 2 deslinados a ovular se vuelven atrésicos (Dhondt
1679). £l aumento en el namero de foliculos grandes después del tratamiento con PMSG
se lleva a cabo por el reciutamiento y/o la reduccion de la atresia folicular. Cuando en
cuerpos liteos recientes se encuentran presentes abundantes células picndticas, se
considera que estos cuerpos liteos fueron rescatados de estados tempranos de atresia
{Monniaux 1984).

A pesar de las veniajas obvias que se pueden obtener af contar con un nimero mayor de
ovocitos fanto en fos programas de reproduccion asistida como en la transferencia de
embriones, algunos estudios parecen indicar que las dosis superovulatorias de hormonas
provocan dafios en la capacidad de Jos ovocitos para ser fecundados normalmente, o
que se refleja en una disminucién de la proporcién de ovocitos fertlizados {Wallon EA et
al., 1883). También se han mencionado fracasos en la implantacién (Armstrong y Evans,
1883; Miller y Armstrong, 1981°, 1982) vy {a induccién de una frecuencia alta de
anormaldades en los embriones recuperados (Miller y Armstrong, 1981% Yun et al,
1088), lanto de animales domésticos (Armstrong vy Evans, 1883, Evans, 1980), como de

animales de laboratorio (Adams, 1960; Beaumont y Smith, 1975). Sin embargo adin no se
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ha demostrado si estas alteraciones son resujtado de modificaciones en la maduracion
del ovocito que ocurren antes ¢ después de la ovulacion (Milier v Armstrong, 19812 Yun
et al , 198%)

Una dosis fisioldgica de PMSG (4-8 UI), esfimula ei crecimiento y la ovulacion de un
nimero de ovocitos semejante al que se obtiene en un ciclo estral normal (12 -15 ovocitos
por rata), produciendo una gestacion normal (Nuts et al ,1975; Miller y Armstrong, 1981%",
Yun et al , 1989, Banos et al 1996). En confraste, con dosis altas de PMSG (16 -40 Ul) que

induce una falla progresiva en los estadios tempranos de ta gestacion {(Yun et al., 1989).

Los estudios sobre superovulacién en ratas iInmaduras hipofisectomizadas sugleren que
la iberacién enddgena de LH se produce 53-57 h después de la administracion de PMSG
(Hillensjo et al., 1974, Sorrentino et al, 1972) Sin embargo, en ofra investigacidn se
dernostro que puede haber ovulaciones a partr de las 24 h posteriores a la aplicacion de
la PMSG En dicho estudio se inyectaron ratas inmaduras de 28 dias con dosis de 4, 20 y
40 Ul de PMSG vy los animales se sacrificaron cada 6 o 12 h. Se determinaron las
concentraciones de hormoenas esteroides en sangre y en el homogeneizado de ovario, y
fa ovulacion se confirmé contando el nimero de ovacilos presentes en el oviducto. Las
dosis superovulatonias de PMSG (20 o 40 Ul) indujeron una primera oleada de ovulacion
alrededor de las 24 a las 36 h y una segunda oleada entre las 48 y las 72 h dependiendo
de la dosis admnistrada. El nomero de ovocitos que se recuperaron €n la primera
ovulacion fue similar al que se obtiene en una ovulacidon normal (aprox. 15 ovociios por
rata), pero en la segunda el nimero aumentd a mas de 58 ovocitos por rata (Yun et al |
1987).

La disminucion de la fecundidad se relaciona drectamente con fas dosis de
gonadotrofinas que se administran. La administracion de dosis consideradas como
fisioldgicas de PMSG (4 a 8 Ul) a ratas preplberes producen ovocitos gue al ser
fecundados son capaces de desarrollarse normalmente sin gue haya pérdidas
embnionarias o fetales significativas (Nuti et al.,1875); sin embargo, se han observado
algunas anormalidades embrionarnas sobre todo al principlo de la gestacion (Miller y
Armsirong, 1981%), con dosis de 20 Ul, las cuales se acentdan con dosis mayeres (40 Ul)

{Yun et al., 1987)
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£n estudios reaitzados sobre superovulacion se observé que con dosis de 16 Ul de
PMSG se produjo una ovulacién normal, pero la implantacion se retardé en el 30% de los
animales, lo cual ndujo una disminucion en el numero de anmales que llevaron sus
gestaciones a término. Cuando se administraron 40 Ul de PMSG, los ovocitos ovulados
fueron inmadurcs y con menos células en el cumulus que los ovocitos normales Ademas
los ovocitos, de esios animales, gue se recuperaron al tercer dia después de que se
produyjo la superovulacion fueron ovocitos anormales, los cuales a pesar de ser
fertilizados fueron Incapaces de llevar a cabo normalmente el proceso de implantacidn, ya
que 5 dias después de ser colocados dentro de la cavidad ulenna no se observaron

signos de implantacion (Miller y Armstrong 198", Champlin et al , 1987)

Como una de las causas probables de las anaormalidades embrionarias se mencionan las
de orgen cromosémico. En el humano, se ha observado un aumento significativo en el
namero de tnisomias en los fetos abortados de mujeres a quienes se les habia inducido
superovulacion en comparacion con las mujeres no tratadas (Boué y Boué, 1973). En el
raton el fratamiento con gonadotropinas produjo un aumente significativa en el namero de
fetos deformes (Elbling 1973) En otro trabajo en el que se utilizaron ratonas tratadas con
dosis de 5 y 10 Ul de PMSG, se observo una relacion dosis-respuesta en la incidencia de
poliploidias,  principalmente  tiploidias en los embrniones. Es posible dque estas
anormalidades se produjeran como resultado de polispermia, indicando la presencia de
alguncs defectos en la zona pelicida de los ovocitos superovulados (Mauddlin y Fraser
en 1977). Sin embargo, recientemente se ha sefialado que los ovocitos recuperados de
ralas superovidadas son igualmente capaces de desarrollarse y que las fallas para
mantener la gestacion que se han reportado en estudios previos no son atribuibles a

defectos en el ovocito (Walton 1983)

