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RESUMEN

En la atresia folicular las células de la granulosa (CG) se pierden por apoptosis.
Mediante este proceso se eliminan la mayoria de foliculos ovaricos (99%). El
estrés oxidativo induce apoptosis en muchos sistemas celulares, de tal forma que
el equilibrio entre prooxidantes y antioxidantes tiene gran relevancia para la
supervivencia celular. La enzima Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH),
provee el NADPH que mantiene al glutation, el principal antioxidante en el ovario
en forma reducida (GSH). El objetivo de este trabajo fue determinar la actividad
de G6PDH y su contribucion al mantenimiento de las concentraciones de GSH
durante la atresia folicular de la oveja. Se utilizaron foliculos clasificados por
tamafio (4-6 mmy > 6 mm) y grado de atresia (1, 2 y 3). Se separaron las CG y el
liquido folicular (LF). La apoptosis se evalu6 mediante Anexina V-FITC. Se midi6
la actividad de G6PDH, la concentraciéon de GSH y de grupos carbonilos, mediante
espectrofotometria. Las especies reactivas de oxigeno (ERO), se detectaron con
2',7'—diacetato de diclorodihidrofluoresceina (DCDHF-DA). La concentracion de
estradiol (E), progesterona (P4) y dehidroepiandrosterona (DHEA), se determiné
mediante radioinmunoanalisis. Los resultados se analizaron con ANOVA y Tukey.
Encontramos que la actividad de G6PDH vy la concentraciéon de GSH en CG y LF
disminuyeron conforme avanzo el grado de atresia y el indice de apoptosis. Tal
comportamiento denoté un estrés oxidativo en foliculos atrésicos, como
consecuencia del aumento de ERO y de grupos carbonilos. Estos resultados
demuestran que en la apoptosis de CG de los foliculos atrésicos la actividad de
G6PDH es de gran importancia para el funcionamiento del sistema antioxidante
del GSH y la prevencion de la muerte. Ademas, observamos que la actividad de
G6PDH en CG es 10 veces mayor que en LF, mientras que la concentracion de
GSH fue menor en CG con respecto a LF. Esto permite inferir que las CG proveen
de GSH al liquido folicular para permitir la preservacién del ovocito. La relacién
E,:P, fue mayor a 1 en foliculos sanos y menor en atrésicos. La DHEA, al igual



que P4, incremento conforme avanzo el grado de atresia, lo cual permite suponer,
que la acumulacién de DHEA en foliculos atrésicos, altera ain mas la actividad de

G6PDH, incrementando el estrés oxidativo.

Palabras Clave: G6PDH; GSH; estrés oxidativo; apoptosis; atresia folicular.

Vi



ABSTRACT

In the follicular atresia the granulose cells are loss by apoptosis and by this
process the majority of ovarian follicles (99%) are eliminated. Oxidative stress
induces apoptosis in various experimental models, and because an alteration
between oxidants and antioxidants are involved in regulation of cell survival. The
glucose-6-phosphate deshidrogenasa (G6PDH) determinates the production of
NADPH necessary to maintain the reduced form of glutathione (GSH), witch is
principal the antioxidant of the ovary. This study was designed to found the
contribution G6PDH activity and GSH levels to the follicular atresia in the ewe.
Preovulatory follicles were isolated from ewe ovaries and classificated by size (4-6
mmm and > 6 mm) and by atresia stages (1, 2 and 3). The granulose cells (GC)
and follicular fluid (FF) were isolated and annexin V binding and propidium iodide
(IP) uptake was used to detect apoptotic cells in GC. The G6PDH activity, GSH
levels and carbonyl groups were measured by spectrophotometry in GC and FF.
The ROS was detected with 2',7 dichlorofluorescein diacetate (DCDHF-DA).
Oestradiol (E;), progesterone (P;) and dehydroepiandrosterone (DHEA)
concentrations were determinate by RIA in GC and FF. The results were analyzed
with ANOVA and Tukey probes. Follicles were considered healthy when the
concentration ratio of E;:P4, was > 1.0 and as atretic when the ration was < 1.0.
We found that G6PDH activity and GSH concentrations in GC and FF decreased
during the progress of atresia and with the increase of apoptosis cells. Besides,
CG showed more G6PDH activity than FF, while GSH levels were less in the CG
that in FF. These events denoted oxidative stress in atretic follicles because they
showed increase of ROS and carbonyl groups. The results show that in granulose
cells apoptotic in atretic follicles the G6PDH activity is the great importance for anti
oxidant system of GSH and for the prevention of the cell death, besides then

permit assumed that granulose cells proved of GSH to follicular fluid for optimal
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behavior for oocyte. DHEA as well as P4, increased with stage of atresia and
suggest that DHEA accumulation in atretic follicles modifies G6PDH activity and

increased oxidative stress.

Key Words: G6PDH; GSH; oxidative stress; apoptosis; follicular atresia.
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IMPORTANCIA DE LA GLUCOSA 6 FOSFATO DESHIDROGENASA
(G6PDH) EN EL SISTEMA ANTIOXIDANTE MEDIADO POR
GLUTATION (GSH) EN LA APOPTOSIS DURANTE LA ATRESIA
FOLICULAR DE LA OVEJA.

|. INTRODUCCION

El desarrollo folicular en el ovario del mamifero inicia con la proliferaciéon de CG
que rodean al ovocito, y es seguido por la diferenciacion de las células
intersticiales del estroma ovéarico que formara la capa de CT. Ambos tipos de
células proliferan para generar un grupo de foliculos antrales de los cuales
surgiran los foliculos dominantes, que seguramente alcanzaran la ovulacion y los
foliculos restantes se eliminaran por un proceso degenerativo conocido como
atresia. Hasta el momento no se conocen con precision las causas que
desencadenan la atresia folicular, sin embargo, uno de los avances mas
importantes en los Ultimos afios ha sido la demostracién de que la apoptosis, es
un evento fundamental de la atresia, que inicia en CG. Aunque trabajos recientes,
proponen que en la oveja la atresia involucra dos mecanismos de muerte celular
(apoptosis y necrosis), y que la participacion preponderante de uno de los dos
tipos depende del tamafio del foliculo (Rosales et al., 2000; Alonso et al., 2003).
Renvoize y colaboradores (1998), mencionan que ambos tipos de muerte
comparten propiedades bioquimicas que podrian ser producidas por el mismo
estimulo y soélo representar los extremos de una via Unica de muerte que
comienza con la permeabilidad transitoria de la membrana mitocondrial
(Lemasters et al., 1998), y donde el estado redox y la disponibilidad intracelular de
ATP pueden definir la via de muerte (Tsujimoto et al., 1997; Khandoker, 2001).



Durante el proceso de atresia el estrés oxidativo es de gran relevancia, y es
consecuencia del aumento en la produccién de ERO. Como se sabe estos ultimos
pueden causar alteraciones en las biomoléculas (proteinas, lipidos, carbohidratos
y DNA) y modificar sus funciones (Duru et al., 2000; Agarwal et al., 2003), por lo
que su produccidon es mantenida en un rango fisiologico, por la activacion de
sistemas antioxidantes intracelulares, sin embargo, diversas condiciones pueden
irrumpir este balance. Dada su participaciéon en la produccion de NADPH, un
reductor encargado de mantener al glutation en forma reducida, la G6PDH es una
enzima importante en la regulacién redox. El mecanismo por el cual el estrés
oxidativo induce muerte celular aun no se ha definido claramente (Lavrentiadou et
al., 2001; Agarwal et al., 2003; Lapointe et al., 2005), por lo cual resulta de gran
interés estudiar la importancia de la G6PDH en el sistema antioxidante mediado

por GSH durante la atresia folicular de la oveja (Owen et al., 2001).



IIl. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

1.-Produccién ovina en México

El ganado ovino, por su importancia social y medioambiental, ha sido una especie
en franco crecimiento a escala mundial durante los ultimos afios. En México las
explotaciones de ovinos representan un gran potencial, ya que esta especie por
sus hébitos alimenticios y tamafio, aprovechan de manera eficiente los pastizales
y permiten el mantenimiento de las actividades agrarias en zonas desfavorecidas.
Asi, mediante el aprovechamiento de los matorrales contribuyen en la limpieza de
zonas de explotacion, evitando la propagacion de incendios y por lo tanto, en la
conservacion del medio ambiente. Ademas de ser una fuente de proteinas de
origen animal, representan una alternativa viable para la diversificacion

agropecuaria y un ingreso econémico para los productores (Cuellar, 2006).

De acuerdo con los datos de la FAO, en el afio de 1998, México ocupo el lugar
namero 40 en la produccion mundial de carne de ovinos con 30, 413 Ton,
mientras que China, Australia y Nueva Zelanda ocuparon los primeros lugares con
7 519, 828; 1 250, 000 y 615, 331 Ton respectivamente (SAGAR, 1998).

En paises como Estados Unidos, tercer lugar a nivel mundial en importaciones de
carne ovina con 77, 508 toneladas, en 2004 segun el USDA (Departamento de
Agricultura de Estados unidos), el inventario de ovinos contaba con 7.8 millones
de cabezas, de los cuales 4.66 millones (59.74 %) eran reproductores y los 3.14
millones de corderos restantes para abasto. En ese afio, el hato reproductor
contaba con 3.79 millones (81.33%) de hembras, 185, 000 (3.97%) machos y 680,
000 (14.60%) corderos de reemplazo, con lo cual se logro obtener 3.14 millones

de cabezas para abasto, lo que representé 0.83 corderos por hembra al afio. En



el primer semestre del 2005, se registro el nacimiento de 3.6 millones de
corderos, lo cual indica que el parametro reproductivo parto por hembra por afio
se incremento a 0.95 (Acero, 2005). En México la produccién ovina nacional
reportada por SAGARPA en 2004 fue de 42 140 Ton de carne, 30% mas que la
de 1999. Sin embargo, este incremento no fue suficiente para cubrir las
demandas de la poblacion, ya que solo aporto el 48.9% del consumo total, por lo
gue se tuvieron que importar 44 035 Ton de carne de ovino en canal para cubrir el
mercado, con lo cual México continua siendo el principal pais importador en
América Latina y el lugar numero 6 a nivel mundial. El déficit en el abasto se debe
a que existe una baja productividad de los rebafios, ya que del inventario nacional
de alrededor de 7 millones de cabezas, el 43% son hembras (2.58 millones),
sacrificandose alrededor de 1.63 millones al afio, lo que representa una
produccion promedio de 0.6 corderos por hembra por afio (Acero, 2005; Cuellar,
2006). Lo anterior resalta la importancia de realizar estudios que coadyuven a
aumentar la eficiencia reproductiva de los hatos; en particular sobre el desarrollo
folicular en la oveja, un proceso de la biologia reproductiva que incluye
mecanismos fisiolégicos, cuya regulacion determina aquellos foliculos que
alcanzaran la ovulacién, aquellos que permaneceran en la poza de reserva y los

que seran eliminados por atresia.

2.- CARACTERISTICAS REPRODUCTIVAS DE LAS OVEJAS

2.1.- Pubertad y madurez sexual

La oveja es una especie poliéstrica estacional que tiene un ritmo anual de
actividad reproductiva, regulado por cambios en el fotoperiodo (cantidad de horas

luz diaria a lo largo del afio), el factor medioambiental mas decisivo en la



reproducciéon (Legan, 1980). Con el fotoperiodo sincronizan el momento del afio en
que deben iniciar su estacién reproductiva, de manera que la actividad sexual
inicia cuando la cantidad diaria de horas luz disminuye, lo cual ocurre a partir del
solsticio de verano. Esto permite que los nacimientos ocurran en primavera
cuando las condiciones ambientales y nutricionales son favorables, facilitando con

ello la supervivencia de las crias.

El inicio de la pubertad esta determinado principalmente por el genotipo y por
factores medioambientales como fotoperiodo y nutricion (I"anson et al., 1997), y se
ha considerado que existe una relacion directa entre pubertad y prolificidad, es
decir que razas mas precoces son también mas prolificas. Con el inicio de la
pubertad empieza la actividad reproductiva, en la hembra esta acompafiada con la
primera ovulacion y el primer incremento de progesterona plasmatica. El
fotoperiodo, la nutricion y el desarrollo corporal minimo (aproximadamente 2/3
partes del peso adulto) son determinantes para el inicio de la pubertad. El grado
optimo del desarrollo debe alcanzarse en la estacion reproductiva (Lopez
Sebastian et al.,1985), de no ser asi el periodo prepuber continua con el anestro
estacional (Fitzgerald y Butler, 1982). Este hecho condiciona diferencias en el
comienzo de la pubertad, que puede variar desde 7 meses hasta cerca de 2 afios.
El desarrollo corporal y época en que se alcanza la pubertad esta determinado por
la época de nacimiento, asi las cubriciones de otofio producen partos al final del
invierno, las buenas condiciones de alimentacion durante primavera y verano,
permiten un desarrollo sexual rapido, alcanzandose la madurez con el comienzo

de la primera estacién reproductiva en el siguiente otofio (Gonzalez et al., 2003).

En el periodo prepuber las ligeras variaciones en esteroides gonadales inhiben la
secrecion pulsati de GnRH hipotaldmico y con ello las gonadotropinas
hipofisiarias (Foster y Ryan, 1981). En la transicion del periodo prepuber a puber,
el hipotalamo pierde sensibilidad frente a los esteroides, lo que permite el

incremento de la secreciéon de GnRH y LH, e inicia el proceso que culmina con la



madurez sexual hasta producirse la primera descarga preovulatoria de LH, con lo
cual en el ovario se forma el primer tejido luteal. En realidad no ocurrié una
ovulacion, pero provoco un primer incremento de progesterona (inferior a 0.5
ng/ml), con duracibn menor a 6 dias. La desaparicién de este primer tejido trae
consigo una nueva descarga de LH, con ovulacion y formacion de un cuerpo liteo
de duracion y actividad normal (Lopez Sebastian et al., 1985). Sin embargo el
primer celo es posterior, aparece hasta que uno o varios de estos ciclos de
duracion y secrecion normal de progesterona provocan el efecto necesario para
las manifestaciones normales del celo y con ello el primer ciclo fértil (Gonzalez et
al., 2003).

2.2.- Ciclo estral

A partir de la pubertad las hembras desarrollan su capacidad para producir
gametos funcionales de forma ciclica (en la oveja cada 17 dias en promedio)
durante toda la vida reproductiva, siendo interrumpidos solo durante los periodos
de anestro. En cada ciclo se realizan de manera continua los procesos de
crecimiento y desarrollo folicular cuyo objetivo es la maduracion y liberacién de
gametos para su fertilizacion. Estos procesos estan determinados por dos
periodos: la fase folicular que dura 2 6 3 dias y corresponde con las fechas
anteriores al tiempo de ovulacion (12 a 24 h antes de terminar el estro), de las
cuales aproximadamente 30 - 36 horas corresponden al periodo de receptividad
sexual; y la fase luteinica, con la formacién del CL y un incremento en la
produccion de progesterona, que dura aproximadamente 14 — 15 dias en la oveja
(Goodman y Hoodge, 1983; Greenwald, 1994).

El crecimiento, desarrollo y maduracion de los foliculos ovéricos ocurren durante el

ciclo estral en la mayoria de los animales. De acuerdo a los eventos



endocrinoldgicos y de comportamiento folicular, el ciclo estral se ha dividido en 4
etapas: Estro, Metaestro, Diestro y Proestro. La duracion de cada una de ellas y

en conjunto del ciclo estral, varia de una especie a otra.

En el Proestro ocurre el crecimiento de foliculos en sus etapas finales (antral y
preovulatorio) debido al aumento en los niveles de gonadotropinas (FSH y LH) en
esta fase del ciclo. Algunos factores de crecimiento como el IGF, EGF y VEGF,
entre otros, también actian en conjunto con las cascadas hormonales
proporcionando el soporte necesario para el Optimo desarrollo folicular
(Elsenhauer et al., 1995).

El Estro es una etapa caracterizada por un aumento en el nivel de estrogenos
circulantes, lo cual provoca cambios conductuales en el animal para la

receptividad sexual, ademas de inducir la ovulacion (Elsenhauer et al., 1995).

En el Metaestro los Ovulos liberados se encuentran en el oviducto y hay un

incremento en la produccion de progesterona (Chun et al., 1995).

En el Diestro, si no hay fecundacion, al final de esta etapa se inicia la sintesis de
postranglandinas, encargadas de lisar el cuerpo lateo, lo que trae como
consecuencia una disminucion en los niveles de progesterona y un aumento en la
produccion de FSH y LH (proestro), iniciando nuevamente el ciclo estral
(Elsenhauer et al., 1995, Chun et al., 1995).

3.- CRECIMIENTO Y DESARROLLO FOLICULAR

La ovogénesis es el proceso de generacién de los gametos femeninos, y abarca

desde la formacion de las células germinales hasta la culminacion del proceso



meidtico que da como resultado un ovocito maduro. Este proceso se interrumpe
en varias ocasiones, por lo que se ha dividido en 3 fases: 1) Ovogénesis
propiamente dicha; 2) Crecimiento del ovocito; y 3) Maduracién Meidtica (Rosales
y Rosado, 1989).

3.1.- Ovogénesis

Esta etapa comprende la formacion de PMGs presentes en el saco vitelino durante
la vida embrionaria y el inicio de la meiosis de las mismas, en la tercera semana
de gestaciéon en el embrion humano (Pedersen, 1970) y cercano al octavo dia de
la vida embrionaria en el raton, dentro del endodermo del saco vitelino, cerca del
alantoides (Wagenen y Simpson, 1965). Por lo que se consideran de origen
extragonadal (Buccione et al., 1990). Para la generacion de las PMGs son
necesarias las BMP-4 y BMP-8b, producidas por el ectodermo extraembrionario
(Ying et al., 2000). Las PMGs migran mediante movimientos ameboideos o por
movimientos de tipo laminar sobre las células del intestino (Donovan et al., 1986)
hasta llegar a la cresta genital en formacién. Esto es dirigido por factores
quimiotacticos esteroidales asi como por el TGF-B, ambos producidos por la
gonada primordial (Godin y Wylie, 1991). La migracién de estas células esta
acompafia de una gran actividad mitotica regulada por varios factores de
crecimiento que elevan las concentraciones de AMPc y estimulan su proliferacion
(De Felici, 1993), por ejemplo, c-kit, un receptor con actividad de tirosina cinasa
gue se expresa en PMGs y su ligando KL estan presentes en toda la via migratoria
hasta la cresta genital. KL es el encargado de la sobrevivencia y proliferacion de
las PMGs (Matsui et al., 1991). Estas células una vez que han migrado y
colonizado la cresta genital (génadas en formacién), se conocen como ovogonias
(Richards, 2001).