Se sabe que las dosis superovulatorias de PMSG provocan, 36 h despues del
tratamienio, un aumento marcado en las concentraciones séricas y ovarncas de
esteraides, principalmente de androgenos Este aumento se ha considerado como un
factor de la mayor importancia relacionado con la presencia de ovocitos anormales
Cuando se admimstro un antiandrogeno (flutamida) después del tratamiento con PMSG

se mejor¢é parcialmente el potencial de desarrollo de los ovocitos después de la
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fecundacion (Miller y Armstrong 1981a Walten y Armstrong 1981) La concentracién de
progesterona aumento en todos los animales después de la inyeccién de PMSG sin que
exista relacién alguna entre este aumento y el nimero de ovulaciones. Los niveles de
estradiol aumentaron 24 horas postratamiento los cuales persistieron atn después de que
ocurrio la ovulacion, este aumento postovulatorio de estradiol y la presencia de foliculos
grandes podrian ser la consecuencia de un efecto a largo plazo de la PMSG residual en
el suero de los animales {ratados Se sabe que entre el 40 y el 60% de la dosis original de
PMSG persiste en la circulacion hasta después de 72h de la aplicacion {Saumande 1980)
Este hecho, aunado a su actividad predominante de FSH, pueden ser las causas
responsables de la activacién prematura de algunos ovocitos (Moor et al, 1985,

Sasamoto et al., 1972)

El mecamsmo por el cual la PMSG altera la esteroidogenesis folicular in vivo se
desconoce aun, pero es posible que la actividad de LH, que presenta esta hormona,
achve la teca interna de los foliculos reclutados para el crecimiento y aumente la sintesis
de fos precursores de andrdgenos, el aumento en los niveles de estradiol en el ligude
folicular gue se observa 48 h después del tratamiento con PMSG puede ser resultado de
un incremento en fa conversién de dichos andrégenos a estrégenos por un aumento en ia
actvidad del sistema de aromatasas en [as células de la granulosa. Durante el
crecimiento folicular los estrégenos estimutan un aumento en el nimero de receptores a
LH y en las concentraciones intrafoliculares de progesterona 18 horas después del
tratamiento con PMSG {(Kumar 1992).

La importancia de los esteroides en la maduraciéon de los ovocitos del mamifero ha sido
muy notable, modificaciones en el patrén de esteroides del foliculo preovulatorio del ovino
durante la maduracién /n vitro, puede provocar anormalidades citoplasmicas y nucleares
en el ovociio que modifican su conducta durante el proceso de fertlizacion (Kumar.,
1992). Las alteraciones en la esteroidogénesis folicutar inducen la ovulacién de muchos
ovocitos que se encuentran dentro de foliculos totalmente desarrollados, pero con
apariencia histologica de atrésicos y que en ciclos normales no tendrian la oportunidad de
ovular. Ademas, debe considerarse que el tratamiento superovulatorio puede inducir la
ovulacidn de ovocitos gue no han llegado al estadio de maduracion adecuado para ser

fertilizados (Miller y Armstrong, 1981a). Estos dos grupos, probablemente contribuyen a la
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produccién de las anormalidades encontradas como consecuencia de fa superovulacion

(Yun et al , 1987)

Tanto el aumento de los niveles de estrogenos durante la fase folicular y la fase litea
temprana, como el aumento en la achividad de las aromatasas inducido por la FSH en las
celulas de la granulosa, conducen a una elevacion en la concentracion de estrogenos y a
un estimulo del desarrollo folicular. La efevacion prematura de la LH da como resultado
una disminucion de la actividad mitética en las ¢élulas de la granulosa y un aumento en
los niveles intrafoliculares de andrégenos y finalmente lleva a la atresia folicular En base
a esto se ha propuesto que el mejoramiento en la relacion FSH/LH pudiera aumentar el
nimero y la caldad de los ovocitos obtenidos por técnicas de superovulacion (Doyle

1981},

La PMSG estimula la condensacion prematura de fa cromatina de los ovocitos de las
cabras in vivo sin el rompimiento de la vesicula germinal, pero el mecanismo de accidn no
es muy ¢laro. Se ha propuesto que la candensacion de la cramatina puede requerir sclo
una activacion parcial del factor promotor de la maduracion (MPF) del ovocito, mientras
que el rompimiento de la membrana nuclear requiere la actividad completa de este factor.
Por lo tanto se ha propuesto que la actividad semejante a LH que presenta la PMSG
puede activar parcialmente el MPF y por lo tanto inducir ta condensacion de la cromatina
sin que se produzcan otros cambios importantes para la maduracién normal del ovocito
fsta anormalidad aparentemente ocurre en el momento de la maduracion nuclear,
aproximadamente 48 h después del tratamiento con PMSG en ovinos y bovinos,

caracleristica que no se ha observado en los antmales sin estimular {Kumar 1992)

Otros esiudios en ratas describen que cuando se utiizan dosis de 20 y 40 Ul de PMSG se
observa un aumento en el porcentaje de ovocitos anormales con signos visibles de
degeneracidon (contraccian del citoplasma, fragmentacidn, partenogénesis) el cual
aumenta de una manera dosis dependiente de tal forma que con 20 Ul el porcentaje
mayor de anormalidades (35%) se observé a las 72 h mientras que con 40 Ui se observo
un 60% de anormalidades. Estudios subsecuentes sobre las caracteristicas morfologicas
de la maduracion del niiclec en ovocitos de ratas inmaduras tratadas con 4 Ul (testigo) y

20 Ul (anmales superovulados) de PMSG, sugieren que la PMSG induce ovulaciones
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atipicas con una maduracién nuclear prematura o asincrénica (Yun et al, 1987 y 1989
Moor, 1985).

La vanabsidad de a respuesta a los tratamientos para estimular la ovulacion cuafitativa y
cuantitativa es un factor limitante en el desarrolio de las practicas de transferencia de
embriones en el ganado. Por otro lado la exposicion continua a PMSG puede ocasionar
un choque anafilaciico, motivo por el cual se hace necesaria la neutralizacion del efecto
de la PMSG con la utilizacion de anticuerpos monoclonales para disminutr tal riesgo.
Ademds se ha observado que la respuesia ovulatoria de vacas tratadas con PMSG
aurmenta cuando se aplica un antisuero contra esia gonadotropina en el dia del estro

(Bevers 198, Dhondt, 1978, Saumade 1984).
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Planteamiento del problema:

Hasta el memento actual el mecanismo por el cual ia PMSG produce superovulacion no
esta completamente claro. Los estudios antes mencionados indican que el aumento en el
numero de foliculos que forman parte del grupo ovuiatorio en respuesta a los tratamientos
superovulatorios con PMSG pueden deberse a fa prevencion o reversion de la atresia
folicular Puesto que los estudios recientes sugieren que un factor determinante en la
imciacion y progrese del fendmenc de atresia folicular depende de la muerte por
apoptésis de las células de la granulosa, es posible postular que la PMSG podria actuar
mediante la modificacidn del proceso de la muerte celular apoptética. Este mismo
mecanismo de accién podria provocar que foliculos fisiclégicamente destinados a
experimentar el fenémeno de atresia sean rescatados de este proceso y lleguen a ser
ovulados, pero muestren cambtos morfo-bioguimicos importantes que impedirdn su

fecundacion adecuada, su implantacién eficiente y/o su desarrollo embrionario posterior.

En este trabajo se estudid el efecto que tienen diferentes dosis hiperovulatorias de PMSG
(4, 20 y 40 U1) sobre la respuesta ovulatorta de ratas prepuberes a diferentes tiempos de
accion {48, 60 y 72 h postratamiento), posteriormente, con la finalidad de entender un
poco mas los diferentes procesos celulares que parlicipan en el proceso de la
superovulacion sobre la presencia y desarrollo del proceso de apoptosis en las células de
fa granulosa de fos foliculos de rata, se utilizaron las mismas dosis (4, 20 y 40 U de
PMSG pero a Uempos diferentes, con el proposito de recuperar los foliculos
preovulatorios (52, 58 y 70 h) después del tratamtento hormonal, utilizando para tal fin, las

técnicas de citometria de flujo recientemente descritas
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HIPOTESIS

La dosis de PMSG asi como el iempo de exposicidn a esta hormona tienen impacto
sabre el patrén de muerte que presentan las células de Ja granulosa de los folicutos

ovéricos de ratas prepuberes

OBJETIVOS

Ceterminar la respuesta ovulatoria de ratas prepuberes tratadas con  dosis

superovulatorias (20 v 40 Ul) de PMSG a diferentes tiempos de exposicién hormonal.

Estudiar si el fratamiento de ratas prepuberes con PMSG disminuye el porcentaje de
células de la granulosa muertas por apoptosis utilizando los parametros de tamafo vy
complejidad celular (FSC y $SC), en el citdmetro de flujo obtenidos con el programa Lysis
I
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Material y Metodos:

Obtencidn de tas muestras:

Se ubiizaron ratas hembras Sprague Dawley de 27 dias de edad con un peso entre 70 a
80 g. manterudas bajo un régimen de 12 hdeiuzy 12 h de oscuridad y a una temperatura
controlada de 20 - 25 °C. Los animales fueron alimentados a base de afimente comercial
de 'Purina y agua ad libitum Se formaron grupos de 6 ratas a los cuales se les
admirstré PMSG (Foligon, Intervet Internacional (México)), por via subcutanea (s.c) en

0 2 ml de solucion de NaCl en diferentes dosis de acuerdo al siguiente esquema:

Grupo A 4 Ul (dosis considerada como fisiolégica (Yun et al, 1987; Barios et al , 1996)
Grupo B 20 Ul (dosis superovulatoria intermedia)

Grupo C 40 Ut {dosis superovuialona).

Las ratas se sacrificaron por dislocacion cervical después de la aplicacién de la PMSG, a
diferentes tiempos 48, 60 y 72 horas, la ovulacién se confirmé contando los ovocitos

presentes en el oviducto.

Procesamiento de ia muestra:

Los oviductos se mantuvieron hidratados en amortiguador de fosfatos-solucidn salina
duranle todo el tempo, se examinaron bajo un microscopic esterenscopico (American

éptica mstrument company} con fuente de iluminacion eléctrica y un aumento 120x,

Respuesta ovulatoria:

La masa de ovocitos se recuperd por puncion det ampula (regién mas transitcida) del
oviducto (Fig 1) Posteriormente, las células del cumulus se disgregaron por la exposicion
durante 10 minutos a hialuronidasa (D 2% Sigma) para facililar la recuperacton de los

ovocitos Una vez obtenidos, se contaron bajo el microscopio de diseccion  Para
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cuantificar la aparicién de ovocitos anormales, se hizo un estudio microscopica, mas
detallado el cual se realizd bajo un microscopio de mayor resolucién (microscopio de
contraste de fases), en donde se analizaron los cambios morfologicos del ovocito,
observando la presencia de contraccién del citoplasma, fragmentacién, partenogénesis, u
olros cambios degenerativos y se consideraron ovocitos normaies cuando presentaron las
siguientes caracteristicas. presencra de cumulus oophorus y sin contraccién citoplasmica,

asi como la ausencia de fragmentaciones.

Citometria de flujo:

De los resultados obtenidos de esta serne de experimentos, con una recuperacion
reproducible de los foliculos preovulatorios normales, se decidio puncionar los foliculos de
los ovarios obtenidos 2 h antes del tiempo en que ocurre la ovulacién de los ovocitos
fundamentalmente sanos Los experimentos subsecuentes se realizaron formando grupos
en las mismas condiciones que las descritas anteriormente, con la modificacién de que

fueron sacrificados a las 52, 58 y 70 h después de la aplicacion de la gonadotropina

Los ovaros de estas ratas se extirparon dentro de un periodo no mayor de 30' después
del sacnficio, se separaron los foliculos maycres de 400 pym, una vez obtenidos, los
foliculos se pincharon con una aguja calibre 25 x 16 mm, en un tubo eppendorf de 0.5 ml
el cual cortenia en todos los casos 50 pl de amortiguador de fosfatos pH 7.4,
posteriormente se centrifugaron a 250 x g a 4° C para obtener tas células de la granulosa

(Rosales et al., 19280, Ballesteros et al., 1992) (Fig 2).

El paquete celular se resuspendid en 500 yl de PBS pH 7.4 y se filtrd a través de una
malla de 35 ym, finalmente, se lavo el tubo eppendorf con 500 pl mas de PBS que
contenia el paquete celular, para obiener un volumen final de 1000 pl, a este mismo
volumen se adicionaron 10 ul de RNasa mas 10 pl (50 pg) de lodure de Propidio y se
incubo la muestra durante 10° a 4° en ausencia de luz (Fig. 3) La fluorescencia del loduro
de propidio se midié entre 565 y 605 nm. La células se analizaron (adquirieron} en un
citdmetro de fiujo Beckton Facsort, Mountain view, CA y el analisis de datos se realizé en

un programa estandar de computadora (Lysis Il) El nimero de células en cada caso fue
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de 10,000 células Los parametros utilizados fuercn dispersion lateral de ja Juz (Forward
Scatter (FCS)) medida en una escala lineal y dispersion antero posteror de la luz (Side
Scatter {SSC)) con una escaja logaritmica, la fluorescencia que se considerd para el

analisis se fijo en ef ndmero 2 de la escala.