Existe un proceso mitdtico que se restringe a periodos prenatales o bien a
inmediatos post-natales dependiendo de la especie (Mauleon, 1976), es decir, en
el doceavo dia de gestacion en el raton (Pederson, 1970) y cerca de la séptima
semana de gestacion en el humano (Van Wagenen y Simpson, 1965), mientras
que en el lemur a edad adulta las ovogonias aun conservan una alta actividad
mitGtica. En el humano las ovogonias conservan una tasa elevada de mitosis que
continua hasta alcanzar un total de 6 — 7 millones en la semana 20 de gestacion,
acompafada de una degeneracion masiva que afecta células en cualquier fase del

ciclo celular (Forabosco et al., 1991).

Después de que las PMGs colonizan el ovario, inicia un proceso de proliferacion y
reorganizacion de células somaticas mesenquimatosas y del epitelio celémico que
origina el tejido estromal que contiene PMGs rodeadas por células derivadas de la
rete ovari, precursoras de las CG; de origen mesonéfrico y el tejido estromal que

dard origen a las CT (Roy y Greenwald, 1990).

Con la interrupcion de la mitosis, las ovogonias se transforman en ovocitos
primarios e inician la meiosis. El ovocito primario es rodeado por una capa de
células aplanadas llamadas "pregranulosa", estableciendo asi el llamado foliculo
primordial (Forabosco et al., 1991). La meiosis del ovocito primario progresa hasta
llegar a diploteno o dictioteno de la profase I, en la que poco antes del nacimiento
en el caso del humano y después del nacimiento en el caso del raton, los ovocitos
guedan detenidos antes de completar dicho proceso, posteriormente se reanuda
en aquellos foliculos estimulados selectivamente para ovular y con ello culminar la
primera parte de la meiosis, también conocida como meiosis | (Greenwald y Roy,
1994).



3.1.1.- Crecimiento del ovocito

Al entrar en diploteno, el ovocito primario es rodeado de células pregranulosas. No
obstante que el proceso de reduccion cromosomico del ovocito se detiene,
experimenta un crecimiento por vitelogénesis a nivel citoplasmético y nuclear,
adquiere un nucleo grande y vesiculoso al que se ha nombrado “vesicula
germinal”, existe un incremento en la actividad transcripcional, en el nUmero de
ribosomas, mitocondrias, granulos corticales y saculos del aparato de Golgi, asi
como acumulacion de tubulina y actina, ademas de que se sintetizan proteinas
que van a formar la capa extracelular o zona pelldcida. Durante esta etapa el
ovocito continla detenido en la primera profase de la meiosis y una vez
completado su desarrollo, se diferencia morfolégica y bioquimicamente
adquiriendo la capacidad para continuar la meiosis (capacitacibn meiética),
momentos antes de la ovulacién (Payton et al., 1990).

3.1.2.- Maduracién meibtica

Las etapas finales del crecimiento del ovocito coinciden con el crecimiento folicular
en el que aumenta el nimero de capas de CG y se inicia la formacién del antro. La
secrecion de gonadotropinas estimulan el crecimiento final del foliculo (desde
antral hasta preovulatorio) y reanudan indirectamente la meiosis del ovocito (Lei et
al., 2001; Park y et al., 2004) al liberarlo del foliculo durante la ovulacion. La
meiosis reinicia con el rompimiento de la vesicula germinal, induciendo al ovocito a
entrar en la etapa de maduracibn meidtica (Richards, 2001; Themeen vy
Huhtaniemi, 2000). Al finalizar la telofase | el citoplasma se divide asimétricamente
produciendo 2 células muy diferentes en tamafio, una de ellas es pequefia y
contiene poco citoplasma (primer cuerpo polar), la otra, el ovocito secundario, es
de mayor tamafio y continuara con el proceso meiético hasta la metafase Il, donde

el proceso de division se detiene nuevamente hasta que es estimulado para
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continuar por la penetracién esperméatica. En esta etapa cada cromosoma todavia
esta compuesto por 2 cromatidas hermanas que se separaran en la segunda
division de la meiosis, cuando se distribuyen en 2 células mediante un proceso
idéntico a la mitosis, la telofase. Después de la separacion final de los
cromosomas en la anafase IlI, el citoplasma del ovocito secundario se divide
nuevamente de forma asimétrica produciendo un ovulo pronucleado y un segundo
cuerpo polar, ambos poseen una dotacion haploide de cromosomas, sin embargo
debido a esas divisiones asimeétricas del citoplasma, los évulos conservan su gran

tamafo y los cuerpos polares se degeneran (Rosales y Rosado, 1989).

4.- FOLICULOGENESIS

Las etapas de crecimiento del ovocito y de maduracion meidtica se han
considerado como una sola, la denominada foliculogénesis, sin embargo, tomando
en cuenta la participacion del estimulo gonadotropico, algunos investigadores han
optado por llamarla maduracion folicular (Hirsfield, 1991), la cual se divide en 2
etapas: 1) reclutamiento inicial y 2) reclutamiento ciclico (Fauser y Van Heusden,
1997; Kawamura et al., 2004).

4.1.- Reclutamiento inicial

Las hembras al momento del nacimiento cuentan con una dotacion fija de
foliculos primordiales (compuestos por el ovocito y algunas células de la
granulosa aplanadas o pregranulosa) que constituyen la poza de reserva en el
ovario. El reclutamiento inicial es el mecanismo que regula la salida gradual o

activacion de los foliculos primordiales para empezar su desarrollo, el cual inicia
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con el crecimiento del ovocito, seguido de la transformaciéon de las células de la
granulosa aplanadas a cuboidales, convirtiéndose de foliculo primordial a foliculo
primario (Greenwald y Roy, 1994), mientras que el resto permaneceran
quiescentes por dias, meses o afios dependiendo de la especie (McGee y Hsueh,
2000).

El foliculo primario se caracteriza por presentar una capa completa de CG
rodeadas por la ldmina basal, aunque algunos investigadores como Richards
(2001) y Smitz (2002) mencionan que en este foliculo ya se encuentran algunas
CT que se reclutaron del estroma intersticial y han comenzado a colocarse
alrededor de la lamina basal para formar lo que sera la teca interna (Richards et
al., 2001; Smitz y Cortvrindt, 2002). Durante la transicion de foliculo primordial a
primario se forma la zona peldcida (Smitz y Cortvrindt, 2002). Al parecer el
reclutamiento inicial es un proceso independiente de gonadotropinas vy
dependiente de factores de crecimiento autécrinos y paracrinos, sin embargo,
recientemente se ha establecido la importancia de estas hormonas durante todo el
desarrollo folicular, asi como su interaccion con factores producidos
intrafolicularmente como algunos factores del sistema IGF y los miembros de la
familia del TGF-B (Hirshfield, 1989); como el GDF-9 que es secretado por el
ovocito y que esté involucrado en la comunicacion ovocito-granulosa, ademas de
regular la proliferaciéon de CG (Elvin et al., 1999; McGee y Hsueh, 2000).

Sin embargo, los factores que estimulan el reclutamiento inicial no se conocen por
completo y se ha propuesto, que probablemente, los foliculos primordiales antes
de ser activados se encuentran bajo una influencia inhibitoria constante, de origen
sistémico y/o local que los obliga a permanecer inactivos y que la disminucion de
estas influencias inhibitorias y/o el aumento de factores estimuladores son los que
permiten el crecimiento inicial del foliculo (Wandji et al., 1997).
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Por otro lado se sabe que los receptores funcionales para FSH aparecen en el
foliculo hasta el estado secundario, sin embargo las células pregranulosa de
foliculos primordiales responden a activadores de la via del AMPc incrementando
la expresion de aromatasas y receptores a FSH, lo cual es indicativo de que
factores enddgenos que estimulan estd via podrian estar participando en el

reclutamiento inicial (Fauser y Van Heusden, 1997).

Entre el ovocito primario y las células pregranulosas y granulosa existen uniones
intercelulares comunicantes (Gap) presentes durante toda la maduracion folicular,
desde antes y después de la formacion de la zona pellcida, y disminuyen
paulatinamente hasta desaparecer al aproximarse la ovulacion. A través de las
uniones Gap, el ovocito puede recibir nutrientes y sustancias reguladoras del
crecimiento provenientes de las células foliculares que lo rodean, lo cual puede ser
crucial desde las primeras etapas de desarrollo folicular (Richards et al., 2001). La
transmision de sefiales y el paso de segundos mensajeros (AMPc y Ca®") de una
célula a otra permiten que la respuesta a un estimulo sea coordinada y

sincronizada (Elvin y matzuk, 1998).

Adicionalmente, en los foliculos primarios las CG ya han comenzado a adquirir la
capacidad de sintetizar algunos esteroides sexuales, ya que presentan receptores
especificos para andrégenos, los cuales ademas de servir como substrato para la
aromatizacion, en concentraciones bajas también pueden estimular la accién de la

aromatasa y la proliferacién celular (Cheng et al., 2002).

En el foliculo secundario o preantral las CG proliferan hasta formar varias capas
y empiezan a expresar los receptores funcionales a FSH y LH. Las capas interna y
externa de CT se han formado (Richards, 2001; Smitz y Cortvrindt, 2002), de las
cuales la segunda esté altamente vascularizada (Greenwald y Roy, 1994; Smitz y
Cortvrindt, 2002). Aunque los foliculos preantrales pequefios no tienen un

suministro vascular propio, la angiogénesis inicia en la teca en cuanto se
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desarrolla el antro en un foliculo y continua a lo largo del desarrollo folicular (Wulff
y col., 2001). Son dos las redes concéntricas de vasos sanguineos que se llegan a
formar y que se dirigen hacia la teca interna y la teca externa, sin llegar, en un

foliculo integro, a penetrar la granulosa (Neeman, 2002).

Diversos estudios realizados en ratas indican que el desarrollo de foliculos
primordiales y primarios, hasta la fase preovulatoria y segun el estado en que se
encuentren, requiere de diferentes factores estimuladores y de sobrevivencia
(Richards, 2001). Aunque el mecanismo exacto para iniciar el crecimiento de un
grupo de foliculos primordiales se desconoce, se ha comprobado que FSH,
activina y GDF-9 estimulan el crecimiento y diferenciacién de foliculos primarios y
secundarios (McGee y Hsueh, 2000).

4.2 .- Reclutamiento ciclico

El reclutamiento ciclico inicia con el establecimiento del ciclo estral después de la
pubertad. Una vez que se activa el eje hipotalamo-hipofisis-gbnada, los niveles de
gonadotropinas se manifiestan de forma ciclica y el desarrollo folicular ocurre por
el aumento de FSH circulante que rescata de la atresia a un numero limitado de
foliculos antrales. El foliculo adquiere entonces el nombre de foliculo antral o
terciario y bajo la accién de los estrégenos incrementa y acumula liquido folicular
en los espacios intercelulares de la granulosa y forma una cavidad llamada antro
(Smitz y Cortvrindt, 2002). La acumulacion de liquido tiene como fin proveer de un
medio endocrino especial al ovocito y a las CG, ya que contiene proteinas
plasmaticas, mucopolisacéaridos, electrolitos, gonadotropinas, esteroides sexuales,
factores de crecimiento, citocinas, EROs y antioxidantes (Aten et al., 1992; Attaran
et al., 2000; Din y Ornar, 2002).
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Aparentemente la FSH es el principal estimulo para los foliculos capaces de
continuar su crecimiento hasta foliculo antral grande, de donde surgiran los
foliculos dominantes, cuya principal caracteristica es su gran tamafo y
capacidad esteroidogénica que le permiten escapar de la atresia. Después de que
el foliculo es seleccionado como dominante continda su crecimiento hacia estado
preovulatorio (conocido también como foliculo de Graaf) y finalmente alcanzara
la ovulacion (Zeleznik y Benyo, 1994; McGee y Hsueh, 2000). Este tipo de
foliculos contienen ovocitos que terminaron su etapa de crecimiento y son

competentes para reanudar la meiosis (McGee y Hsueh, 2000).

El paso de un foliculo preantral a antral, asi como todos los procesos que
participan (division y diferenciacion celular, esteroidogénesis, etc.), pueden estar
influenciados por la accion sinérgica de gonadotropinas. Sin embargo, varios
estudios han demostrado que la interaccion granulosa-teca tiene también un papel
muy importante en esta etapa del desarrollo folicular (Elvin, 1999), esto a través
de la liberacién de algunos factores de crecimiento como: 1) el KGF (Parrot y
Skinnner, 1998); 2) el HGF (Eppig et al., 1998) y 3) el KL (Elvin et al., 1999) y el
GDF-9 entre otros (tabla 1). EI KGF y el HGF son producidos por CT y regulan el
crecimiento de CG y la esteroidogénesis. El KL es sintetizado por CG y regula la
liberacién de los dos anteriores en CT, al mismo tiempo que regula la liberacién de
algunos factores de crecimiento por parte del ovocito (Parrot y Skinner, 1998).
GDF-9 induce la division de las CG en dos poblaciones: las del camulus (que
rodean al ovocito) y las del muro (que se encuentran en la periferia del antro). En
ambas modula la expresion de genes, en células del camulus por ejemplo, regula
la expresion de dos genes que controlan su expansion: la hialuronidasa sintetasa-
2 (HAS-2) y la cicloxigenasa-2 (COX-2). Tambien modula la esteroidogénesis al
estimular la expresion de la proteina StAR (reguladora de la esteroidogénesis)
(Elvin et al., 1999), disminuye el numero de receptores a LH en las células del

cumulus y los aumenta en células del muro (McGee y Hsueh, 2000).

15



Podria ser que la dominancia en un foliculo resida en la presencia de un mayor
namero de receptores para FSH, LH y a receptores a y B de estrogenos, ademas
de la presencia de proteasas especificas para las proteinas de unién al IGF como
la IGFBP-4. Debido a que la IGFBP-4 tiene alta afinidad por IGF, la disminucion
en los niveles foliculares de esta proteina conlleva al incremento en la interaccion
de IGF con su receptor, a su vez IGF sinergiza con FSH para promover tanto el
crecimiento folicular como la aromatizacion, lo que resulta en el incremento de la
capacidad esteroidogénica del foliculo dominante. Por lo tanto la FSH es el
principal factor de sobrevivencia que rescata a los foliculos antrales tempranos de
la atresia durante el reclutamiento ciclico. Una vez que el foliculo antral alcanza
gran tamafio, produce factores locales de crecimiento, incluyendo algunos factores
antiatrésicos que intervienen en el crecimiento final (ver tabla I). Sin embargo
hasta el momento no se conoce un mecanismo que determine exactamente como
se propicia la maduracién folicular (McGee y Hsueh, 2000; Smitz y Cortvrindt,
2002).

Los estrégenos ejercen un efecto positivo sobre los foliculos dominantes, al mismo
tiempo el foliculo dominante libera algunos factores inhibidores del crecimiento
como la inhibina y la foliculoestatina. Los estrégenos y la inhibina causan una
retroalimentacion negativa sobre el eje hipotalamo-hipdfisis para la liberacion de
FSH, por lo que el resto (los foliculos subordinados) se quedara sin el aporte
gonadotropico para continuar su crecimiento y por consiguiente iniciaran el

proceso de atresia (Fauser y Van Heusden, 1997).

Durante el reclutamiento ciclico, sélo un ndmero limitado de foliculos sobreviven
mientras que la gran mayoria siguen el camino hacia la atresia. Aunque en el
establecimiento del foliculo dominante y de los subordinados, estan involucrados
mecanismos que aun desconocemos, en los Ultimos afios se han tenido
importantes avances que nos permiten saber que el rapido crecimiento que tienen

los foliculos dominantes es producto de altos niveles de factores de crecimiento

16



autocrinos y paracrinos que estimulan su vasculatura y por ende la mayor
afluencia de gonadotropinas hacia los foliculos elegidos que alcanzaran la

ovulacion (McGee y Hsueh, 2000).

4.3.- Hormonas que intervienen en la maduracion folicular.

4.3.1.- Hormona estimulante de los foliculos

Los foliculos primordiales pueden iniciar su crecimiento en ausencia de
gonadotropinas, sin embargo el crecimiento final de los foliculos preovulatorios es
estrictamente dependiente de ellas, principalmente de FSH, cuyos requerimientos
incrementan con la proliferacion de CG y del mismo crecimiento folicular que
llevan a la separacién espacial de las células del cimulus de las del muro; proceso
que necesita la regulacion de factores y hormonas que provienen de CG del muro
o del complejo cumulus/ovocito dependientes de PKA. Dado que el crecimiento de
los foliculos es avascular, son los gradientes de factores los que al parecer
establecen las zonas y los microambientes foliculares. Se ha mostrado que FSH y
estradiol, estimulan la proliferacién celular aumentando los niveles de ciclina D2
(regulacién a la alta) via AMPc, conduciendo a la célula a la fase S del ciclo
(Robker, 1998, Orly, 2000).