Anles de miciar el analisis en ef citdometro de flujo, se toméd una alicuota (10 pl) de la
muesira de células de la granulosa, para cuantficar la wiabildad celular mediante la

prueba de exclusion de azul tripan.

Analisis de los datos:

Para el analisis de los dalos de las células de Ja granulosa de los 3 tratamientos se
gbtuvieron en su relacion Forward contra Side scater, asi como la fluorescencia 2 (FL2
High) Para obtener los parametros con los cuales se adquineron, anteriormente todos los
tratanuentos, el ctometro se ajusté con células de la granulosa de ratas tratadas con 4 Ul
de PMSG donde se supone que existe una gran proporcién de células vivas. Con el dato
de FL2 se demostrd que efectivamente correspondieran a célutas vivas de tal manera que
se fijaron cuadrantes en las pantallas de cada adquisicidon, con valores de 224, 24.58
iguales para FL2/IFSC y para SSC/FSC, por lo que |a pantalla quedd dividda en cuatro
cuadrantes Lado superor izquerdo (UL), lado superior derecho (UR), lado inferior
1zgquierdo (LL), v lado inferior derecho (LR). El analisis estadistico se realizd utilizando una
prueba parametnca de comparaciones multiples (ANOVA) si este analisis dio una
significancia estadistica (p< 0.01) entonces se utilizo la prueba de Student-Newman-Keuls
para hacer la comparacion entre grupos. El analisis estadistico se realizé utlizando el

programa para computadora SigmaStat 2 0 del paguete Jandel Scientific
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SELECCION DE LAS HEMBRAS

l

TRATAMIENTO HORMONAL
(Yun et, al,, 1987)

l

OBTENCION DE TEJIDO
OVIDUCTO OVYARIOS
RECUPERACION SEPARACION DE
DE OVQCITOS CELULAS DE LA

GRANULOSA

CUANTIFICACTON Y ANALISIS VIABILIDAD CITOMETRIA
MORFOLOGICO CELULAR DE FLUJO

{Guthrie HD, et al 1994)
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RECUPERACION DE OVOCITOS

OVIDUCTO

PUNCION DEL AMPULA

CUANTIFICACION Y ANALISIS MORFOLOGICO
AUSENCIA DE CUMULUS OOPHORUS

HIALURONIDASA 0.2%
1

ANALISIS MORFOLOGICO
FRAGMENTACION Y CONTRACCION
CITOPLASMICA

Fig. 1
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OBTENCION DE CELULAS DE LA GRANULOSA

OVARIOS

DISECCION DE LOS FOLICULOS
PUNCION
CENTRIFUGACION 200 x g 10" A 4°

SN#* Pp**
LIQUIDO FOLICULAR CELULAS DE LA GRANULOSA
-70° 200 pt DE PRS pH 7.4 (2x) (AGITAR)

CENTRIFUGAR A200x g 10" A 4°

|
[ |

SN* PP#*
200 ul PRS pH 7.4
{AGITAR)
FRACCION FRACCION
VIABILIDAD CELULAR LYSIS It

Fig. 2

“Preaipitado *Sobrenadante
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Reactivos

Equipo.

Cristaleria

CITOMETRIA DE FLUJO (Lysis II)
(Guthrie HD, et al., 1594)

*PBS pH 7.4: NaCl, 140.0 mM (Baker)
KCl 2 1 mM (Baker)
Na,HPQO, 8 1 mM (Merck)
KH,PO, 1.5 mM (Baker)

*RNasa {Sigma)
“loduro de Propidio 50pg en 10 pi {Sigma)

*Microscopio estereoscopicoe (Amencan dptica instrument company) con
fuente de iluminacion eléctrica y un aumento 120x.

*Centrifuga Avanti TM 30 Beckman

*Potenciometro Beckman expandomatic SS-2

*Citometro de Flujo FACS (Becton Bickinson, Mountamn view, CA) equipado

con una lampara laser de argén de 488nm.

*Pipetas automaticas de 20, 100 y 1000 pl
*Tubos eppendorf de 500p!
*Puntas para pipetas de 20, 100 y 1000
*Tubos de 5ml para FACS

*Filtro con malla de 35 ym
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Fig. 3

CITOMETRIA DE FLUJO

(LYSIS 1)
{Guthrie HD, et ai 1994)

PAQUETE CELULAR
500 pl de PRS pH 7.4

FILTRAR A TRAVES DE UNA MALLA DE 35 pm

}

YOL. FINAL DE 1000 pl
ADICIONAR 10 pi DE RNasa
10 pl DE T0DURO DE PROPIDIO

|

INCUBAR 10" A 4°
EN AUSENCIA DE LUZ

l

ANALISIS POR CITOMETRIA DE FLUJO
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Reactwvos

Equipo

VIABILIDAD CELULAR

*PBS pH 7.4: NaCl, 140.0 mM (Baker)
KClI 2 1 mM (Baker}
Na,HPO, 8.1 mM (Merck}
KH,PQ, 1.5 mM {Baker)

*Azul de Tripan 0 4% (Sigma)

*Camara de Neubauer (Hausser).

*Microscopic de contraste (Reichert Austria)
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Resultados
Respuesta ovulatoria:

ta tabla | presenta los resultados de la respuesta ovutatona de ratas Sprague Dawley
tratadas con una dosis de 4 Ul considerada como fisiolégica y 2 dosts superovulatorias,
20 y 40 Ul de PMSG. Cuando se utilizd ia doss fisiolagica de PMSG (4 Ul) el porcentaje
de ratas que respondieron con ovitacion fue del 23 + 8% a las 60 h y del 78 + 13% a las
72 h postenores al firatamiento, mientras gue las ratas due reciblieron dosis
superovulatorias de PMSG (20 y 40 Ul), tuvieron respuesta desde las 48h posteriores al
tratamiento, siendo de 53 + 9y 61 + 16% respectivamente y esta respuesta aumento
conforme al tiempo de exposician hormanal y a 1a dosis, de tal manera que con 20 W se
aleanzo el 100% de ovulacion hasta las 72 kv, mientras que con 40 Ul este porcentaje se
alcanzo a las 60 h. El numero de ovecitos recuperados en cada tratamiento estuve

tampién positivamente relacionado con fa dosis ¥ el tiempo de exposicion a la hormona.

TABLA | EFECTO DE DIFERENTES DOSIS DE PMSG EN LA TASA DE OVULACION
Y LA CALIDAD DE LOS OVOCITOS DE RATAS SPRAGUE DOWLEY PREPUBERES.

TIEMPO DESPUES DEL TRATAMIENTO

TRATAMIENTO CON PMSG.
. . 4s8h . 6h  72h
4 Ul DE PMSG
% Ovulacion o] 238 78+13
No. ovoctitos 0 472 11+4
% ovocitos anormales 0 0 0
20 Ul DE PMSG
% Ovulacion 539 73114 100
No. ovocitos gi5 18+ 10 3514
% ovocitos anormales 37 33 63
40 Ul DE PMSG
% Owvulacién 61+ 16 100 100
No. ovocitos 12+5 33«6 45+ 5
% ovocitos anormales 25 24 60

Los valores indican et X + DS de los resultados de 10 expenimentos de 6 animales
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Como se puede apreciar en la grafica 1, el nimere de ovocitos recuperados cuando se
ulihzo la dosis fisiologica (4 Ul) de PMSG, es de 11 + 4 a fas 72 h que corresponde al
numero promedio de ovocitos ovulados durante un ciclo estral normal Por el contraro
cuando se utilzan dosis superovulatenas {20 y 40 Ul) de PMS3G el nimero de ovocitos
recuperados fue significativamente diferenie (p<0 01), con ambas dosis siendo de 35 + 14
y 45 + 5 respectivamente comparado con la dosis fisiolégica (4 UT). Con 20 Ul de PMSG
el nomero de ovocitos ovutados presentd importantes variaciones que no fueron

significativamente diferentes con 40 Ul de PMSG

50 4 Ul m20 Ul m40 Ul

45
4@
35
30
25

20

NUm. de ovecitos

15 -

10

0 48 60 72
Tiempo (h)

Grafica 1; Niimera de ovucitos recuperados del oviducto de ratas tratadas con 4, 20 y 40 Ul de PMSG, a
dilerentes tiempos de exposicion hormonal. Los valores represeata ¢l X = DS con un valor de p<001
comparada con 4 Ui de PMSG
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Sin embargo, asi como aumenta el nimero de ovocitos ovulados, también aumenta o
porcentaje de ovoclios con signos morolégicos de degeneracion (contraccién det
citoplasma, fragmentacion y ausencia de cumulus oophorus) Grafica 2 La dosis
fisiologica de 4 Ul no causa alteraciones en los ovocitos recuperados independientemente
del tempo de exposicidén hormonal Cuando se utilizan dosis superovulatorias de PMSG
(20 y 40 Ul) se producen alteraciones morfolégicas en los ovocitos desde las primeras
48h superando el 60% a las 72 h posteriores al tratamiento con ambas dosis
superavulatorias. Se puede observar que aungue la dosis determina la presencia de
ovocitos ancrmales no hubo diferencias significativas entre 20 y 40 Ul de PMSG, o que
quiere decir que el efecto de la PMSG sobre la presencia de ovocitos anormales fue

tiernpo dependiente (p<0 01)

100 | =20 Ul m40 Ul
90
80
70
80
50

40

% de ovocitos anormales

30

20 -
10 4
0 _
48 60 72
Tiempo (h)

Grifica 2 Porcentaje de ovecitos anormales recuperados del oviducto de ratas superovuiadas a diferentes
tiempos de exposicién hormonal con 20 y 40 UT de PMSG * Los porcentajes de ovocitos anormales a las
70 h fueron significativamente diferentes con un valor dg p<0.01 con respecto a los demds tiempos.
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En ia tabla I, se muestran los resuliados de! estudio citométnico de las células de la
granulosa obtenidas de los foliculos >400 pm recuperades a las 52, 58 y 70 h despues de
la aplicacién de una dosis fisiolégica (4 Ul) y dos dosis superovulatarias (20 y 40 Ul) de
PMSG Fs importante fecordar que para este caso los datos fueron analizados por la
relacién tamano (FSC) contra complejidad (SSC) de cada célula y cada pantalla con esta
relacibn se dvidié en 4 cuadrantes o que da 4 relaciones distntas las células del
cuadrante nferior izquierdo gue son aquellas con baje FSC y bajo valor de 35C que
jepresentan a células pequefias normales; y las células del cuadrante inferior derecho
que son células grandes normales, las células gue se acumularon en los cuadrantes
supeniores corresponden a células muertas, las células pequenas con aito valor de SSC
corresponden a las apoptoticas y fas del cuadrante supersior derecho que tienen alto 5sC
y aito FSC a las células necréticas. Representados en las graficas 5,6, y 7 para cada uno

de los tiempos

TABLA H: EFECTO DE LA DOS!S DE PMSG Y EL TIEMPO DE EXPOSICION A ESTA
HORMONA SOBRE EL TIPO DE MUERTE QUE PRESENTAN LAS CELULAS DE LA
GRANULOSA DE FOLICULOS DE RATA.

DOSIS DE PMSG

U.L/IRATA
~ TIEMPO (h) 4 20 40
NECROSIS
{alto FSC+ alto S8C)
52 0 3313+ 3.86 2770+543
58 0 3847 +672 3643 +609
70 5002 +9.97 52 58 + 1265 54 11+ 8 89
APOPTOSIS
(bajo FSC+alto S&C)
52 0 58.53 + 8 10 56.80+7.12
58 0 54 49 +6 17 54 17 + 6 22
70 3369+ 448 3378+ 789 2831+768