4.3.2.- Estrégenos

Los estrogenos potencian la accion de las gonadotropinas, por si solos son
incapaces de mantener la actividad mitogénica y necesitan de otros factores
provenientes de CG, CT y ovocito, entre ellos el IGF 1 y Il, asi como sus receptores
(tipo | y tipo II) (Webb et al., 1999; Monget y Bondi, 2000). Ambos ligandos son
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indispensables durante la maduracion folicular debido a sus efectos mitogénicos, a
su accion potenciadora de los efectos de FSH (Abel et al., 2000) sobre la
esteroidogénesis a través del citocromo P450 aromatasa, ademas de estimular la
formacién de receptores para FSH (Richards, 1994, 2001) y LH por lo que su
expresion esta directamente relacionada con la supervivencia y proliferacion de las
CG (Zhang et al.,, 2001). Después de que el foliculo es seleccionado como
dominante continla su crecimiento hasta entrar en el estado preovulatorio o
foliculo de Graaf y a medida que llega a su madurez, aumenta la secrecion de
estrogenos llegando a producir un pico antes de la ovulacion (Robker y Richards,
1998).

Una vez que se incrementa la sintesis de P450arom y por consiguiente la sintesis
de estrogenos, estos ultimos son transportados rapidamente a las células vecinas
a través de la membrana celular por difusion simple (Nilson et al., 2001), se unen a
Su receptor estrogénico citoplasmico de tipo a, mediante el dominio de unién al
ligando (LDB), unién de tipo no covalente, tras la homodimerizacion o
heterodimerizacion interactia con las fracciones nucleares del SRE (interaccion
del dominio de union al DNA del receptor con el Elemento de Respuesta a
Esteroides del DNA) para la activacién de la transcripcion génica. Son mdltiples
las regiones del receptor que intervienen en la activacion de la transcripcion,
aungue existen dos areas especificas conocidas como factores amplificadores de
la transcripcién -1y -2 (TAF-1 y TAF-2) que permiten la transcripcion inducida por
regiones promotoras (secuencias cortas de DNA), indispensables para iniciar la
transcripcion y sintesis de RNAm. Una vez que los estrogenos se unen a su
receptor del tipo a, induce la sintesis de factores de transcripcién esenciales para
la fase de sintesis (Fase S) y proteinas nucleares como la histona H1 fundamental
para el inicio de la fase mitogénica (Fase M) del ciclo celular. Al mismo tiempo
induce la sintesis del ERB, que al unirse con su ligando disminuye el nivel de
receptores a estrégenos, por lo cual el ER[ parece tener un papel modulador de la

expresion génica (Nilsson et al., 2001).
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4.3.3.- Andrégenos

En trabajos realizados por Robker y Richard en 1998, observaron que en los
foliculos antrales tempranos, los andrégenos llevan a cabo una funcion muy
similar a la de FSH estimulando la sintesis de algunos reguladores positivos del
ciclo celular como la ciclina D2 y la sintesis de otras proteinas como P450arom y
PCNA via AMPc, ademas de disminuir los niveles de dos inhibidores del ciclo

celular, p27 y p2l, por lo que su actividad mitogénica es mayor que la de FSH.

4.3.4.- Hormona luteinizante

Durante la maduracién folicular el ovocito crece y adquiere la maduracion meiética
(Eppig et al, 1998) que lo hace competente para la fertilizacion. La LH tiene como
funcién principal en el ovario, liberar al ovocito para reanudar la meiosis. En las
CG durante el crecimiento folicular se induce la expresion de la enzima aromatasa,
asi como del receptor a LH. La aromatasa se encarga de convertir andrégenos a
estrogenos. Al aumentar los niveles séricos de estrogenos se incrementan los de
LH, la cual rapidamente actla sobre las CG de foliculos preovulatorios para
terminar con la expresién de genes involucrados en el crecimiento folicular y
estimula la expresién de los genes requeridos para la ovulacion y luteinizacién
(Richards, 1997; 2001), incluyendo el receptor de progesterona (Park et al., 2004)
y la enzima COX2, y junto con la inhibicié de la expresion de genes como la ciclina
D2 se incrementa la expresion de inhibidores del ciclo celular como p21 y p27
(Robker y Richards, 1998), con lo que se induce la salida de CG del ciclo celular,
ademas de favorecer la luteinizacion (Richards, 1994; 2001). Por ello, la
regulacion de la proliferacion y diferenciacion celular por parte de las
gonadotropinas, establece un balance alternado de reguladores positivos y
negativos del ciclo celular (Sicinski et al., 1996; Robker y Richards, 1998;

Kawamura et al., 2004).
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4.3.5.- Prostaglandinas

Al inducirse la luteinizacion y el aumento en la produccion de progesterona,
también se induce la sintesis de prostaglandinas E y F, asi como otros
eicosanoides indispensables para la ruptura del foliculo. Una vez que las
prostaglandinas E y F aumentan en el liquido folicular y alcanzan un pico en el
momento ovulatorio, actian sobre el musculo liso permitiendo su contraccion,

ayudando de esta manera a la expulsion del ovocito (McGee y Hsueh, 2000).

5.- OVULACION

La ovulacién es el proceso de ruptura del foliculo y liberacion de un ovocito
maduro. Se considera que LH es el estimulo fisioldégico que inicia este proceso, al
actuar directamente sobre las CG rompiendo las uniones Gap para la reanudaciéon
de la meiosis del ovocito. En el foliculo estimula la produccion de AMPc, la
activacion de PKA vy la sintesis de estradiol. LH también inactiva la 17a-hidroxilasa
y por lo tanto induce un incremento de progesterona y de otros esteroides con
funciones oxigénicas, que labilizan la membrana lisosomal y modifican las
propiedades de permeabilidad de otros organelos, incluyendo la membrana
plasmatica, también son estimuladores del AP tisular presente en los foliculos
maduros. Las gonadotropinas inhiben la produccién de inhibidores (tipo 1, tipo 2 y
nexina) del AP e inducen su secrecién, los cuales actlan sobre el plasminégeno
presente en el liquido folicular y los tejidos ovéricos, para convertirlo en plasmina,
una enzima que actua sobre la colagena debilitando y degradando el tejido
conectivo. No obstante del efecto de los esteroides arriba mencionados, las
prostaglandinas tienen un efecto labilizador de la membrana lisosomal mas
importantes aun que los esteroides. PGF,a por su accion vasoconstrictora reduce

el flujo sanguineo y actia sobre las fibras musculares para aumentar su
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contraccion. Otro de los factores que contribuye en la ovulacion es la
distensibilidad de la pared folicular, lo cual contribuye al crecimiento final del

foliculo y a su protrusiéon sobre la superficie del ovario (Rosales y rosado, 1993).

Espey (1980) propuso que uno de los efectos del pico de gonadotropinas era la
induccion de una reaccion inflamatoria en la pared de los foliculos maduros, lo
cual podria estar apoyado por la presencia de serina proteasas, particularmente
del activador del plasmindgeno, y por actividad colagenolitica, ambos eventos
presentes en los procesos inflamatorios agudos. A este ultimo respecto, poco
antes de la ovulacion los ovarios se hacen hiperémicos (Tanaka et al., 1989) con
un aumento en la dilatacién y la permeabilidad vascular; con estos cambios
draméticos tambien se da un aumento local en la concentracion de factores
vasoactivos, que normalmente ocurren durante la inflamacion, como
prostaglandinas (Espey et al., 1986), histamina y de algunas sustancias de las
llamadas cininas, como la bradicidina (Yoshimura et al., 1988). Otras sustancias
que se incrementan durante la ovulacion son las llamadas kalicreinas, péptidos
con actividad proteolitica, generados por la liberacion del factor de Hageman en
los sitios donde acontece la reaccion inflamatoria. Las kalicreinas rompen otros
péptidos como los cininogénos y origina la liberacién de cininas (bradicidina y
kalidina). El sistema kalicreina-kalidina activa la fosfolipasa A2 y por tanto
promueve la sintesis de prostanoides, con lo cual posiblemente estos
componentes de la reaccion inflamatoria participan en el mecanismo de ovulacién
induciendo la sintesis de prostaglandinas, molécula caracteristica del proceso
ovulatorio (Rosales y Rosado, 1993).

La presencia de estas actividades tripsinoides, ademas del activador del
plasminégeno y la plasmina, indican que son necesarias varias enzimas
hidroliticas ademas de la colagenasa, para la degradacion del tejido conectivo que

rodea al foliculo.
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Adémas se ha podido demostrar la presencia de tejido muscular liso en el estroma
cortical y en la teca externa de los foliculos, que aunado a la presencia de
substancias estimuladoras de la contraccion del mdsculo liso, como las
prostaglandinas, han llevado a pensar que la contractibilidad del musculo liso
participa parcialmente como uno de los factores que desencadenan la ovulacion;
ya que ésta aumenta conforme se aproxima el tiempo de ovulacion (Rosales y
Rosado, 1993).

Todos estos eventos encadenados conducen a la ruptura de la pared folicular y a
la liberacidon del ovocito (Chun et al., 1994). Posteriormente, las CG adyacentes a
la membrana basal aumentan de tamafio y cierran el foliculo, adquiriendo
apariencia vacuolada y un pigmento amarillo (luteina) convirtiéndose en células

luteinicas que formaran el CL (McGee y Hsueh, 2000).

6.- CUERPO LUTEO

El CL es una glandula transitoria formada por tejido heterogéneo constituido por
diferentes tipos celulares incluyendo células endoteliales, células luteas grandes y
pequefias, asi como células inmunes (leucocitos y macrofagos) y células
musculares lisas, todos ellos interactian entre si a través de sus productos
secretados, para asegurar el crecimiento y desarrollo del CL normal, inclusive
algunos de los productos actian como reguladores intraovaricos. La formacion del
CL, inicia por una serie de cambios bioquimicos y morfolégicos en las CT interna 'y
CG de los foliculos preovulatorios para dar origen a las células luteas pequefias y
grandes respectivamente (Villavicencio et al., 2002), capaces de producir una gran
cantidad de progesterona (Neiswender et al., 2000; Demeestere et al., 2005). Es
decir, cada foliculo ovulado da lugar a un CL. La diferenciacion de células

foliculares (cuya funcion principal era producir estradiol) a células lateas (que
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ahora produciran progesterona), esta dada principalmente por el incremento en la
expresion de enzimas que convierten el colesterol a progesterona (P450 ssc y 3B-
HSD) y el decremento en la expresion de aquellas que participan en la sintesis de
estrogenos (P450arom) (Spaczynski et al., 2005).

Después de la ovulacion, la cavidad antral del foliculo se llena de sangre, razén
por la cual a esta estructura se le denomina primariamente cuerpo hemorragico.
Una vez que inicia la diferenciacion de las células foliculares poco antes de la
ovulacion, las células luteas empiezan a proliferar rdpidamente hasta formar una
masa compacta de células a la que propiamente se llama CL (Neiswender et al.,
2000; Rathbone et al., 2001).

Al igual que un foliculo, el CL necesita un soporte hormonal para poder
desarrollarse. Este soporte estd dado principalmente por LH, la cual promueve la
actividad de las enzimas P450ssc y 3B-HSD (Hadley, 1996) para la sintesis de
progesterona (Rueda et al., 2000). Estas 2 hormonas son fundamentales para las
sobrevivencia de las células luteas (Peluso et al., 2000). El desarrollo del CL esta
favorecido ademas por otros factores de crecimiento y hormonas entre los que se
encuentran: el IGF, VEGF y la GH (Fraser et al., 2000; Boonyaprakob et al., 2003).

6.1.- Angiogénesis

Angiogénesis, se refiere al proceso que lleva a la generacion de nuevos vasos
sanguineos a partir de los preexistentes. Este proceso incluye la degradacion de la
membrana basal de los capilares a través de los cuales migran algunas células
endoteliales (formando un brote) que proliferan para crear un nuevo lumen y la
maduracién de los vasos sanguineos. Es un proceso complejo en el cual se

mantiene un balance entre promotores e inhibidores. En la maduracion y
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formacion del CL, participa el VEGF, FGF, IGF y la angiopoiteina (Gioacchini et al.,
2005).

Una caracteristica importante durante el desarrollo del CL es su gran demanda
metabolica debido a la elevada tasa de crecimiento, lo cual implica un mayor
desarrollo de vasos sanguineos para satisfacer las necesidades de oxigeno y
nutrientes de esta glandula, por lo que VEGF, un potente mitbgeno de células
endoteliales juega un papel importante en la formacién de vasos sanguineos
durante la formacién del CL que le permite cubrir estas demandas (Ferrara y
Smyth, 1997); por ejemplo el flujo sanguineo disminuye ligeramente poco después
de la ovulacién, pero se incrementa gradualmente en forma paralela conforme
incrementa el volumen y las concentraciones de progesterona. En las ovejas un
foliculo ovulado pesa alrededor de 40 mg y tiene que desarrollarse a un CL
maduro de entre 600 y 700 mg en 3 6 4 dias (Niswender et al., 2000). El aumento
en la angiogénesis del dia 2 al 5 del ciclo estral, refleja el desarrollo de un CL
normal, que exhibe periodos regulares de crecimiento dividido en 3 etapas:

angiogénesis, funciénamiento y lutedlisis o regresion del CL (Sayre et al., 2000).

Algunos estudios han demostrado que IGF estimula la sintesis de progesterona en
el CL de rata cuando las células son estimuladas simultdneamente con IGF y
hCG. Resultados similares han sido encontrados en células luteas humanas en
donde un incremento de IGF-I estimula la sintesis de progesterona. Ademas IGF
induce un incremento de estradiol por las CG luteinizadas en el humano y en las
células lateas en cultivo. Por lo tanto esos resultados indican que IGF-I participa

en la regulacion de la funcion esteroidogénica en el humano (Ferrara, 2004).
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6.2.- Funcionalidad

La maxima actividad esteroidogénica en el cuerpo lateo ocurre durante la mitad de
la fase luteal con la produccion de progesterona y estradiol (Okuda et al., 2004).
Algunos reportes en cultivo de células liteas de bovino muestran que IGF-I
incrementa la sintesis de DNA, la secrecion de progesterona y potencializa la
capacidad de unidén de LH con su receptor lo que lleva a un incremento en el
efecto luteotroéfico de esta hormona (Woad et al., 2000). También se ha observado
que en las novillas con un balance energético negativo presentan decremento en
el desarrollo del CL, asociandose a una disminucion en las concentraciones
circulantes de IGF-I y del contenido de progesterona en el CL (Yung et al., 1996).
Por otra parte, en el bovino se ha visto un incremento en el mRNA del IGF-I entre
el dia 5y 15 del ciclo estral, mientras que la expresion del IGF-II tiende a disminuir
(Word et al.,, 2000). Para el caso de VEGF, los resultados encontrados por
Boonyaprakob y colaboradores (2003), demostraron que la expresion de VEGF y
sus receptores en el CL se mantienen sin cambios importantes a lo largo de

diestro.

6.3.- Lutedlisis

En la oveja cuando un ovocito ovulado no es fecundado el CL sufre un proceso de
regresion denominado lutedlisis alrededor del dia 14 6 15 del ciclo estral
(Goodman y Hudge, 1983) y el dia 16 en el bovino (Zheng et al., 1994); ello como
resultado de la liberacién pulsétil de PGF,a por parte del endometrio (Okuda et al.,
2004). El efecto luteolitico de PGF,a esta dado principalmente por su accién
vasoconstrictora sobre el endotelio vascular que irriga al CL, ocasionando un
menor aporte de nutrientes, oxigeno Yy colesterol necesario para la
esteroidogénesis. También se ha sugerido que esta hormona puede tener un

efecto directo sobre los receptores a hormonas luteotrépicas, captacion de
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colesterol por la célula, expresion de enzimas esteroidogénicas y transporte de
colesterol hacia la mitocondria (Niswender et al., 2000). La involucién también
puede ser debida en parte a la disminucion del mRNA que codifica para las
enzimas esteroidogénicas, de actividad de las enzimas y/o a la disminucién en el
namero de células que componen el CL. Previos estudios indican que los
mecanismos de muerte celular programada pueden estar involucrados en la
involucion del CL en ratones, ovinos, bovinos y humanos (Rueda et al., 1997;
Sayre et al., 2000; Ifiguez et al., 2001).

La disminucién en la producciéon de progesterona observada durante la lutedlisis
coincide con el incremento de una de las proteinas de unién a IGF, la IGFBP-1.
Las proteinas de unién y los receptores a IGF, regulan la accibn metabdlica de
IGFs en el CL. IGFBP-1 inhibe la accion luteotrépica del IGF-1 y conduce a la lisis
de CL. Con la edad del CL tambien se incrementa la cantidad de IGFBP-1, lo que
sugiere que IGF-1 y IGFBP-1 regulan la vida del mismo (Sayre et al., 2000; Hasti y
Haresign, 2005).

En roedores la involucion del CL se ha relacionado con el incremento de ERO,
principalmente O," y H,0,, estas moléculas pueden generar dafio en las
membranas plasmaticas de las células luteas provocando: perdida de receptores a
gonadotropinas; disminucion en la formacion de AMPc y en la capacidad

esteroidogénica (Marquez y Lépez, 1997).

7.- FACTORES QUE INTERVIENEN EN LA MADURACION
FOLICULAR

El desarrollo folicular y ovocitario dependen de la interrelacién entre diversos

factores de crecimiento (que se resumen en la tabla 1 y se describen mas
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adelante), de las concentraciones seéricas de gonadotropinas (FSH y LH) a lo largo
del ciclo reproductivo, de los esteroides periféricos e intrafoliculares (Kably et al.,

2003), asi como del equilibrio en la produccion de ERO y de la eficiencia de los

sistemas antioxidantes (Knapen et al., 1998; Dinara et al., 2001).

Tabla I. Algunos factores que intervienen en la maduracién folicular.

Factor Sitio de expresion Funcion
KL Células de la granulosa Estimula la mitosis y el inicio del crecimiento folicular.
Tiene actividad mitogénica sobre la granulosa.
Inhibe la expresion de BMP-15.
Se requiere para la expresion del FGFb.

c-kit Células germinales | Al parecer estimula la activacion de foliculos primordiales.
primordiales, teca y ovocito.

FGFb Células germinales | La interaccion de KL y el FGFb favorecen la transicién de foliculo
primordiales y en granulosa de | primordial a foliculo primario.
foliculos en desarrollo.

BMP-7 Células de la teca Promueve la transicion de foliculo primordial a foliculo primario e

incrementa la proliferacion de células de la granulosa.

LIF Células de la granulosa Promueve la diferenciacion, crecimiento y proliferacion celular en

la transicion de foliculo primordial a primario.
Incrementa la expresion de KL.

Actlia en sinergismo con FGF-7, BMPs, KGF y KL
Tiene efecto antiapoptotico.

TGF-B En ovocito al principio del|Influye sobre la proliferacion celular desde la fase primordial
desarrollo folicular y en teca en | hasta la fase antral.
etapas mas avanzadas.

IGF-I Células pregranulosas y | Estimula la sintesis de DNA y la actividad de la aromatasa.
granulosa durante el desarrollo | En estados de desarrollo avanzado amplifica la accién de las
de foliculos preantrales. gonadotropinas (FSH) y regula los niveles de ERB.

IGF-II Células de la teca. Estimula la mitosis en células de la granulosa.

EGF Teca y se deposita en liquido | Es un mitégeno al cual responden las células de la granulosa.
folicular.  Sus receptores se | Su accién es potenciada por IGF-I.
encuentran en células de la
granulosa.

PGF Células de la granulosa. Participa en la diferenciacion de la granulosa y actia sobre la

produccion de prostaglandinas.

OMI Células de la granulosa. Previene la reanudacion de la meiosis hasta el inicio del pico

preovulatorio de LH.

GDF-9 Ovocitos en crecimiento de | Evita la proliferacion acelerada de células de la granulosa y
foliculos primarios y | estimula la presencia de células de la teca.
secundarios.

GDF-98 y|En ovocito en estados |Estimula la expresion de KL en células de la granulosa.

BMP-15 tempranos de desarrollo | Probablemente tiene actividad mitogénica sobre las células de la
folicular. granulosa en foliculos preantrales.

Regula la citodiferenciacion y expansion de células del cumulus.

KGF Células de la teca Regula el crecimiento de células de la granulosa y la

esteroidogénesis.

HGF Células de la teca Participa en la proliferacion de células de la granulosa y

maduracién del ovocito.
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7.1.- Kit Ligand

KL, también conocido como stem cell factor o steel factor, es responsable de la
activacion de foliculos primordiales (Hirshfield, 1989) y se produce en CG
(Flanagan y Leder, 1990; Huang et al., 1990). Su receptor c-kit, con actividad
tirosina cinasa, se expresa en PMGs, ovocito (Packer et al., 1994; 1996; Yoshida
et al., 1997) y en estados mas avanzados del desarrollo en CT (Parrot y Skinner,
1998; Otsuka y Shamasaki, 2002). Cuando las CT comienzan a rodear al foliculo,
son capaces de estimular positivamente la produccion de KL que a su vez
estimula la sintesis de KGF y HGF, estableciendo un tipo de retroalimentaciéon
positiva con factores de origen paracrino que estimulan la proliferacion de CG y la
maduracion ovocitaria, de esta forma la cooperacion que existe entre las CT y CG
favorece la viabilidad del ovocito en los foliculos preantrales tardios (Hirutsugu et
al., 1999).

7.2.- Factor de Crecimiento Fibroblastico Basico

El FGFb estimula la proliferacion de células epiteliales y fibroblastos, ademas de la
angiogénesis. El receptor del FGFb se localiza en ovocito y en CG, en todos los
estadios del desarrollo. Su funcion principal es evitar la apoptosis de las CG
(Trolice et al., 1997) y aunque el mecanismo por el cual esto ocurre aun se
desconoce, es un factor esencial para el crecimiento folicular (Ojeda y Dissen,
1994; Peluso et al.,, 2001). Actualmente, se considera de gran importancia su
interaccion con KL en la transicion de foliculo primordial a primario. Ademas el

FGFb potencializa las acciones de KL (Peluso et al., 2001).
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7.3.- Factor de Crecimiento Insulinoide

Los IGFs o somatomedinas (Schneider et al, 2003) son hormonas polipeptidicas
que se presentan en 2 formas: IGF-I y IGF-Il, de los cuales IGF-1 actia como
estimulador del crecimiento (Sanders y Debuse; 2004), se secreta principalmente
en higado, en respuesta a GH (Torrado y Carrascosa, 2003). Los receptores a
IGF-I estan distribuidos en cerebro, hipofisis, gonadas, musculo esquelético y
tracto reproductivo (Codner y Cassorla, 2002, Schneider et al., 2003). IGF-I
estimula el inicio del crecimiento folicular, en la pregranulosa a través de un
receptor de membrana de la familia "tirosina cinasa”, que estimula la actividad de
la aromatasa e indirectamente la replicacion del DNA, asimismo se sabe que en
estados de desarrollo avanzado se encuentra en CG y amplifica la accion de las
gonadotropinas, mientras que el IGF-1l se encuentra en CT interna y estimula la
mitosis en CG, por lo que ambos intervienen en la proliferacion y diferenciacion
de estas celulas (Adashi, 1998; Monget et al., 2002; Mazerbourg et al., 2003). Las
concentraciones foliculares de IGF-I incrementan conforme aumenta el tamafio

del foliculo, mientras que IGF-II no presenta cambios (Hasti y Haresign, 2005).

La bioactividad de IGF, esta regulada por 6 proteinas de unién conocidas como
IGFBP-1, -2, -3, -4, -5y -6, que presentan alta afinidad por ellos, cuando se unen
a los IGFs prolongan su vida media y bloquean sus funciones. Las
concentraciones de IGFBP -2, -4 y -5 disminuyen durante el crecimiento folicular
y aumentan durante la atresia en todas las especies (Fraser et al., 2000; Ifiguez
et al., 2001).

Ademas IGF | tiene un importante efecto anti-apoptético en varios tejidos, ya que
regula la concentracion de diversos miembros de la familia de Bcl2 (Abel et al.,
2000), estimula a su propio receptor para incrementar la replicacion del DNA, la

proliferacion y supervivencia celular de la teca interna (Babu et al., 2000 y 2001).
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IGF-I tiene un papel dual en la regulacion del foliculo, actia conjuntamente con
FSH como un mediador autécrino del crecimiento de CG y, en ausencia de FSH,
como un regulador paracrino de la proliferacion celular del camulus oophurus en
foliculos antrales pequefios (Sirotkin y Makarevich, 2002). Por otro lado, en el
humano IGF-I es un potente regulador de la sintesis de estradiol en células de la
granulosa y de progesterona en células lateas, ademas aumenta la proliferacion
de CG en foliculos pequefios, y estimula la secrecion de progesterona en
foliculos grandes (Holly et al., 1999). Asi, en el humano IGF-I estimula el
desarrollo de foliculos primordiales y puede ser un factor importante en el inicio

del crecimiento folicular (Torrado y Carrascosa, 2003).

7.4.- Factor de Crecimiento Epidérmico

En condiciones in vitro, el EGF tiene propiedades mitogénicas en CG del bovino,
porcino, conejo, cobayo y humano, donde su accién es potenciada por la
presencia de otros factores de crecimiento como IGF-I (Rajarajan et al., 2005). En
la cabra, el EGF estimula la formacion de uniones comunicantes, las cuales estan
formadas principalmente por Cx43. Melton y col., (2001) reportan cantidades
substanciales de Cx43 detectadas inicialmente en CG, seguidas por la activacion
del desarrollo folicular, sugiriendo una asociacion entre el aumento de las uniones
intercelulares tipo Gap y el inicio del crecimiento folicular. Estos datos son
apoyados por Bolama y colaboradores (2002) donde encuentran que EGF
promueve en el foliculo preantral la expresion de proteinas Cx43 para la formacién

de uniones tipo Gap.

Por otro lado, la exposicion in vitro de CG al EGF estimula su proliferacion e
incrementa la afinidad a FSH (May et al., 1987; Mao et al., 2004; Andrade et al.,
2005), causando un acelerado crecimiento de foliculos preantrales hasta llegar a

ser antrales. En el humano el EGF estimula la actividad de la aromatasa y por
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tanto la produccion de estrogenos (Misajon et al., 1999), no asi en otras especies
como la oveja y la cabra, donde su efecto esteroidogénico esta dirigido hacia la
produccion de progesterona (Murray et al., 1993; Bel y Pandey, 2001). Aunque no
se ha entendido por completo el mecanismo de accién de EGF, se ha propuesto

que su presencia contribuye a evitar la atresia folicular.

7.5.- Factor de Crecimiento Derivado de Plaguetas

El PDGF es de los factores de crecimiento que se encuentran en mayor cantidad
en suero mas no asi en plasma, es una glicoproteina, formada por 2 peptidos:
PDGF A y PDGF B (Pimentel, 1987). En la rata estimula la secrecion de FSH,
induce la expresion de los receptores para LH y la produccién de progesterona
(Battista et al., 1989; May et al., 1992). Recientemente se ha demostrado que IGF-
I, EGF y PDGF, pueden actuar sinérgicamente para promover la proliferacion de
células tanto de la granulosa como de teca interna, teniendo PDGF mayor efecto
sobre CT (Taylor, 2000).

7.6.- Factor de Crecimiento Endotelio-Vascular

El VEGF, es un factor angiogénico que estimula receptores tirosina-cinasa, actla
como un potente mitdgeno y protector de apoptosis en las células del endotelio
vascular (Tran et al., 2002). En el ovario la formaciébn de nuevos vasos
sanguineos facilita la transferencia de hormonas, oxigeno y nutrientes a las
células foliculares. Los foliculos y el CL producen varios factores angiogénicos, de
los cuales VEGF es considerado el mas importante. De tal forma que su inhibicién
disminuye la angiogénesis y abate el desarrollo y maduracion de foliculos
antrales; ademas, se cree que por su actividad permeabilizante, puede ser

responsable de la formacién del antro y participar en la ovulacion. En el cuerpo
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luteo el VEGF tiene patrones diferentes de expresion dependiendo del estadio de
desarrollo, y en la mayoria de las especies, su expresiéon aumenta en la fase Iutea
temprana para desarrollar la red capilar de alta densidad que el CL demanda
(Kaczmarek et al., 2005).

En CG de bovino y rata en cultivo existe la coexpresion tanto del RNAm como de
la proteina para VEGF y su receptor. En los foliculos, la expresion de ambas
moléculas es mayor en granulosa de los foliculos sanos, mientras que la
inhibicion del receptor tiene un importante efecto en la induccion de atresia. Esto
destaca la importancia de VEGF en la dinamica folicular, incluyendo el desarrollo

del CL y la atresia (Greenaway, 2004).

7.7.- Factor de Crecimiento Transformante-

Dentro de la superfamilia del TGF-3 se encuentran los receptores y ligandos de las
BMPs entre ellas las BMP-4, -6, -7 y -15. Aunque hasta el momento se desconoce
el mecanismo exacto que estimula la activacion de los foliculos primordiales, se ha
confirmado la participacion BMP-7 como promotor de la transicion de foliculo
primordial a primario al favorecer la proliferacion de CG (Shimasaki, et al., 1999;
Otsuka et al., 2000; 2001).

El GDF-9 y su homologo la BMP-15, son proteinas glucosiladas y utilizan enlaces
no covalentes para la formacién de dimeros (McGrath et al., 1995; Laitinen et al.,
1998; Otsuka et al., 2000). Actian en sinergismo para estimular la proliferacion y
organizacion de CG, estableciendo y manteniendo las funciones y diferencias
entre las CG del muro, las periantrales y las del cimulus, que expresan diferentes
productos. Recientemente se demostré que BMP-15 es necesaria para la fertilidad
normal en la oveja, ya que mutaciones en el gene bmpl5 causan arresto de los

foliculos en el estadio primario (Galloway et al., 2000).
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El TGF-B se expresa al principio del desarrollo folicular principalmente en ovocito y
en fases mas avanzadas se encuentra en CT. Ejerce influencia sobre el
crecimiento y desarrollo folicular desde la fase primordial hasta la fase antral y
tiene efectos sobre la proliferacién, organizacion y diferenciacion celular. En los
foliculos antrales, donde la participacion de gonadotropinas es indispensable para
su desarrollo, la FSH, estrogenos y dihidrotestosterona estimulan la sintesis del
receptor del TGFB (Shimasaki, et al., 1999; Otsuka et al., 2000).

8.- ATRESIA FOLICULAR

El término atresia es de origen griego y significa clausura u obliteracion de un
orificio o pasaje del cuerpo (Hurwitz et al., 1992). Dicho término es utilizado para
definir el mecanismo por el cual el ovario pierde, sin llegar a la ovulacion la gran
mayoria de los ovocitos (70 - 99.9%), que constituyen el potencial reproductivo de

las hembras (Rosales, 1999).

La atresia folicular es un proceso degenerativo que experimentan la mayoria de
los foliculos que pueblan el ovario de todos los animales vertebrados mamiferos y
no mamiferos (Ryan et al., 1976). Se presenta en las hembras desde la vida
prenatal, en los humanos comienza al sexto mes de vida embrionaria (Peters et
al., 1975) y continda ininterrumpidamente durante toda la vida reproductiva, dando
lugar a una pérdida progresiva de células germinales. El desarrollo folicular se
caracteriza por el continuo crecimiento y degeneracion de foliculos, por lo tanto
s6lo algunos de los que inician su desarrollo son seleccionados para ovular
(Hirshfiel, 1991), lo cual indica que el término normal de la maduracion folicular es
la atresia (Murdoch, 1992).
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El grado de atresia de los foliculos puede clasificarse de acuerdo a su apariencia
morfolégica y macroscopica apoyada en tres aspectos: vascularizacion de la teca
interna, integridad de la capa granulosa y translucidez del foliculo (Rosales et al.,
2000).

Aun no son claros los mecanismos fundamentales que llevan a la muerte masiva
de las células somaticas y germinales que se encuentran en el ovario,
posiblemente este proceso representa una ventaja evolutiva por la cual se
selecciona solo a los ovocitos que aseguren que su fecundacion terminara con la

generacion de un nuevo ser capaz de mantener la especie (Hsueh et al., 1996).

La atresia ocurre en cualquier etapa del desarrollo folicular, aunque es mas
frecuente en los foliculos antrales (Hirshfiel, 1991); ésta pérdida al parecer es
esencial para mantener la masa celular y la homeostasis en el ovario. El
porcentaje de atresia varia entre especies: en la rata 70%, en el ratbn 50% (Jones,
1956), en el conejo 60% (Petruss, 1978), en el humano entre 50 y 75%
(Magnusson et al., 1983), en el cerdo entre 73% y 84% (Centola, 1982) y en la
oveja mas del 80% (Garcia et al., 1997).

Observaciones al microscopio electronico han revelado que las células de los
foliculos antrales con atresia avanzada presentan alteraciones citoplasmicas que
varian de acuerdo al grado de atresia y que van desde la vacuolizacion y
edematizacion de mitocondrias y otros organelos, hasta dafios mas severos. Las
células de la granulosa en proceso degenerativo muestran con frecuencia nucleos
con una marcada condensacion nuclear (picnésis) (Gondos, 1982). Cuando las
CG se desprenden y flotan en el espacio antral, adquieren formas irregulares y
pierden sus proyecciones citoplasmicas, mientras que las células normales son
esféricas y tienen numerosas proyecciones irregulares (Wiensen et al., 1993). Las
proyecciones citoplasmicas, se correlacionan normalmente con la presencia de

receptores a LH (Ruiz, 1988), de modo que la pérdida de las mismas conducen al
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foliculo al desacoplamiento metabdlico para la biosintesis de esteroides, ya sea
como consecuencia de un menor numero de receptores o de su incapacidad para
unir gonadotropinas en este tipo de foliculos, ello aunado a una disminucién en la
expresion de RNA mensajeros (RNAm) para la aromatasa (Tilly et al., 1992).
Posiblemente esto ultimo se debe a la muerte de CG que se observa en la atresia,
lo cual explica la menor concentracion de E, y mayor concentracion de P4 en el
liquido de foliculos atrésicos (Rosales et al., 2000). La relacion E;:P, es
directamente proporcional con el grado de atresia, donde es superior a 1 en
foliculos sanos y menor en foliculos atrésicos (Rosales et al., 2000; Roth et al.,
2001; Jiang et al., 2003).

Ademés de la aromatasa, se han involucrado otras enzimas que participan de
manera importante en el proceso de atresia, por ejemplo algunas enzimas
lisosomales (Quirk et al., 1995), como la aspartil endopeptidasa y la catepsina-D;
otras de importancia en la remodelacion tisular, como tripsina, antitripsina,
colagenasas, gelatinasas, Pz-peptidasas, el AP y; aquellas que participan en la
sintesis de DNA. También se ha encontrado un incremento de las proteinas de
union a IGF (IGFBPs), asi como modificaciones en el receptor para la
angiotensina Il y para la glicoproteina-2-sulfatada, también conocida como TRPM-
2 (Rosales et al., 2000).

Se han identificado diversos procesos anatomo-fisiolégicos y bioquimicos que se
correlacionan con el proceso de atresia, entre ellos se incluye, desprendimiento y
degeneracion de CG, presencia de células con nucleos picnéticos en la granulosa,
fragmentacion de la lamina basamental, y fragmentacion internucleosomal del
DNA, caracteristico de células que mueren por apoptosis. En ovinos, las células
de la teca de foliculos atrésicos experimentan un proceso degenerativo similar al
gue presentan las CG, aunque este proceso parece estar restringido a los estadios

mas avanzados de la atresia (Hsueh et al., 1994).
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8.1.- Muerte celular en la atresia folicular

Estudios morfolégicos comparativos realizados hace varias décadas, donde se
identifico la presencia de nucleos picnéticos en CG y de la teca de foliculos
atrésicos (Hay et al., 1976; Hirsfield y Midgley, 1978), asi como estudios
bioquimicos posteriores donde se demostro la fragmentacion internucleosomal del
DNA en éstas células, han permitido demostrar que la apoptosis es un evento
fundamental en la atresia (Hughes y Gorospe, 1991; Tilly et al., 1991).