Los valores indican el X + DS de los resultados de 10 expenmentos de 6 animales
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Grifica 3. Efecto de la PMSG sobre e porcentaje de células necrdticas En el eje de las Y se grafica el
promedio = D.S del porcentaje de células que sufrieron necrosis y en ef de fas X tiempo al que se
recuperaron los foliculos después de la aphcacion de la hormonas (h) Mo hubo diferencias significativas
entre las dosis, mientras que las letras diferentes significa que existe diferencia sigmficativa (p<0.001
entre ¢l efecto del iempo de recuperacion sobre este tipo de muerie.
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Grafica 4 Efecto de la PMSG sobre el porcentaje de células apoptéticas. En el eje de las Y se grifica el
promedio — D.S. del porcemtaje de célutas que sufrieron apoptosis y en el de las X el tiempo a) cual se
recuperaron los foliculos después de la aplicacion de ta hormona (h). No hubo diferencias significativas
entre Jas dosis, mientras que las letras diferentes significa que si existe esta diferencia significativa
{p<0001) El tiempo en este caso tiene un efecto nverso™ a mayor tiempo menor porcentaje de células

apoptoticas
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Si se separan los datos de acuerde al patrén de muerte que presentan las células de la
granulosa. en la grafica 3 podemos observar que el 50 + 9.77% de las células
recuperadas de foliculos de ratas tratadas con 4 Ul de PMSG mostraron un patrén
citométnco caracteristico de necrosis, es decir células grandes y complejas cuando se
recuperaron a las 70 h después del tratamiento Las células recuperadas de los foliculos
obtenidos de ratas superovuladas con dosis de 20 y 40 Ul de PMSG, mostraron
caracleristicas de necrosis en el 33.1 + 3 86% y 27.7 + 5.46% de las células para ambos
casos respectivamente, a las 52 h posteriores al tratamiento, mismas gue aumentaron
significativamente (p<0 001), conforme aumento el tiempo de exposicion hormonal de tal
manera que las 70 h fue de 5258 + 45 y 54.1 + 89% con 20 y 40 Ul de PMSG
respectivamente No se observd un efecto estadisticamente significativo de la dosis sobre
el tipo de muerte, sin embargo el factor tiempo si fue significativamente diferente

{p=0 001) en los tres horarnios estudiados

Los datos de las células que mostraron caracleristicas citométricas de apoptdsis se
presentan en la grafica 4 El 33.69 + 4.48% de las células de foliculos recuperados de los
animales que recibieron 4 U de PMSG mostraron valores de bajo FSC y alto SSC células
pequenas y complejas que corresponden a las células apoptéticas. Un alto porcentaje
(5853 + B10% y 5680 + 712%) de células de los animales tratados con dosis
superovutatorias de PMSG (20 y 40 Ul) respectivamente mostraron apoptosis a las 52 h
postericres al tratamiento, este porcentaje disminuyd significativamente  {p<0 001),
conforme aumentd el ttempo de exposicién hormonal A las 70 h se observo un 33,78 +

7 89% vy 28 31 + 7 68% con 20 y 40 Ul respeclivamente de células apoptéticas
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Discusion:

La aplcacién de PMSG como inductor de la ovulacion, es una practica de uso comun,
sobre todo cuando se realizan estudios morfologicos y moleculares del desarroilo folicular
y en mejora de los procesos reproductivos. La dosis de PMB3G puede seleccionarse con
el objeto de lograr un aumento en el nimero de ovocitos liberados en cada ciclo estral
(superovulacion} (Hirshiield 1891). Sin embargo, se ha observado que la administracién
de PMSG da como resulfado un porcentaje alto de ovocitos con  alteraciones
merfobioquimicas lo cual impide su adecuada fecundacidon o bien, en caso de ser

fertilizados con frecuencia su desarrolic embrionario es incomplete (Miller et al., 1981%).

La administracion de 4 Ul de PMSG es considera como la dosis fisioldgica a la cual el
total de los ovocitos ovulados son normales (Yun et al., 1987, 1989; Miller et al ., 1981%).
En este estudio se observd que cuando se administran dosis superovulatorias de PMSG
{20 y 40 Ul} en ratas prepuberes, el porcentaje de alteraciones morfologicas de los
ovocitos esta directamente relacionado con la dosis y el hempo de exposicion a la
hormona (Tabla i; grafica 1 y 2) Las anormalidades ovociticas (contraccién citoplasmica,
fragmentacion, partenogénesis y ausencia del cumulus copherus), aparecen a partir de
las primeras 48 h (37 y 25% con 20 y 40 Ul de PMSG respectivamente), aumentando
significativamente el porcentaje de anormalideades conforme al tiempo de exposicion
hormonal alcanzando el 62% a las 72 h con ambas dosis. Nuestros resultadas coinciden
con los descritos por Yun et al, (1987, 1989), quienes encuentran que al aumentar Ja
dosis de PMSG el nimera de ovocitos recuperados es mayor, con un alto porcentaje de

ovocitos anormales en una relacién dosis-dependiente (Yun et al, 1987 y 1989).

Uno de los efectos inducidos por la PMSG es el aumento de |a esteroidogénesis folicular.
En ratas inmaduras superovidadas, se observa un aumento en la secrecién de las
hormonas estercides ovaricas (principalmente estradicl) antes de la ovulacion (Miller
1981%), por to que se ha propuesto que este aumento estimula la maduracion anormal de
los ovocitos que s& encuentran en folicuios iniciaimente atrésicos, y/o de ovocitos que no
trenen la edad adecuada para aovular (Moor et al.,1985) Otre hallazgo que apoya nuestros
datos es que la PMSG, al igual gue la FSH, induce un aumento en el numero de uniones

comunicantes, lo que permite el intercambio de gases y nutrimenlos produciendo una
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maduracion folcular rapida e inadecuada (Hirshfield 1991). Este mismo grupo de
investigacion informa que durante fa superavulacin se estimula el funcionamiento de vias
melabdhicas alternas que favorecen las condiciones anaerobias, causando un dafio
irreversible en los organsglos y una alteracién en la homeostasis del Ca® intracelular, to
que podria estar relacionado con la activacion de ciertas endonucleasas que conducen

finaimente hacia la muerte celular {Hirshiield 1991).

Hasta hace algunos afios, se aceptaba de manera general que el proceso conocido como
necrosis era la causa fundamental de la muerte de los componentes celulares del foliculo
durante |a atresia, debide a que las caracteristicas morfologicas correspondian a muerte
por necrosis (Rosales et al, 1989, Rosado et al 1991) La identificacion de otro tipo de
muerle celular, conocido comp apoptosis con caracterisiicas bioguimicas y morfoldgicas
diferentes a la necrosis, permite revalorar fa muerte celufar del folictlo y proponer que la
apoptésis es la muerte celular a través de la cual degeneran las células de la granulosa

durante ia atresia (Hughes et al., 1991}.