El proceso de atresia es estrictamente regulado, comienza con la perdida rapida
de CG por apoptosis (principalmente por las que se encuentran delimitando el
antro) (Hughes, 1991; Tilly et al., 1991) y continua con la pérdida menos rapida de
CT, también por apoptosis, pero en estados avanzados de la atresia y en menor
indice que en CG (Palumbo y Yeh, 1994). Cabe mencionar que en el ovocito

desde la vida fetal se ha podido detectar apoptosis (Mahmound, 2005).

Aunque al principio existio la duda de apoptosis en CT interna, con el paso del
tiempo se confirmo su participacion en diferentes especies: Aves (Tilly et al.,
1991); cerdos (Tilly et al., 1992); ratas (Palumbo y Yeh, 1994); bovinos (Isobe y
Yoshimura, 2000; Yang y Rajamahendran, 2000) y ovinos (Dhar, 2001). Sin duda
uno de los avances mas importantes en la atresia folicular, ha sido la
demostracion de la participacién de apoptosis como principal tipo de muerte en
CG (Mahmound, 2005).

8.2.- Apoptosis
La apoptosis es un mecanismo de muerte celular programada altamente

conservado, en el cual la célula participa de forma activa, ocurre bajo condiciones

fisiologicas y juega un papel esencial en el desarrollo y la homeostasis de
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organismos mayores. La apoptosis esta gobernada por un programa genético, que
puede ser iniciado por una gran variedad de sefiales de muerte, tales como
ligandos y la interaccion con sus receptores, alteraciones en el metabolismo
energético y potencial redox, produccion de ceramidas, movilizacion de calcio
(Ca?") y activacién o inactivacién de proteinas de la familia Bcl-2 (Chen et al.,
2003). La sefial de muerte altera el balance entre moléculas pro y anti-

apoptaticos, disparando este proceso (Lu et al., 2005).

8.2.1.- Cambios morfoldgicos

Los cambios morfolégicos que ocurren en la apoptosis han sido bien
caracterizados e incluyen: encogimiento celular, desaparicion de micro
vellosidades, formacion de ampollas en la superficie celular que contienen
organelos, condensaciéon de la cromatina y fragmentacion nuclear, cambios en los
organelos intracitopladsmaticos y alteraciones a nivel de la membrana celular. Otra
caracteristica fundamental de apoptosis es la activacion de endonucleasas
dependiente de Ca*" y Mg®* (DNAasa activada por caspasas conocida como CAD)
que rompen el DNA de manera especifica en el espacio internucleosomal,
produciendo fragmentos de 180-200 pares de bases o sus multiplos (Hsueh, 1994
y 1996). Finalmente, las células se separan en pequefios pedazos esféricos de
doble membrana que contienen fragmentos nucleares, referidos como cuerpos
apoptdéticos (Willingham; Lu et al., 2005). Estos cuerpos apoptéticos son
fagocitados por macréfagos o células vecinas para evitar una respuesta
inflamatoria (Quin et al., 2005).

Las caracteristicas bioquimicas de apoptosis incluyen: alteraciones en la
homeostasis de iones intracelulares; activacion de proteasas y endonucleasas que
degradan proteinas y DNA respectivamente; generacion de ceramidas y perdida

de la asimetria de la membrana, es decir cambios en la orientacion de fosfolipidos,
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por ejemplo, cuando las células han iniciado el proceso apoptético, la
fosfatidilserina es expuesta hacia la cara externa de la membrana plasmatica
(Blake y Gores, 1997).

8.2.2.- Vias de sefializacion

En células de mamiferos la cascada de sefializaciébn que culmina con apoptosis
puede ser por dos mecanismos: uno extrinseco, mediado por receptores de
muerte (desencadenado por la unién de moléculas de muerte a sus receptores en
la superficie celular) (Zacks et al., 2004) y otro intrinseco, mediado por la
mitocondria (generado por sefiales en el interior de la célula) (Hussein et al.,
2003). Sin embargo, ambos terminan desestabilizando la funcién mitocondrial y
activando pro-caspasas (caspasas inactivas). Las caspasas (por sus siglas en
inglés citosolic aspartate specific proteasas) son sintetizadas como procaspasas y
una vez activadas reconocen residuos de &cido aspartico y rompen diversos
sustratos (proteinas inhibidoras de caspasas de DNA activas, DNA polimerasa,
Bcl-2, laminina y otras proteinas de union al citoesqueleto). Hasta el momento se
han identificado al menos 14 caspasas, de las cuales 11 se encuentran en el
humano (Riedl y Shi, 2004). Estas proteasas se han clasificado en iniciadoras (2,
8, 9y 10) y efectoras (3, 6 y 7) (Crow et al., 2004). Las caspasas iniciadoras son
activadas por autoprotedlisis en respuesta a sefiales de muerte, mientras que las
efectoras, que inician la digestion proteolitica de la célula, son activadas por las
iniciadoras, culminando con fragmentacion del DNA, inhibicibn de sintesis y
reparacion del DNA, dafio a la membrana nuclear, condensacion de la cromatina y

colapso del citoesqueleto (Lu et al., 2005; Yan y Shi, 2005).
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8.2.3.- Via intrinseca (eventos mediados por la mitocondria)

La via de sefalizacion intrinseca, implica una serie de estimulos estresantes que
se traducen en una sefial de muerte. Estos estimulos pueden ser extracelulares
(deficiencia de nutrientes, de factores tréficos y/o de supervivencia, radiacion,
drogas y estrés fisico) o intracelulares (estrés oxidativo, dafio del DNA y proteinas
malformadas) (Crow et al, 2004). Las sefiales de muerte ocasionan que las
proteinas de la familia Bcl-2 con dominios pro-apoptoticos BH3 [Bid, Bad, Noxa y
PUMA (por sus siglas en ingles p53 upregulated modulator of apoptosis)],
especialmente Bax y Bak se ensamblen en un poro en la membrana mitocondrial
externa (Hussein et al.,, 2003 a,b) y permitan la liberacion de factores pro-
apoptéticos como citocromo c, la proteina Smac/Diablo y el factor inductor de
apoptosis (AIF), desde el espacio intermebranal de la mitocondria hasta el
citoplasma (Wang, 2002). Este evento puede ser antagonizado por proteinas anti-
apoptéticas Bcl-2 y Bcl-x. (Crow et al, 2004). La liberacién del citocromo c, activa
directamente al factor activador de proteasas apoptéticas (Apaf-1) que unido a la
caspasa 9 (iniciadora), en presencia de ATP, forman el complejo denominado
“apoptosoma”, que subsecuentemente activa a las caspasas efectoras 3 y 7,
conduciendo asi a la apoptosis (Yan y Shi, 2005). Por otro lado, dentro del citosol
existen proteinas inhibidoras de apoptosis (IAPs), que al unirse a caspasas
efectoras las mantienen inactivas, pero cuando Smac/Diablo es liberada, remueve
a las IAPs de las caspasas, dejandolas nuevamente activas para culminar con la
apoptosis (Hussein et al., 2003; Yan y Shi, 2005).

8.2.4.- Via extrinseca (eventos mediados por receptores de muerte)
En esta via los eventos apoptéticos inician por la unién de receptores de muerte a

sus ligandos. Entre ellos se encuentran FasL/Fas, factor de necrosis tumoral a y
su receptor-1 (TNF- o/TNFR-1), AprolL/receptor de muerte 3 (DR3) vy
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Apro2L/receptor de muerte 4 y 5 (DR4 Y DR5) (Lu et al, 2005). La unién inicial de
los ligandos a sus receptores y la transmisidén de sefiales son a través de dominios
de muerte (DD), dominios efectores de muerte y dominios de reclutamiento de
caspasas (CARD). Los dominios de muerte se encuentran en proteinas
citoplasmicas incluyendo FAS-asociada a proteinas con dominios de muerte
(FADD), receptor de TNF asociado a proteinas con dominios de muerte (TRADD)
y proteinas que interactian con receptores (RIP), asi como proteinas
transmembrana, incluyendo TNF-R1, TRAIL-R1/DR4 y TRAIL-R2/DR5. el dominio
CARD regula la activacion de las proteinas adaptadoras y de las procaspasas que

llevan a la activacion de las caspasas (Hussein y col., 2003a).

La interaccion de FasL con su receptor, ocasiona el ensamble de un complejo de
sefalizacion inductor de muerte (DISC) en la membrana plasmatica, también se
requiere una proteina adaptadora denominada dominio de muerte asociado a Fas
(FADO), que lleva a las caspasas iniciadoras 8 y 10 hacia DISC para activarlas.
Una vez activada la caspasa 8, activa a las pro caspasas 3 y 7 (punto en el que
ambas vias convergen). Por otro lado caspasa 8, rompe el fragmento C-terminal
de Bid, formando tBid (Bid trucado), el cual se transloca a la membrana
mitocondrial externa, para inducir la apertura del poro de permeabilidad, y con ello
la liberacion de factores pro-apoptéticos (Yan y Shi, 2005).

9.- RADICALES LIBRES

9.1.- Definicidn

Un radical libre se define como aquella especie quimica que posee un electrén

desapareado (Boonstra y Post, 2004). Los electrones de atomos o moléculas
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ocupan regiones en el espacio denominados orbitales, cada orbital Unicamente
puede contener dos electrones como maximo, cuando en un orbital externo hay
un solo electrén, se dice que este Ultimo no esta pareado, lo que le confiere una

alta capacidad de reaccion y corta existencia.

9.2.- Origen

Desde el punto de vista quimico, un radical libre puede originarse por distintos
mecanismos en las reacciones de transferencia de electrones: 1) absorcion de
energia ionizante como ultravioleta, visible y térmica; 2) reacciones de Oxido
reduccién (redox), de transferencia no enzimética de electrones, en el caso de
reacciones catalizadas por metales de transicion como Fe y Cu; y 3) reacciones
catalizadas por enzimas como SOD que cataliza la formacién de H,O, (Membrillo
et al., 2003), oxido nitrico sintetasa que produce 6xido nitrico y NADPH oxidasa
en el fagocito que produce anion superoxido (Kenneth et al., 1998). Pero la més
frecuente en los organismos vivos es mediante la adicion de un electrén a una

molécula estable.

9.3.- Clasificacion

Los radicales libres se han clasificado de acuerdo con el grupo funcional presente
en la molécula (Hallinwell y Gutteridge, 1992). Los mas frecuentes son los
radicales libres de oxigeno, en cuya estructura esta presente el oxigeno (O,)
como centro funcional. De menor importancia son los que contienen azufre,
fésforo o nitrdgeno como centro reactivo; dada la relevancia del oxigeno en los
procesos aerobicos, los radicales libres de oxigeno son los mas comunes. La
mayoria de ellos provienen de reacciones metabdlicas en las que éste participa de

ahi que el O, sea una molécula potencialmente toxica.
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La reducciéon univalente del O, genera intermediarios reactivos en una serie de
reacciones que involucran cuatro electrones, produciendo tres compuestos
denominados: anion superéxido (O,-), peréxido de hidrogeno (H,O;) y radical
hidroxilo (OH) (Hallinwell y Gutteridge, 1992). El H,0O, no es un radical libre, pero
cae en la categoria de ERO por ser un compuesto intermediario e importante en la
bioquimica de los radicales libres, ya que se descompone facilmente en presencia
de metales de transicién (principalmente Fe®") para producir el radical ‘OH
(Hallinwell y Gutteridge, 1992). Ademas del O, el nitrégeno también es capaz de
formar radicales libres como: Oxido nitrico (NO) y dioxido nitrico (NOy),
conformando las llamadas especies reactivas del nitrégeno (ERN) (Droge, 2002).
A su vez, los radicales ‘'OH son capaces de reaccionar con las biomoléculas
produciendo radicales libres organicos menos reactivos, como los peroxilos
(ROO) y radicales tiol (RS’). Por su parte el O," y NO' reaccionan entre si para
formar el peroxinitrito (ONOO) (Kodaman y Behrman, 2001; Tsai-Turton y Luderer,
2006).

9.4.- Acciones

Una vez formados los RL interactian con otras moléculas a través de reacciones
de Oxido reduccién (redox) con el proposito de lograr una configuracion electronica
estable (Chihuailaf et al., 2002). Su dafio es causado al reaccionar con diversas
biomoléculas sustrayendo electrones para lograr su estabilidad, los substratos
moleculares mas comunes suelen ser los acidos grasos poliinsaturados de las
membranas celulares, nucleétidos en el DNA y los aminoacidos en las proteinas
(Boonstra y Post, 2004).

Cuando un RL reacciona con una molécula no radical puede ceder o captar

electrones, o simplemente puede unirse a ella. En cualquiera de estos casos la

molécula no radical se convierte en un RL y se desata una reaccion en cadena, es
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decir, un RL genera a otro RL. Solo cuando se encuentran dos RL la reaccion en
cadena se detiene (Chihuailaf et al., 2002; Membrillo et al., 2003).

Siempre que se producen RL, las enzimas y proteinas pueden ser atacadas, como
consecuencia, las modificaciones oxidativas pueden ocurrir en una variedad de
procesos fisiolégicos y patolégicos. Esas modificaciones pueden ser primarias o
secundarias. Las modificaciones primarias ocurren por la oxidacion catalizada por
metales, y son mediadas por la radiacion y por el ozono o los 6xidos de nitrégeno.
Las modificaciones secundarias ocurren cuando las proteinas son modificadas por
moléculas generadas por la oxidacion u otras moléculas. Por ejemplo; las
modificaciones covalentes de proteinas por hidroxinonenal, producido por la
oxidacion de lipidos o por la introduccion de grupos carbonilos (aldehidos vy

cetonas) dentro de las proteinas (Requena, 2001; Hicks, 2005).

La presencia de grupos carbonilos se toma como una presunta evidencia de
modificaciones oxidativas, aunque no es especifica de una modificacién oxidativa,
ya que la glicosilacion de proteinas también puede adicionar grupos carbonilos en
los residuos de aminoacidos. A pesar de ello la técnica para grupos carbonilos
basada en la reaccion de 2,4-dinitrofenilhidracina (DNPH) para formar 2,4-
dinitrofenilhidrazonas, es una buena opciébn para detectar y cuantificar

modificaciones oxidativas de proteinas (Levine et al., 1990; Requena, 2001).

10.- ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO

Debido a la importancia del oxigeno en los procesos aerobios, los RL derivados
del oxigeno son los mas comunes (Kehrer, 1993), por esta caracteristica se les
denomina especies reactivas de oxigeno (ERO) (Chihuailaf et al., 2002; Membrillo
et al., 2003).
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En los organismos vivos, las ERO tienen origen enddgeno y exogeno; la
produccion del primer grupo ocurre mediante diversas fuentes claramente

definidas como son:

e En el metabolismo aerdbico, las mitocondrias consumen oxigeno
molecular y lo reducen formando agua. Una pequefia fraccion del
oxigeno se metaboliza via reduccion univalente produciendo el anion
0", del que derivan el H,O, y el radical ‘OH.

e En los peroxisomas, via oxidasas, se forma H,O, como producto
intermediario.

e EIl citocromo P-450 constituye una defensa primaria contra xenobioticos
y sustancias enddgenas que incrementan la produccion de radicales
libres.

¢ La fagocitosis.

e Lareaccion de NADP(H) oxidasa.

e Lavia de la lipoxigenasa.

La mitocondria, el organelo encargado de la produccién de ATP, es también la
principal fuente intracelular del O™, que se origina por la reduccién no enzimatica
del oxigeno molecular. Se estima que mas del 1% del flujo de electrones
mitocondriales en condiciones normales, se dirige a la formacion de este radical,
por lo que cualquier alteracion en el transporte de electrones aumenta de manera

importante su produccion (Agarwal, 2003).

Las ERO en el ovario se originan a través de la respiracion celular en la
mitocondria y en la ruta esteroidogénica (Hornsby y Crivello, 1983; Hsu y
Hammond, 1987; Peltota et al., 1996). Es importante mencionar que la infiltracion
de leucocitos durante el periodo periovulatorio también constituyen una fuente

importante de ERO, principalmente del O,~ (Kodaman y Behrman, 2001).
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Las fuentes exdgenas comprende la ingesta de algunos metales de transicion
como el Fe** y Cu®**, que promueven la produccién de radicales libres a partir de
peréxidos. Igualmente los solventes organicos, pesticidas, el humo del cigarro, las
radiaciones, la hiperoxia, entre otros contribuyentes (Diaz, 2006).

10.1.- Participacion de ERO en la maduracion folicular

Las ERO no solo ocasionan dafio, pues a ciertas concentraciones tienen un papel
importante en la regulacion de muchas funciones celulares y actian como
segundos mensajeros para activar factores de transcripcion especificos tales
como KAPPA B (NF-kB) y AP-1 (Huein y Chen, 2002; Martindale y Holbrook,
2002; Boonstra y Post, 2004); ademas de que podrian estar implicados en el

proceso de ovulacion.

Los niveles de O, y de la enzima antioxidante SOD varian en relacion inversa
durante el ciclo reproductivo. Asi por ejemplo, en el estro, cuando ocurre la
ovulacion, se observa un aumento de LH y del anién superoxido mientras que la
actividad de SOD disminuye (Reley y Behrman, 1991). En un estudio con ovarios
de conejo en cultivo, Miyazaki y col., (1991) demostraron que la ovulacion se
reduce significativamente cuando se agrega SOD al medio de incubacién. Por lo
que se propuso que las ERO podrian estar involucradas en la activacion de la
fosfolipasa A, para liberar acido araquidonico de la bicapa fosfolipidica y producir
prostaglandinas (PGE y PGF.a) mediante una reaccidon catalizada por
cicloxigenasa, que se incrementa durante el periodo preovulatorio, ambos eventos
necesarios para que ocurra la ovulacion (Wong et al., 1986). Por otro lado,
también existen evidencias de que la maduracién del ovocito involucra un
incremento en la peroxidaciéon lipidica de las células intrafoliculares (Reley y
Behrman, 1991).
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10.2.- Efectos deletéreos de las ERO

Las ERO inhiben la esteroidogénesis debido a la interrupcion del transporte del
colesterol dentro de la célula y/o a la mitocondria, y por lo tanto disminuyen la
sintesis de progesterona. EI aumento en la produccién del O, durante el
transporte de electrones en la mitocondria, esta relacionado con la peroxidacion
lipidica de las membranas, causando dafio a células foliculares y por consiguiente

disminucién de la esteroidogénesis (Behrman y Aten, 1991; Sugino et al., 1993).

Por otro lado se sabe que el H,O, (50uM), inhibe la funcién de CG, ya que
bloqguea la produccion de AMPc, por un incremento en la actividad de
fosfodiesterasa (Margolin et al., 1990). Se ha propuesto también que el H,O,
disminuye la sintesis de progesterona al inhibir la actividad del citocromo P450ssc
y de la enzima 3B hidroxiesteroide deshidrogenasa (3BHSD), ademas de inhibir la
produccion de estrogenos a nivel de aromatasa y/o 17BHSD (Endo et al., 1993).
La accién del H,O, en las CG es muy rapida, evita el acoplamiento del receptor de
FSH con la adenilil ciclasa via proteinas G, y probablemente induce dafos a nivel
del DNA y membrana celular. Estos efectos se caracterizan por una abrupta
deplecién del ATP y abrogaciéon de la accion de FSH y LH, que conduce a la
acumulacion de progesterona (Margolin et al., 1990).

11.- SISTEMAS ANTIOXIDANTES

El término antioxidante se asigna a aquella entidad quimica que a bajas
concentraciones, retarda o previene la oxidacion de un sustrato (lipidos,
proteinas, carbohidratos y DNA) (Hallinwel y Gutteridge, 1992; Hallinwel, 1995).
Para equilibrar la respuesta oxidante, los organismos aerobicos han desarrollado

mecanismos que contrarrestan la formacién de RL, por medios enzimaticos
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(SOD, Glutation reductasa y catalasa) y no enzimaticos (GSH, bilirrubina, acido
arico, albumina, ademas de los minerales selenio y zinc; las vitaminas A, Cy E, y
las hormonas melatonina y estrégenos (Mecocci et al., 2000; Din y Ornar, 2002;
Ali et al.,, 2002). En condiciones fisiologicas, estos mecanismos de defensa
mantienen una baja concentracion de ERO en la célula y su actividad requiere
forzosamente ser regulada; de aqui que el equilibrio entre la produccion de
especies reactivas y las defensas antioxidantes determina el grado de estrés
oxidativo (Finkel y Holbrook, 2000). De los sistemas antes mencionados, el que
tiene mayor capacidad intracelular de secuestrar radicales libres es el GSH, ya

gue puede atrapar al O;", al H,O, y peroxidos organicos (Diplock, 1994).

11.1.- Glutatién

El glutation es un tripéptido (gama-glutamilcisteinilglicina), que se sintetiza
continuamente dentro de la célula y se degrada fuera de ella. La cisteina central
de la molécula, proporciona el grupo SH (tiol) caracteristico del glutation reducido
(GSH), siendo este ultimo la molécula no proteica de mayor importancia en la
contribucién de grupos tiol presentes en los tejidos y liquidos bioldgicos. Debido a
sus concentraciones del orden milimolar, se considera el agente reductor
intracelular mas importante. Dentro de las funciones del péptido destacan:
mantener los grupos SH de las cisteinas presentes en las proteinas y otros
componentes celulares; participar en el transporte de aminoacidos y péptidos a
través de las membranas celulares; y proteger a las células contra la toxicidad del
estrés oxidativo al interactuar en forma directa con el radical hidroxilo, alcoxilo y
peréxilo. A través de la via redox del GSH, la glutatibn peroxidasa, enzima
citosolica que transforma al H,O, en H,0, ocupa en la reaccion dos moléculas de
GSH que ceden dos hidrégenos formandose entre ellas un enlace disulfuro. El
GSH se regenera mediante la glutation reductasa en presencia de NADPH. El

GSH se mantiene a una concentracién milimolar (mM) en tejidos como el cristalino
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y eritrocitos en el mamifero y cloroplastos de las plantas. El glutation también se
encuentra en otros tejidos como higado, rifibn y ovario. En el ovario pueden
encontrarse niveles ligeramente altos de GSH, por lo que es posible que tenga
una participacion importante en la proteccion de células foliculares contra el dafio
por agentes toxicos exdgenos y ERO intracelulares. En terminos generales, el
glutation existe en dos formas, la reducida (GSH) y la oxidada (GSSG); en
condiciones fisioldgicas la forma reducida prevalece por encima de la forma
oxidada debido a la accién de glutation reductasa en presencia de NADPH y a la
sintesis de novo (Griffith, 1999), pero en situaciones de estrés oxidante las
concentraciones de GSH disminuyen y aumentan las de GSSG, lo que en un
momento dado favorece el dafio por EROs y la muerte por apoptosis (Tsai-Turton
y Luderer, 2006).

Investigaciones recientes, han demostrado la participacién del GSH en varios
procesos involucrados en el crecimiento y desarrollo folicular, asi como en la
maduracién del ovocito. Por ejemplo, la concentracion intracelular de GSH en
ovocitos de cerdas refleja el estado de maduracion citoplasmica, por lo que
comunmente se utiliza como un marcador bioquimico de madurez y viabilidad
ovocitaria, protege el huso meidtico del dafio oxidativo y asegura la formacion del
cigoto, favorece la condensacion de la cromatina antes de la formacion del
pronucleo; en el ratdn mejora la capacidad del embrién para disminuir los efectos
citotéxicos del H,O,, el cual podria detener su desarrollo en estado de dos células
(Nasr- esfahani y Jonson, 1992).

12.- ESTRES OXIDATIVO

El estrés oxidativo que deriva del incremento en la produccién de radicales libres
acoplado con una deficiencia de los sistemas antioxidantes, es ampliamente
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aceptado como un mediador clave en el desarrollo y progreso de la muerte
celular. Actualmente el estrés oxidativo estd asociado con la etiologia de
numerosas enfermedades (Drége, 2002).

12.1.- Estrés oxidativo en atresia folicular

La atresia folicular se caracteriza, en parte, por la pérdida de sensibilidad a FSH y
de la funcién esteroidogénica. Existen evidencias indirectas que sugieren que las
ERO estan involucradas en el proceso de atresia. Como resultado del estimulo
gonadotropico, el ovario es una fuente potencial de ERO debido a la
esteroidogénesis, (Margolin et al.,, 1990); Ademéas durante la ovulacion hay
infiltracion de leucocitos y macrofagos, los cuales generan peréxido en cantidades
suficientes para producir dafio e incluso muerte celular (Murdoch y McCormick,
1989).

Las CG son extremadamente sensibles al H,O,, el cual inhibe la sensibilidad a
FSH, disminuye la produccion de AMP ciclico e incrementa la de progesterona.
Estos efectos interfieren con la activacion de proteinas G y de adenilil ciclasa en la
membrana plasmética de las CG (Reley y Behrman, 1991). De tal forma que es
posible que la atresia folicular inicie por un desbalance entre antioxidantes y
prooxidantes EROs (Tilly y Tilly, 1995). Algunos estudios revelan que la
supervivencia folicular mediante gonadotropinas coincide con el aumento en la
expresion de enzimas antioxidantes (Tilly, 1996). Posiblemente, FSH favorece un
aumento en la expresion de enzimas antioxidantes, que protege a las células
foliculares del estrés oxidativo durante el proceso de maduracion. Si la respuesta
al estrés oxidativo no es adecuada, ocurren alteraciones en las células, que

conducen a los foliculos al proceso degenerativo de atresia (Tilly y Tilly, 1995).
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12.2.- Estrés oxidativo y muerte celular

Denham Harman, desde 1956 sugiri6 que las ERO producidas durante la
respiracion aerobia causan dafio oxidativo, resultando en deterioro y muerte

celular.

Las ERO se sabe que regulan la muerte en diferentes tipos celulares dependiendo
de su concentracion intracelular. La produccion excesiva de ERO, conduce a un
estado de estrés oxidativo, con efectos deletéreos para las células aerobias, en
estas condiciones se observa peroxidacion lipidica, dafio a membranas celulares,
inactivaciéon de enzimas caspasas y muerte celular necrotica (Kankan y Jain,
2000). De esta manera las ERO inducen muerte celular por dafo directo. Mientras
que bajos niveles de ERO probablemente regulen la apoptosis en forma indirecta,
a través de la activacion de proteinas cinasas y/o fosfatasas, movilizacion de
calcio (Ca*"), activacién o inactivacion de factores de transcripcién, lo cual
repercute en la expresién de genes y conduce a la muerte celular apoptoética
(Hildeman et al., 2003). Sin embargo el mecanismo por el cual el estrés oxidativo

induce apoptosis, es aun sujeto de intensas investigaciones.

El aniéon superdxido no es liposoluble y por si mismo no causa peroxidacion
lipidica. Sin embargo, puede incrementar la liberacién de Fe (Il) de las proteinas
gue contienen este metal, como consecuencia del ataque oxidativo; una vez libre
el Fe (Il) reduce al peroxido de hidrogeno en el inicio de la reaccion de Fenton
(Liochev, 1996). El O, es convertido por SOD en H,0,, el cual, en las células
epiteliales y traqued bronquiales actia sobre la membrana plasmatica para activar
a la esfingomielinasa neutra dependiente de magnesio (Mg®* N-SMasa), y generar

ceramidas e inducir la apoptosis (Huein y Chen, 2002).

Las ERO pueden inducir indirectamente apoptosis por cambios en el potencial

redox, disminuciéon de GSH, de ATP y de los equivalentes reductores NADH vy
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NADPH. Esos cambios pueden facilitar la peroxidacién lipidica y la apertura de un
poro de permeabilidad transitoria, que permita la liberacién del citocromo c y del
factor inductor de apoptosis (AIF) (Huei y Chen, 2002). El citocromo c junto con
Apaf activara a la procaspasa-9, iniciandose asi la cascada proteolitica que

culmina en apoptosis (Green y Reed, 1998).

13.- GLUCOSA-6-FOSFATO DESHIDROGENASA

La G6PDH es la enzima reguladora clave del flujo de carbonos a través de la via
de las pentosas fosfato y la principal fuente intracelular de NADPH, por lo tanto es
un regulador del estado redox determinante de la sobrevivencia celular, que se
requiere para la activacion de varios sistemas enzimaticos, de ahi que se haya
propuesto a la G6PDH como un regulador critico en la muerte celular. Su funcién
frente al estrés oxidativo ha sido bien reconocida en los eritrocitos (donde es la
tnica fuente de NADPH) y en otras estirpes celulares. Con lo cual, se reconoce
qgue la G6PDH es una enzima antioxidante critica en mantener los niveles de GSH

durante la exposicion a ERO (Diaz, 2006).

La via de las pentosas fosfato constituye una via alterna para el metabolismo de

la glucosa, no produce A TP, pero cuenta con dos funciones importantes:

e Produccion de NADPH, coenzima empleada para la sintesis reductora (de
acidos grasos y esteroides), reduccion de peroxido de hidrogeno (via redox
del glutation y catalasa), fagocitosis (NADPH oxidasa), y eliminacion de

esteroides, alcoholes y drogas (sistema del citocromo P-450).

e Produccion de residuos de ribosa para la biosintesis de nucleotidos y

acidos nucleicos.
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13.1.- Via de las pentosas fosfato

La ruta de las pentosas fosfato actla en dos fases: oxidativa y no oxidativa; en la
fase oxidativa la primer reaccién es catalizada por la G6PDH que oxida a la
glucosa 6-fosfato a la correspondiente lactona, la cual se hidroliza por una
lactonasa especifica a 6-fosfogluconato, que experimenta una descarboxilacion
oxidativa, para dar CO,, NADPH y una pentosa fosfato, la ribulosa 5-fosfato. En la
fase no oxidativa, parte de la ribulosa 5-fosfato se convierte en otros azucares de
cinco carbonos, incluyendo la ribosa 5 fosfato; la cual puede utilizarse en la
sintesis de nucleotidos o en el siguiente paso de la ruta de las pentosas.
Posteriormente una serie de reacciones convierten tres moléculas de azlcares de
cinco carbonos en dos moléculas de un azucar de seis carbonos y una molécula
de un azucar de tres carbonos. Algunos de estos azlcares se convierten en
glucosa 6-fosfato y el ciclo se repite. El destino real de los azucares fosfatados
depende de las necesidades metabdlicas de la célula en la que se esta
desarrollando la ruta. Si la necesidad principal radica en la sintesis de nucle6tidos
y acidos nucleicos, el principal producto es la ribosa 5-fosfato, y no se producen la
mayor parte de los reordenamientos de la fase no oxidativa. En contraste, si la
necesidad principal es la generacion de NADPH, la fase no oxidativa genera
compuestos que pueden convertirse con facilidad en glucosa-6-fosfato. De esta
manera, una célula con necesidades moderadas de NADPH y de pentosas
fosfato, la fructosa 6-fosfato y gliceraldehido 3-fosfato producidos en la fase no
oxidativa pueden catabolizarse en mayor medida mediante la glucdlisis y el ciclo
del acido citrico. Dadas las multiples necesidades metabdlicas de una célula, es
improbable que ninguno de estos tres modos de actuacion se emplee de manera
exclusiva en una determinada célula. Los tejidos con mayor actividad de la via
son: higado, glandula mamaria, tejido adiposo y corteza adrenal; quienes cuentan
con un sistema enzimatico completo, cerca del 30% de la oxidacién de la glucosa
que tiene lugar en el higado transcurre por esta ruta. En el ovocito se sintetiza la

G6PDH durante la ovogénesis. Permanece activa durante la fase de crecimiento

52



del mismo para proveer ribosa fosfato en la sintesis de nucleo6tidos y gran
cantidad del NADPH que es utilizado como donador de hidrogenos o electrones
en las reacciones reductivas, asi como en la formacion de acidos grasos, pero su
actividad disminuye cuando finaliza esta fase. En el raton y la rata, la actividad de
G6PDH es alta en ovocitos foliculares y disminuye en un 40% cuando ocurre la
ovulacion. Ferrandi y col. (2002), reportaron una actividad elevada de G6PDH en
ovocitos inmaduros y una disminucion significativa después de la maduracién en
bovinos. Por el contrario en cabras prepuberes los ovocitos mas competentes
pueden seleccionarse mediante tincidon con azul brillante de crecilo, un indicador
de la actividad de G6PDH (Rodriguez et al., 2002; 2003). En la cerda esta enzima
también se ha asociado inversamente con la maduracion y tasa de fertilizacion de

ovocitos (Urdaneta et al., 2003).

13.2.- Regulacién de la G6PDH

El gene de la G6PDH en los mamiferos se localiza en el cromosoma X, tiene una
extension de 18 kb y contiene 13 exones, se expresa constitutivamente en varios
tejidos y en especial en el adiposo, hepatico, pulmonar y en las células en
proliferacion (Kletzien et al., 1994). El gene es modulado por diferentes estimulos
externos incluyendo las siguientes hormonas: insulina, 17 [ estradiol,
dehidroepiandrosterona, adrenalina, cortisona y tirosina; asi como el factor de
crecimiento epidérmico, que induce la expresiéon del gene de la enzima (Kletzien et
al., 1994; Salati y Amir-Ahmady, 2001). Los carbohidratos en la dieta incrementan
la sintesis de G6PDH, en especial con glucosa seguida de sacarosa y fructosa, la
magnitud del incremento es determinada por la cantidad de carbohidratos
consumidos, contrario a este efecto la ingesta de acidos grasos puede inhibirla.
Asi como las hormonas y la dieta regulan la actividad de la enzima, el vanadato y
selenato también inducen su expresion y actividad; ya que mimetizan la accion de

la insulina (Berg et al, 1995). Dentro del grupo de vitaminas hidrosolubles, la
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nicotinamida y el &cido nicotinico estimulan la expresion del gene de la G6PDH en
células de Jurkat (Yang et al., 1999) también lo hace la forma oxidada de la
vitamina C, lo que se refleja en el aumento de las concentraciones del GSH e
inhibicion de la produccion de H;O,, evitando de esta manera la muerte celular
(Farquharson et al., 1993; Wang et al., 1999).

13.3.- G6PDH en el estrés oxidativo

El potencial redox esta determinado por la concentracion de antioxidantes y
reductores. Estudios realizados en diversos tipos celulares han permitido ver la
importancia de G6PDH, como principal proveedora de NADPH, indispensable para
restablecer al GSH en condiciones de estrés oxidativo y favorecer la sobrevivencia
celular (Filosa et al., 2003). Por el contrario, la deficiencia de G6PDH trae como
consecuencia un decremento de NADPH, inhibicion del crecimiento celular, y
mayor susceptibilidad al dafio oxidativo (Farquharson et al., 1993). Ademas
algunas investigaciones reportan que esta enzima participa en los proceso de

transcripcion, traduccién y postraduccion (Kletzien et al., 1994).