Estudias recientes han permitido cambiar, el conceplo sobre los procesos que participan
en el fenomena de la atresia folicular. Algunos autores sugieren que la atresia constituye
un ejemplo de apoptosts (Guthrie et al,, 1994), mientras que olros sefalan la participacion
de fenomenos degenerativos caracteristicos de la necrosis (Rosado et al, 1991,

Ballesteros et al., 1992, Garcia et al 1997).

Nosostros proponemos apoyados en nuestros resultados, que durante ia atresia hay una
participacion activa e tmportante de los dos proceses mencionados en el parrafo anterior.
Los cambios asociados con la atresia se nician aparentemente en las células de la
granulosa, en las cuales al igual que olros tipos celulares que experimentan el fenémeno
de apoptosis. se observa que durante las etapas finales de la diferenciacion celular, se
activan endonucleasas dependientes de Ca® y Mg” ocaswonando la fragmentacion
internucleosomal del DNA, siendo ésta, una de las principales caracteristicas de la
apoptoss (Tily el al., 1992° Jolly et al 1984, Blondin et al, 1996). En algunos casos,
antes de que se activen las enzimas endonucleasas, es posible encontrar un aumento de

enzimas isosomales en el liquido folicutar y en el interior de las células de ta granutosa, o
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que podria indicar la participacion de un proceso de necrosis en las etapas tempranas de

ia atresia folcular (Ballesteros et al , 1992)

La citometria de flujo permite discriminar y cuantificar céfulas vivas, céluias en proceso de
apoptosis y células necraticas La técrica se fundamenta en las diferencias de tamafio y
la complejidad entre células necréticas y células apoptoticas, asi como en la fluorescencia
emitida por la adicidén de un fluorocromo (loduro de propidio), que se une al DNA e indica,
en celulas que no han side fyadas, que la membrana celular ha sido dafiada (Dive et al,

1992)

Nuestros resultados del estudio citométnco de las células de la granulosa de ratas
superovuladas con las diferentes dosis empleadas demuestran la presencia tanto de
apoplasis como de necrosis. En el grupo A que corresponde a 4 Ul de PMSG, tas células
obtenidas a las 70 h, se observo que el 3369 + 4 48% de las celulas de la granulosa
mostraban caracteristicas citométricas de apoptésis, bajo FSC/alto SSC y un 50.0 +
9 77% de las células mostraron caracteristicas de necrosis, alto FSC/alto SSC (Tabia I,
graficas 3 y 4) Lo anterior ndica que atin con dosis fisiologicas de PMSG existe una alta
incidencia de muerte celular en los foliculos ovaricos y que la necrosis es el tipo de
muerie que predomina en esas condiciones. Evidencias recientes (Jolly et al., 1994;
Blondin et al., 1898) han demostrado la fragmentacion internucleosomal del DNA en
células de la granulosa de foliculos morfolégicamente sanos; lo que sugiere que la
apoptdsss ocurre en estadios muy tempranos de la atresia, aln cuando no se hayan
detectado cambios morfoldgicos © bioquimicos aparentes. SiI hien, nosotros
comprobamos la presencia de apoptdsis a dosis fisioldgicas, también detectamos que la
necrosis es el tipo de muerte més frecuente bajo estas condiciones. Los resultados de
nuestro irabajo también demuestran que el uso de PMSG en dosis de 20 y 40 U tiene un
efecto importante sobre el ipo de muerte celular que sufren las células de la granulosa, y
que el iempo de exposicion a ta hormona es el factor que determina el tipo de muerte.
Cuando se administraron dosis de 20 y 40 Ul y los tiempos de recuperacion de los
foliculos fueron de 52 y 58 h, predomind la muerte por apoptosis siendo muy similares los
porcentajes para los dos horanos y las dos dasis, sin que se observaran diferencias
estadisticamente significativas. De estos resultados podemos deducir gue uno de los

efectos tempranos de la PMSG es activar el programa genético de la apoptésis en las
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celulas de la granulosa, probablemente ocasionado por la PMSG al inducr la sintesis de
proteinas disparaderas de la apoptosis, la cual requiere ademas de la sintesis de ARN la

produccion profeinas para que se presente.

Es posihle gque exmstan sefales intrafoliculares que nduzcan la actividad de
endonucleasas y ocurra la fragmentacion del DNA en las células de |a granulosa y de 1a
teca anles de que se presenten cambios morfoldgicos y funcionales asociados con la
alresia Las alteraciones del DNA intrafolicular pueden resultar en la reduccion de la
transcripaién de genes ovaricos especificos gque codifiquen proteinas riecesarias para el
mantenimiento de la integnidad folicular e inicien una cascada de eventos gue conclilyan
con ia muerte general del foliculo (Tilly et al, 1992 " En trabajos realizados con
Timocitos a los gue se les indujo‘apoptéms con glucocorlicoides, se observo un aumento
en 7 transcriplos por le gue proponen gue por lo menos 6 nuevas proteinas se expresan
antes de que haya transcurrido una hora del tratamiento, y demuestran que la apoptosis
se bloguea por la presencia de inhibidores de la sintesis de ARNm y de proteinas. Sin
embargo, esto no constifuye un fenémenc universal, ya que la apoptosis es un proceso
asincronico en el que las células se encuentran en diferentes momentos del proceso yfo

noseen diferentes mecanismos para la induccion de la apoptosis (Steller 1995; White

1993, Gerscheson 1992)

En nuestros dalos las células de la granulosa de los foliculos de las ratas tratadas con 20
y 40 Ul de PMSG mostraron para ambas dosis un patrén de muerte celular en el que se
observa un aumento en el porcentaje de necrosis, semejante al de las células
recuperadas a este hempo pero con dosis fisiolégicas (4 Ul) de la hormona, en donde la
necrosis predomina sobre la apoptosis. La fagocitosis de las células apoptoticas requiere
fa participacion de un proceso de digestion celular semgjante a la necrosis, es posible
proponer que en esle caso, € bpo de muerte que predomina durante el proceso de
alresia folicular es la necrosis, como una consecuencia del proceso apoptdtico Este
comporiamiento  puede estar relacionade con la actwidad de algunas enzimas
isosomates, responsables de los procesos inflamatonos, se ha observado un aumento en
ta actividad de fosfatasa acida en las células de la granulosa de foliculos que presentan
cambios degenerativos (Kleiman 1887). Estas investigaciones ceinciden con el trabajo de