En el humano su deficiencia condiciona a desarrollar hipertension, diabetes (Wan
et al., 2002) y algunas enfermedades asociadas con la edad. Los tejidos con una
actividad alta de G6PDH responden a las necesidades de NADPH para mantener
el estado redox celular, el funcionamiento de los sistemas antioxidantes y en
definitiva la sobrevivencia celular. En células de HelLa se ha observado que el
efecto protector de la G6PDH ante el dafio oxidativo se asocia a cambios en su
actividad, mientras GSH disminuye, la G6PDH alcanza su maxima pico, y el GSH
inicia su incremento acompafiado de un decremento en la concentracion de EROs.
Este tipo de respuesta se considera como adaptacién celular a la exposicién a

H.O, 0 a drogas que disminuyen los niveles de GSH (Salvemini et al., 1999).
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13.4.- G6PDH en la muerte celular

Estudios realizados por Wang y col., (1999) indican que la inhibicion de G6PDH
potencializa la muerte celular inducida por H,O», y que la sobre expresion de esta
enzima incrementa la resistencia a la muerte. En cultivos celulares una
disminucién de suero causa muerte celular que se asocia con un decremento en la
actividad de G6PDH y una elevada produccion de ERO, que se corrige casi por
completo con la adicion de substratos para la enzima. La inhibicion de G6PDH
incrementa significativamente el indice de apoptosis, la pérdida de los grupos
tioles en las proteinas, la degradacion de otras enzimas, asi como cambios en la
fosforilacibn de proteinas cinasas activadoras de la mitosis (MAPK). Estos
cambios son similares a los que se observan por la adicion de H,0O,, lo cual indica
que esta enzima tiene un papel critico en la muerte celular inducida por estrés

oxidativo.
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lIIl. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Existen dos grandes periodos en los cuales predomina la degeneracion celular
durante la maduracion folicular en el ovario: uno comprende la decadencia de
células germinales, caracterizado por una gran pérdida de ovocitos (Richards et
al., 2002) principalmente en la etapa prenatal, mientras que el otro incluye la
degradacion folicular (atresia), que ocurre durante la vida reproductiva. La atresia
puede ocurrir en cualquier estadio del desarrollo folicular. La mayor parte de los
ovocitos nunca alcanza la maduracién total necesaria para ser ovulados, por tal
motivo cualquier ovario normal en edad reproductiva contiene habitualmente
numerosos ovocitos en degeneracion dentro de foliculos que no podran alcanzar

su desarrollo total (Kaipia y Hsueh, 1997).

Estudios morfolégicos y bioquimicos han demostrado que la muerte de las células
germinales y somaticas en el ovario ocurre frecuentemente por apoptosis (Hsueh
et al., 1996). Este proceso esta regulado por varios factores como: hormonas
polipeptidicas, factores locales de crecimiento, citosinas, esteroides (Hsueh,
2000), ERO y enzimas antioxidantes (Tsai-Turton y Luderer., 2006). A pesar de la
importancia de la atresia folicular, los mecanismos celulares y moleculares de este
fendmeno, aln se desconocen (Kaipia y Hsueh, 1997). La G6PDH, es una enzima
que participa en el mantenimiento del estado redox intracelular, mediante la
produccion de NADPH (Kletzien et al., 1994). Este ultimo es necesario para
regenerar al GSH, principal antioxidante intracelular, y se ha observado que un
incremento en la actividad de esta enzima estimula el crecimiento e inhibe
apoptosis en diversos tipos celulares (Wang et al., 1999). Debido a su importancia
se ha considerado como un marcador de viabilidad celular, sin embargo, pocos de
estos estudios se han orientado a estudiar el papel de G6PDH y las ERO en el
inicio y progreso de la atresia, por lo que se requieren mas estudios para poder
entender este proceso. Si el efecto que tiene la G6PDH sobre diversas estirpes

celulares es el mismo sobre las CG, planteamos la siguiente hipotesis:
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IV. HIPOTESIS

El grado de atresia folicular es dependiente de la actividad de G6PDH y del
contenido de GSH.

V. OBJETIVOS

GENERAL
Determinar la actividad de la enzima G6PDH y su contribucién al mantenimiento

de la concentraciéon de GSH asi como su relacion con el grado de atresia folicular

en la oveja.

ESPECIFICOS

En liquido folicular (LF) y células de la granulosa (CG) de foliculos con diferentes

tamanos (4-6mm y >6mm) y grados de atresia (1, 2 y 3).

Medir la actividad de G6PDH

e Cuantificar la concentracion de GSH

e Determinar el dafio por estrés oxidativo, por la presencia de proteinas

carboniladas.
e Estudiar la produccion de ERO en CG

e Medir la concentracion de estradiol, progesterona y DHEA en LF.
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VI. MATERIAL Y METODOS

1. Obtencidn y clasificacion de foliculos.

Se obtuvieron ovarios de ovejas no gestantes sacrificadas en el rastro “Milpa Alta”.
De los cuales se utilizaron unicamente aquellos que a la exploracion macroscopica
no presentaron cuerpos luteos (CL) ni anormalidades reproductivas aparentes. Los
ovarios fueron transportados en un amortiguador salino de fosfatos (PBS)
(Na;HPOg4, 8.1 mM; KH,POy4, 2.51 mM; NaCl, 140 mM; KCI, 156 mM) apH 7.4 a 4
°C, y en un lapso no mayor a 60 min del rastro a la Unidad de Investigacion
Medica en Bioquimica, del Hospital de Especialidades en el Centro Médico
Nacional SXXI. Antes de iniciar la diseccion de los foliculos, los ovarios se lavaron
dos veces con PBS (4 °C) para eliminar la mayor cantidad de sangre. Los foliculos
fueron disecados utilizando pinzas de microcirugia y posteriormente lavados dos
veces con PBS, empleando para ello un microscopio estereoscépico (American
optical instrument company) equipado con una fuente de iluminacion eléctrica, con
aumento de 120x. Los foliculos obtenidos se clasificaron en base a la técnica
descrita por Ballesteros (1992) y modificada por Rosales y col., (2000); por tamafo
en dos grupos: de 4-6 mm y > de 6 mm y por grado de atresia en tres (1, 2y 3):
Atresia 1, foliculos sanos que presentaron abundante irrigacién, apariencia
brillante y sin desprendimientos aparentes de su capa granulosa; Atresia 2,
foliculos que presentaron ligera disminucion de su irrigacion y pequefios
desprendimientos de su capa granulosa; y atresia 3, foliculos con una importante
disminucién de su irrigacion, desprendimientos abundantes de su capa granulosa

y apariencia grisacea.
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2. Procesamiento de la muestra.

Para separar los componentes foliculares (CG, CT y LF) después de su
clasificacion, los foliculos fueron abiertos en dos partes con la ayuda de una tijera
de microcirugia, el LF se recupero en un tubo eppendorf, y se hizo un suave
raspado con pinzas de punta roma para recuperar las células de la granulosa
adheridas a la pared folicular. El raspado se hizo con 200 ul de PBS (Ballesteros
et al., 1992). Se tomo una alicuota de CG para medir viabilidad con azul tripan,

indice apoptotico y ERO. Todas las muestras fueron procesadas inmediatamente.

3. Procesamiento de CG

Las CG fueron homogenizadas en 250 pl de PBS en un homogenizador vidrio-
teflén tipo Potter-Elvehjem unido a un motor eléctrico a 1500 rpm. Posteriormente
el homogenizado obtenido fue centrifugado a 15 000 rpm x 10 min a 4 °C para
separar los restos celulares del sobrenadante, se separaron alicuotas del
homogenizado total para la cuantificacion de proteinas (5 ul) (Lowry, 1951),
concentracion de GSH (20 pl), asi como la actividad de G6PDH (10 ul). Una vez
calculada la concentracion de proteinas se tomaron 250 ug para determinar la
concentracion de grupos carbonilos. Estos pardmetros también se midieron en LF.
Finalmente se hicieron alicuotas de LF y se congelaron a -70 °C para la

cuantificacion de hormonas esteroides E,, P, y DHEA.

4. Determinacion del indice apoptotico
Las CG se lavaron 2 veces con PBS por centrifugaciéon a 250 x g durante 5

minutos y se resuspendieron en amortiguador de Union (Hepes 10mm, pH 7.4,
NaCl 140 mM, CaCl, 5mM), a una concentracién de 1 x 10° células por mililitro.
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Se tomaron 100 ul de esta suspension y se les adicionaron 20 ul de anexina V-
FITC (10 pug/ml) y 20 pul de ioduro de propidio (50 ug/ml). Las muestras se agitaron
en un vortex y se incubaron durante 15 min en ausencia de luz, a temperatura
ambiente. En un citdmetro de flujo BD FACSAria (Becton Dickinson System and
company; NYSE: BDX, San José, CA), se analizaron 30, 000 células por cada
foliculo. La emision de la fluorescencia se midié a 515 nm en el caso de anexina

V-FITC y a 610 nm para ioduro de propidio (FL2), con una excitacién a 488 nm.

Los datos obtenidos se analizaron con el programa FACSDiva para citometria de
flujo. Los resultados de fluorescencia se obtuvieron en una gréafica en la que se
registré la FL2 en el eje de las “y"y FL1 en el eje de las “x” en forma logaritmica.
En esta grafica se formaron 4 cuadrantes: en el inferior izquierdo (células que no
incorporaron el fluorocromo), se localizaron las células vivas; en el inferior derecho
(positivo para FL1 y negativo para FL2) se localizaron las células positivas a
anexina V-FITC, e indican apoptosis temprana; en el superior izquierdo (negativo
para FL1 y positivo para FL2), se localizaron las células en las que ingreso IP,
indicativo de necrosis; y en el cuadrante superior derecho (positivo para FL1 y

FL2), se encontraron las células que presentaron estado tardio de apoptosis.

Una de las primeras caracteristicas de las células que mueren por apoptosis, es la
exposicion de fosfatidilserina en la cara externa de la membrana plasmatica. Este
evento es de gran utilidad para identificar a las células en apoptosis temprana,
para lo cual se utiliza anexina V-FITC, la anexina V es una proteina que en
presencia de Ca’* se une a fosfolipidos, en particular a la fosfatidilserina
(Shiratsuchi et al.,, 1998), por lo que las células que muestran fluorescencia
positiva a anexina V y negativa a IP, corresponden a células que han iniciado el
proceso de apoptosis; y las células positivas tanto a anexina V-FITC como a IP
corresponden a células en apoptosis tardia. La suma de estos grupos conformo el

indice total de células apoptoticas.
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5. Concentracion de proteinas

Se determind la concentracién de proteinas utilizando un estuche de Bio-Rad
Laboratories (Bio-Rad D¢ Protein Assay, n° cat. 500-0116), por la técnica de Lowry
(1951). Se utilizaron alicuotas de 10 pl (1:2) de CG y LF (1:20). En una placa de
96 pozos, por duplicado se colocaron 20 ul de H,O destilada para cada muestra, 5
ul de muestra, 25 pl de solucion A (500 ul del bote A/ 10 ul del bote S) y 200 ul de
la solucion B. Se mezclo perfectamente y se realizo la lectura en Multiskan EX de
Labsystems a 690 nm. Cada ensayo se realizo con una curva estandar de

albumina de suero bovino (1 mg/ml de H,O destilada).

6. Actividad de G6PDH

Para determinar la actividad de la G6PDH se preparo una mezcla de reaccién en
la cual se proporcionaron las condiciones favorables y el sustrato para la actividad
de G6PDH. La mezcla consté de 520 ul de amortiguador de trietanolamina 0.1 M
(pH 7.6 con NaOH 1N), 40 ul de cloruro de magnesio (MgCly) 0.1M, 20 ul de
Glucosa-6-P 35 mM y 20 ul de NADP 11 mM, a la cual se le adicionaron 10 ul de
la muestra (CG o LF) y se midi6 la absorcion a 340 nm durante 10 minutos a

intervalos de 1 minuto (Butcher, 1985).

7. Concentraciéon de GSH

Se utilizaron alicuotas con 20 ul de LF y 60 ul de homogenizado total de CG, que
fueron resuspendidos con un volumen igual de &cido metafosférico (AMP) al 5% y
posteriormente centrifugados a 3, 000 x g por 10 min a 4 °C. El sobrenadante
obtenido se utilizo para la determinacion de GSH. En un tubo de ensayo se

colocaron 900 ul de AMP al 5%, posteriormente se adicionaron los sobrenadantes
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de cada muestra, 2 ml de amortiguador Tris Base 0.4 M pH 8.9 y 50 ul de 5,5"-
dithiobis (2 -acido nitrobenzoico) (DTNB) (DTNB 4 mg /ml de metanol). Se agito
durante 10 segundos e inmediatamente se realizo la lectura del espectro de
absorcién a 412 nm en un espectréometro (Lambda 25 UV/VIS Spectrometer,
Perkin Elmer). Cada ensayo se realizo con una curva estandar de GSH (6 mg/10
ml de AMP al 5%) y cada una de las muestras se realizo por duplicado (Griffith,
1990).

8. Determinacién de ERO

La deteccion de ERO se realizo con la técnica descrita por Jun y col., 1998, que
consta de la utilizacion de la sonda 2 7 diclorodihidrofluoresceina diacetato
(DCHF-DA, de Molecular probes inc. Eugene DR. USA). Las células de la
granulosa se lavaron con PBS y se incubaron con 3 ml de soluciéon Hanks" y 2',7'-
diacetato de diclorodihidrofluoresceina 5 uM, en la oscuridad durante 30 min. La
DCHF-DA se internaliza en las células, donde los grupos acetato son hidrolizados
por accion de esterasas intracelulares formando 2°7 diclorodihidrofluoresceina
(DCHF), un compuesto polar que permanece atrapado dentro de la célula. La
DCHF es oxidada por RL o por lipoperéxidos generando 2°7 diclorofluoresceina
(DCF), un producto fluorescente. La DCF en CG se cuantifico por citometria de
flujo (exc 488 nm y 525 nm emisién). Los niveles de DCF producidos en el interior
de la célula, estan relacionados linealmente con la presencia de oxidantes, de tal
manera que la emision de luz fluorescente provee una aproximacion de la
concentracion de ERO (Moustafa et al., 2004). Para determinar la produccién de
ERO se estimo el promedio de células que presentaron fluorescencia positiva a
DCF.
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9. Determinacion de grupos carbonilos.

Se utilizaron 250 ng de proteina de liquido folicular y homogenizado de CG. Las
proteinas se precipitaron con 1 ml de acido tricloracético (TCA) al 20%, se
centrifugaron a 500 x g 10 min 4 °C, se lavaron 3 veces por centrifugacion con 1
ml TCA 5% 500 x g 10 min 4 °C c/u y posteriormente 3 veces mas con 1 ml de
cloroformo. El precipitado se dejo secar y posteriormente se resuspendié con 1 ml
de una solucién 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) 2% en HCI 2 N, se dejo incubar a
37 °C por 60 min durante los cuales se agito en un vortex a intervalos de 5 min.
Posteriormente las proteinas se precipitaron con TCA 20% frié durante 5 min y se
centrifugo a 500 x g x 10 min 4 °C. Se realizaron 2 lavados, c/u con 1 ml de
etanol/acetato de etilo (1/1 v/v). El precipitado obtenido se dejo secar y
posteriormente se disolvi6 en 1 ml de clorhidrato de Guanidina 6 M en
amortiguador de fosfatos 20 mM pH 6.5, para eliminar el material insoluble y
recuperar el sobrenadante se centrifugo a 500 x g x 10 min a 4 °C. Del
sobrenadante se tomo el espectro de absorcién de 300 — 600 nm, encontrando a
375 nm el pico de absorcion de la dinitrofenilhidrazona (Levine et al., 1990).

10. Determinacidon de hormonas esteroides

Las concentraciones de hormonas esteroides E,, P, y DHEA fueron medidas en
LF mediante radioinmunoanalisis, utilizando los kits Coat-A-count Estradiol y
Coat-A-count Progesterona (de Diagnostic Products Corporation, Los Angeles,
CA, USA.) y DHEA RIA DSL 9000 active (de Diagnostic Systems Laboratories,
Texas, USA), siguiendo las instrucciones del proveedor. El procedimiento se basa
en la utilizacién de tubos recubiertos de anticuerpos. La hormona marcada con |
compite con la hormona de la muestra por los sitios de unién con el anticuerpo.
Después de la incubacién la hormona unida se separa de la hormona libre por

decantacion y se analiza en un contador gama. La cantidad de cuentas esta

63



inversamente relacionada con la cantidad de la hormona presente en la muestra.
La concentracion de la hormona en la muestra se determin6 comparando las
cuentas con una curva estandar. Las diluciones utilizadas fueron 1:400 para E; y
1:40 para P, y DHEA. Los limites de sensibilidad fueron de 8 pg/ml para E, y 0.02
ng/ml para P, y DHEA. El coeficiente de variacion intraensayo fue de 5.07%,
2.89% y 3.05%, mientras que el interensayo de 4.9%, 5.9% y 10.8%, para E;, P4y

DHEA respectivamente.

11. Anélisis estadistico

Los datos se analizaron mediante un Andlisis de Varianza (ANOVA) y prueba de

Tuckey, utilizando un programa de computadora SPSS. Para el analisis de la

actividad de G6PDH y la concentracion de difenilhidrazonas, se realizo una

transformacion logaritmica a los datos.
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VIl. RESULTADOS

1. Foliculos colectados

Las caracteristicas de los foliculos analizados se muestran en la tabla Il (A y B).
Aqui podemos observar que se colectaron mas foliculos pequefios (4-6mm) que
grandes (>6mm), 148 y 108 respectivamente, que corresponden al 57.81% vy
42.19% del total (256). El porcentaje de foliculos sanos, sin considerar el tamafio
fue de 23.05 % y el de foliculos en degeneracion del 76.95%.

Tabla Il A. Clasificacion y porcentaje de los foliculos obtenidos.

Grado de atresia Tamafo y numero de foliculos
4-6mm % >6mm % Total %
1*(sanos) 29 11.33 30 11.72 59 | 23.05
2 55 21.48 46 17.97 | 101 | 39.45
3 64 25.00 32 12.50 96 | 37.50
Total 148 57.81 108 42.19 | 256 100

* Los foliculos clasificados como grado de Atresia 1, por sus caracteristicas:
abundante irrigacion, sin desprendimientos de su capa granulosa y apariencia
brillante, corresponden a foliculos sanos.

Tabla Il B. Porcentaje de foliculos sanos y atrésicos.