Bafios (1996), en el que demuestra gque las dosis superovulalorias de PMSG inducen
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madificactones importantes en la fisiologia isosomal que regula los cambios bioguimicos
que acompanan el crecimiento y la maduracion folicular (ibid supra) Nuestros resultados
indican que la dosis es importante disparadora de la apoptosis cuando se pasa de una
dosis fisiolégica de 4 a 20 Ul de PMSG, sin embargo entre 20 y 40 Ul ya no se observa
un efecto importante o al menos la diferencia no es estadisticamente significativa, por lo
que en esle caso el factor determinante en el patrén de muerte que siguen las células de

la granulosa es el tiempo de exposicion a Ja hormona mas que la dosis

El grupo de Yun (1987) publicé el efecto de diferentes dosis de PMSG sobre ia integridad
funcional del foliculo. Sugiere que las alteraciones en el medio intrafolicular pueden ser
determinantes en la presentacion de las anormalidades del ovocito, principalmente
aquellas relacionadas con las concentraciones de hormonas esteroides, indicando que de
estas la mas impoertante pudieran ser los andrégenos En efecto, existe una correlacién
positiva entre los niveles de androgenos y el porcentaje de cvocitos anormales. Con la
aplicacion de 20 Ul de PMSG se encontré que el maximo en la secrecidon de andrégenos
se produjo a las 60 h, mientras que después de la inyeccidn de 40 Ul de PMSG se
tuvieron valores muy altos de andrégenos a las 52 h. Las relaciones
tiempo/dosisiconcentracion de andrdgenos precisadas por Yun y su grupo de trabajo
{1987), enire los diferentes tratamientos, coinciden con los nuestros, en los tiempos en
los cuales se presenta la disminucion en el porcentaje de viabiidad de ias células de la
granulosa Esto parece apoyar el hecho de gue la PMSG es una hormona que en dosis
superovulatorias induce la ovulacion de foliculos que ya habian comenzado el proceso de

atresia (Brawn y Tsafniri, 1980).

Es claro que las gonadotropinas y sus receptores juegan un papel mportante en la
delerminacion de las células que permaneceran funcionales y de las que estan
destinadas a morir Sabemos que las hormonas sexuales son imperiantes reguladores del
procesa de atresia, sin embargo sigue existiendo la interrogante acerca de cuales son los
mecanismos que determinan que un foliculo pierda receptores a gonadotropinas y al
mismo tiempo su capacidad para aromatizar y por lo tanto sea encaminado directamente
hacta la atresia. Uno de los pnmeros eventos de la atresia, es la pérdida de la capacidad
de las células de la granulosa para aromatizar y poder transformar andrégenos a

estrogenos, esta pérdida det sistema de enzimas aromatasas ha sido comprobada ya en
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vanas especies domésticas como son l0s porcinos {Maxson et al, 1989), bovinos
(Henderson et al, 1684) y ovinos (Carson et al , 1979), aunque esta actividad también

esla disminuida en foliculos pequefos (<5 mm) de 108 bovinos(McNatty et al 1979}

La presencia de fragmentacitn internucleosomal del DNA en folicuios clasificados
morfolagicamente como atrésicos esta relacionada con una disminucian significativa de 1a
concentracion de estradiol en el liquido folicular comparado con las concentraciones de
foliculos sanos del mismo tamafio (Mc Natty el al, 1979 Jolly et al, 1994). La muerte
celular de las células de a granulosa por apoptosis, esta regulada in vivo por estrégenos
y androgenos. La ausencia de estrogenos en animales hipofisectomizados ocasiond un
aumento del DNA fragmentado sigutendo un comportamiento tiempo dependiente y el
{ratamiento de estos animales con benzoato de estradiol previno la fragmentacion del
DNA Los androgenos tienen acclan antagonica a fa de los estrogenos por lo tanto son
capaces de producir apoptésis en células de la granulosa (Billig et al 1993}, sin embargo
el mecanismo por & cual los estrogencs desarrollan su accién antiatrésica aun no se
conoce, aunque es posible predecir que se deba a que estas hormonas esteraides
participan en ta regulacion de Ja endanucleasa dependiente de Ca*" y Mg?*. Sin embargo
la regulacion hormenal de la actividad de endonucleasa parece ser tejido dependiente ya
que los nusmos esteroides pueden mostrar acciones opuestas en tejidos diferentes (Cho-

Chung 1878; Rocco et al., 1992; Wyllie 1980: Campton and Cidiowski 1986].

Aln no es claro si los cambios en el patron de secrecion hermonal son causa o
consecuencia de la atresia, de cualquier manera lo gue es un hecho es que en la atresia
folicular la muerte celular apoptotica es fundamental en el proceso de degeneracion del
folicula Nuestros resultados parecen indicar gue las dosis superovulatorias de PMSG
muy probablemente induzcan al crecimiento y la ovulacién de foliculos que estaban
destinados o ya eslaban en el proceso de la atresia como ha sido sugerido por algunos
otros autores {(Tsafrii y Brawn 1984). Esto también explicaria el alto porcentaje de
ovocitos con alteraciones que son ovulados despues de 1a estimulacion con
gonadotropinas, por que si bien es cierto que el ovocito es cronolagicamente una de las
ulimas células que se dafian durante el proceso de la atresia (Byskow et al, 1974,
Carson et al , 1979), es muy probable que &l estimulo hormonal en la hiperovulacion solo

magnifique y/o adelante los dafios a esta célula.
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De acuerdo con nuestros resuitados los foliculos bajo tratamiento superovulatorio inician
sy estmulacion hormonal con un nivel muy alte de células muertas, ocasionado
principaimente por necrosis Esto sugiere que la PMSG  activa el programa de muerte en
Jas células de la granulosa Al respacto Yun et al, (1987) encuentran que 20 Ul de PMSG
obtienen un namero importante de ovocitos ovulados a las 60 h posteriores al tratamiento,
migntras que cuando se administra la dosis de 40 Ul el mejor rendimiento en el nimero
de ovocitos fue a las 72 h Sin embargo, transcurnidas fas primeras 12 h del tratamiento
se observan ovocios ovulados, lo cual indica que existe una gran dmamica de los
foliculos estimulados con PMSG y que el inicio del crecimiento celular no s al mismo

llempo y con la misma velocidad.
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