Clasificacion Foliculos de 4-6 mm Foliculos > 6 mm
NUumero % Ndmero %

Sanos 29 19.59 30 27.78

Atrésicos 119 80.41 78 72.22

Total 148 100% 108 100%
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2. Indice de apoptosis

En la figura 1 (A) se muestra un citograma representativo de cada grado de
atresia. En la (B) se presentan los porcentajes de células apoptéticas en cada uno
de los grupos. Los resultados demuestran que conforme avanza el grado de
atresia, aumenta el porcentaje de células apoptoticas y disminuye el de células
viables. Estos resultados mostraron diferencias significativas entre atresia 2
(33.3+2.5) y atresia 3 (71.15+7.3), respecto a foliculos con atresia 1 (9+1.2),
recordemos que este grupo corresponde a foliculos sanos. No observamos
diferencias significativas entre foliculos pequefios (4-6 mm) y grandes (>6 mm). En
esta figura, también se muestra un citograma representativo de cada uno de los
grados de atresia, en el que se puede apreciar como las células que han iniciado
el proceso de apoptosis, con la translocacion de fosfatidilserina, se mueven hacia
el cuadrante superior donde se localizan las células en apoptosis tardia que

muestran fluorescencia positiva tanto a anexina V-FITC como a ioduro de propidio.
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Figura 1. indice de apoptosis. (A) Citograma representativo de cada grado de

atresia. (B) Porcentaje de apoptosis en las células de la granulosa (Anexina V' y

Anexina V'/IPY), en relacion al tamafio y grado de atresia de los foliculos. Se

muestra el promedio £ DE de 5 experimentos/grupo. Literales desiguales denotan

diferencia significativa (p<0.05) entre grado de atresia.
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3. Actividad de G6PDH

En la figura 2, se muestra la actividad de G6PDH en CG (A) y LF (B). El analisis
de varianza en la actividad de G6PDH, con una P< 0.05, indica que existe
diferencia significativa en CG de foliculos con atresia 2 y 3 contra atresia 1 (370 +
230; 240 = 90 y 870 £ 320 mU/mg de proteina, respectivamente). En tamafio los
anicos que mostraron diferencia significativa fueron los foliculos de atresia 1, tanto
en CG como en LF. En liquido folicular existio diferencia significativa entre los
foliculos con atresia 3 respecto a los de atresia 1 (30 £ 10; 60 £ 30 mU/mg de
proteina, respectivamente). Claramente se puede observar la tendencia a
disminuir la actividad de la enzima conforme avanza el grado de atresia, siendo
mayor la diferencia cuando se comparan foliculos sanos (atresia 1) contra

atrésicos (atresia 2 y 3).
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Figura 2. Actividad de G6PDH en células de la granulosa (A) y liquido folicular (B)
en foliculos con diferente tamafio y grado de atresia. Los datos representan el
promedio + DE de 10 experimentos/grupo. Literales desiguales denotan diferencia

significativa (p< 0.05) entre tamafos y los asteriscos entre grados de atresia.
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4. Concentracion de GSH

En la figura 3, se observan las concentraciones de GSH en CG (A) y LF (B). Las
concentraciones de GSH en CG fueron de 10.67 + 3.84,5.94 + 2.02y 2.85 + 1.22
en foliculos de 4-6mm, y 10.06 + 2.40; 5.28 + 1.88 y 3.55 + 1.22 umoles/ml en
foliculos > 6mm con atresia 1, 2 y 3 respectivamente. En LF fueron de 211 + 44.8;
152 + 14.4; y 129 + 20.5 en foliculos de 4-6 mm y 213 + 36.3; 155+ 16.9y 96 +
17.7 pmoles/ml para foliculos > 6mm con atresia 1, 2 y 3 respectivamente. Los
resultados muestran que las diferencias en las concentraciones de GSH de CG y
LF entre los tres grados de atresia son estadisticamente significativas (P< 0.05),
no asi cuando se comparan por tamafio, aunque esta si es significativa en el LF de
los foliculos con atresia 3. Se observa que las concentraciones de GSH son
superiores en foliculos sanos y disminuyen en los foliculos en degeneracion
(atresia 2 y atresia 3). Es importante destacar que en LF, la concentracién de GSH

es 20 veces superior que en CG.
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Figura 3. Concentraciones de Glutation reducido en células de la granulosa (A) y
liquido folicular (B), en diferente tamafio (4-6mm y >6mm) y grado de atresia (1, 2
y 3) de los foliculos. Los datos representan el promedio + DE de 10
experimentos/grupo. Literales desiguales denotan diferencia significativa (p< 0.05)

entre tamanfos y los asteriscos entre grados de atresia.
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5.- Produccién de ERO

En la figura 4, (A) se presenta un histograma representativo de cada grado de
atresia. (B) se muestra el promedio + DE del porcentaje de CG positivas a DCF,
donde puede observarse un incremento significativo (p<0.05), en la produccion de
ERO de acuerdo al grado de atresia folicular, siendo menor en los foliculos sanos
0 atresia 1 con respecto a los de atresia 2 y atresia 3 (32.5+6; 51.56+4.8 y
56.445.06, respectivamente). En esta figura también se muestra un histograma
representativo de las células incubadas en presencia de DCDHF y analizadas por
citometria de flujo, donde puede apreciarse el incremento de células positivas a
DCF en los foliculos atrésicos.
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Figura 4. Produccion de Especies Reactivas de Oxigeno. (A) Histograma
representativo de CG incubadas con DCDHF, en diferentes estados de atresia
folicular. (B) Porcentaje de células de la granulosa positivas a DCF, de acuerdo al
grado de atresia (1, 2 y 3). Se muestra el promedio + DE de 5 experimentos/grupo.

Literales desiguales denotan diferencia significativa (p<0.05) entre grado atresia.
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6.- Determinacion de grupos carbonilos

La figura 5, muestra las determinaciones de grupos carbonilos en CG (A) y LF
(B). Los resultados obtenidos demuestran que en LF la presencia de proteinas
oxidadas se incremento conforme avanzo el grado de atresia tanto en los foliculos
grandes como en los foliculos pequefios. Las proteinas oxidadas en CG tendieron
a incrementarse solo en los foliculos > 6mm (1.71 + 0.88, 2.08 + 0.77 y 5.66 + 1.78
pumoles/mg de proteina, en atresia 1, 2 y 3 respectivamente), mientras que en los
foliculos pequefios en atresia 2 se presentaron los valores menores (1.58 + 0.38)
que atresia 1 (2.65 = 0.53), incrementando nuevamente en atresia 3 (2.74 + 0.96).
El analisis de varianza de los datos del LF mostré diferencia significativa (P<0.05)
entre los foliculos con atresia 2 y 3, y los de atresia 1. Por tamafio las diferencias
también fueron significativas en foliculos de atresia 1 y 2. En el liquido folicular
conforme avanzo el grado de atresia se incremento la presencia de grupos
carbonilos en las proteinas, lo mismo el células de la granulosa pero solo en

foliculos > 6mm.
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Figura 5. Concentracion de grupos carbonilos en proteinas de células de la
granulosa (A) y liquido folicular (B), en foliculos con diferente tamafio (4-6mm y
>6mm) y grado de atresia (1, 2 y 3). Los datos representan el promedio + DE de
10 experimentos/grupo. Literales desiguales denotan diferencia significativa (p<

0.05) entre tamafios y los asteriscos entre grados de atresia.
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7. Determinacién de hormonas esteroides

En la figura 6, se muestran los promedios + DE de las concentraciones
hormonales de E;, P, y DHEA. La relacion E;:P,, fue superior a 1 en los foliculos
sanos y menor en los atrésicos. E; mostré una tendencia a disminuir mientras que
P,y DHEA a incrementarse conforme avanzo el grado de atresia. A pesar de que
en cada una de las hormonas, las diferencias de concentracion entre tamafio no
fueron estadisticamente significativas, en los foliculos > 6 mm el promedio de E;
fue mayor en los foliculos con atresia 1 y 2, mientras que el de P4 fue menor en
estos ultimos. En el caso de DHEA, en promedio su concentracion fue mayor en
los foliculos grandes en todos los grados de atresia. Los resultados mostraron un
incremento en el nivel de DHEA en relacién con el grado de atresia, siendo mayor
y estadisticamente significativo solo en los foliculos con atresia 3 en relacion a los
foliculos con atresia 1 (50.5+12.5 y 17.16+11.22 ng/ml respectivamente). Este
mismo comportamiento fue observado en foliculos de 4-6 mm (15.3+2.5; 19.946.1

y 28.92+8 ng/ml respectivamente).
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Figura 6.- Determinaciones de estradiol, progesterona y DHEA, en foliculos
pequefnos (4-6 mm) y grandes (>6 mm), con diferente grado de atresia (1, 2y 3).
Se presenta el promedio + DE de 10 experimentos/grupo. Literales desiguales
denotan diferencia significativa (p< 0.05) entre tamafos y los asteriscos entre

grados de atresia.
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VIIl. DISCUSION

En la mayoria de las especies durante el desarrollo folicular de cada ciclo
reproductivo, solo algunos foliculos son seleccionados para ovular, mientras que el
resto degeneran (McGee y Husueh. 2000). Los resultados que obtuvimos en
cuanto al porcentaje de foliculos atrésicos (>70%, tabla 2 A y B) concuerdan con

trabajos previos realizados en oveja (Garcia et al., 1997; Rosales et al., 2000).

La atresia folicular es un proceso regulado que inicia con la pérdida de CG
mediante apoptosis (Huges, 1991; Tilly et al, 1991) y contindia en las CT aunque
en menor indice y en estados mas avanzados de la atresia (Palumbo y Yeh,
1994). Investigaciones recientes indican que la muerte en diversos tipos celulares
puede ser iniciada por varios estimulos extra e intracelulares, de los cuales a nivel
intracelular el estrés oxidativo posee gran relevancia (Wang et al, 1999; Chandra
et al, 2000; Hildeman et al, 2003). Sin embargo, son pocos los estudios que se
han orientado a estudiar la relacién entre estrés oxidativo y apoptosis en los
foliculos ovaricos. Este trabajo describe por primera vez la actividad de G6PDH en
los componentes foliculares (CG y LF) de oveja y su relaciébn con el estrés

oxidativo que ocurre durante la atresia folicular.

La anexina V (Figura 1), permite identificar aquellas células que han expuesto
fosfatidilserina hacia el exterior de la membrana plasmatica e iniciado el
mecanismo de apoptosis. Se corrobord que en la atresia folicular esta involucrada
la apoptosis como principal tipo de muerte en CG, ya que conforme avanza el
grado de atresia, el porcentaje de células positivas a Anexina V se incrementa.
Los datos concuerdan con otros estudios en los que se ha demostrado que la
apoptosis es el principal tipo de muerte en CG durante la atresia folicular
(Palumbo y Yeh, 1994; Matsui et al., 2003; E-Valdez et al., 2005). Por otro lado,
los resultados de DCF (figura 4) muestran la misma tendencia que con Anexina V,
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es decir que a mayor grado de atresia mayor es el nimero de células positivas a
DCF, lo cual denota que la muerte de CG en los foliculos atrésicos tiene una

estrecha relacion con la presencia de estrés oxidativo.

El estrés oxidativo ha sido ligado a la muerte por apoptosis en diversos tipos
celulares, y las células foliculares no podrian ser la excepcién. El estado redox, en
todos los tipos celulares esta determinado por el principal reductor intracelular,
NADPH (Wang et al., 1999), generado a través de la via de las pentosas, por la
G6PDH (Kletzien et al.,, 1994), y su importancia radica en la regeneracion del
GSH, un antioxidante fundamental en el ovario (Tilly, 1996; Luberda, 2005), con lo
cual se reconoce a la G6PDH como una enzima antioxidante critica para mantener
los niveles de GSH durante la exposicion a ERO (Diaz-Flores, 2006).
Recientemente se demostré que la disminucion de GSH aumenta el indice de
atresia en foliculos antrales de la rata y que el tratamiento con suplementos o
precursores como N-acetilcisteina, protege contra el estimulo apoptético, al igual
que en otros tipos celulares (Tilly y Tilly, 1995; Tsai-Turton y Luderer, 2006). En
este trabajo medimos la actividad de G6PDH (figura 2A y B) y las concentraciones
de GSH (figura 3A y B) en CG y LF, los resultados demuestran que ambas
biomoléculas estdn involucradas en la atresia folicular, ya que foliculos
clasificados como atresia 1 (sanos), presentaron mayores concentraciones de
GSH, las cuales disminuyeron segun el grado de atresia. Este comportamiento
posiblemente esta relacionado con la actividad de G6PDH, mediante el suministro
de NADPH, ya que esta enzima mostro la misma tendencia que el GSH, lo cual es
indicativo de que las concentraciones de GSH dependen de la actividad de
G6PDH; asi los foliculos sanos poseen mayor proteccion y capacidad
antioxidante, siendo la actividad de G6PDH determinante para el inicio y progreso
de la atresia. Un hecho notable es que la actividad de G6PDH fue 10 veces
superior en las CG, pero las concentraciones de GSH fuerén 20 veces superiores
en LF. Esto podria deberse a que la G6PDH es una enzima intracelular y por otro

lado, a que finalmente las células foliculares, especialmente CG, tienen como
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funcién principal proveer un microambiente optimo para el desarrollo y viabilidad
del ovocito (Parrot y Skinner, 1998), lo cual hace suponer que debido a la mayor
actividad de G6PDH en las CG, se estan generando cantidades considerables de
GSH que son depositadas en el LF, esto con la finalidad de brindar mayor
proteccion al ovocito, ya que conforme se acerca el momento de la ovulacion la
pared y las células foliculares sufren ciertas modificaciones, que aunado a la
infiltracién de leucocitos y macrofagos, probablemente representan un sitio activo
en la generacién de RL (Brannstrong et al., 1994; Lachampelle et al., 1996). Esto
altimo, al parecer es uno de los requisitos para la ovulacién, por lo cual el ovocito
debe de ir inmerso en una gran cantidad de factores que lo protejan de la
oxidacion (Jozwik et al., 1999), ya que se ha observado que en aquellos gametos

que presentan modificaciones oxidativas se afecta la fertilizacion.

Los antioxidantes son utilizados para neutralizar RL, que se generan como parte
del metabolismo celular normal, en el transporte de electrones asociado a la
esteroidogénesis en la glandula adrenal (Hornsby y Crivello, 1983), testiculo
(Peltota et al., 1996) y probablemente en el ovario (Tsai-Turton y Luderer, 2006).
Las CG son un elemento fundamental en la esteroidogénesis, ya que contienen
las enzimas necesarias (3-B hidroxiesteroide deshidrogenasa, 17-B
hidroxiesteroide deshidrogenasa y P45040m entre otras) para la conversién de
androgenos a estrogenos, por lo cual requieren mayor consumo de antioxidantes.
Esto también podria causar que las CG contengan menores concentraciones de
GSH, y asi una proteccion inadecuada contra ERO desencadene la atresia
folicular (Tilly y Tilly, 1995; Tsai-Turton y Luderer, 2006). Las ERO promueven la
apoptosis en diversos modelos como los hepatocitos (Haidara et al.,, 2002), las
células epiteliales (Jungas et al., 2002), los fibroblastos (Ran et al., 2004) y
recientemente se demostré en los foliculos ovaricos de rata (Tsai-turton y Luderer,
2006). Para medir la produccion de ERO utilizamos DCDHF, un indicador de H,0»,
‘OH, peroxidasas y peroxinitrito (Vaquero et al.,, 2004). Nuestros resultados

demostraron que aquellos foliculos con menor indice apoptético presentan menor
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cantidad de ERO, lo que se relaciona también con un menor estrés oxidativo. Los
RL causan alteraciones a las biomoléculas (lipidos, proteinas y DNA), con lo cual
modifican su estructura y por lo tanto su funcion biolégica. En este estudio
utilizamos la medicion de grupos carbonilos como indicador de dafio oxidativo. El
dafio causado a las proteinas es irreversible y puede propiciar el incremento en el
enrollamiento de las estructuras secundarias con la perdida de la estructura
terciaria y/o cuaternaria, esto debido al ataque oxidativo del radical OH" sobre los
residuos de aminoacidos, produciendo las llamadas proteinas carboniladas y
favoreciendo el entrecruzamiento de proteinas con otras biomoléculas como
glucosa (glucosilacion). Estos cambios conformacionales hacen a las proteinas
mas susceptibles de proteolisis, desnaturalizacion y pérdida de su actividad
biologica (Levine et al., 1990; Hicks, 2005). Nuestros resultados de
difenilhidrazonas (figura 5), generadas por la reaccion de difenilhidrazina con
proteinas carboniladas, muestran un incremento segun avanza el grado de atresia,
gue se asocia con una proteccion ineficiente contra ERO, probablemente
ocasionado por la disminucion en la actividad de G6PDH. No seria de sorprender
que la prevalencia de ERO cause modificaciones en la G6PDH, que afecten su
actividad biologica y como consecuencia el abastecimiento del NADPH necesario
para restaurar los niveles de GSH. Aunque NADPH también se produce por la
segunda enzima de la via de las pentosas, la 6-fosfogluconato deshidrogenasa, su
actividad depende de la disposicion de sustrato, el cual es provisto por la G6PDH.
La malato deshidrogenasa y la isocitrato deshidrogenasa, ambas dependientes de
NADP™, también pueden producir NADPH (Flint y Denton, 1970), pero en la
mayoria de las células no reemplazan a la G6PDH como su fuente principal
(Zhang et al., 2000b; Filosa et al., 2003).

Estudios in vitro han demostrado que el tratamiento de la G6PDH con algun
sistema oxidante y con los productos secundarios a la lipoperéxidacion, como el
hidroxinonenal, la enzima experimenta cambios oxidativos que incrementan su

labilidad al calor y la perdida de su actividad biologica (Oliver et al., 1987; Ninfali,
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2001). Asi, la caida en la actividad de la G6PDH se refleja en el incremento en la
produccion de ERO vy del indice apoptotico. A pesar de que la actividad de G6PDH
fue mayor en CG y las concentraciones de GSH superiores en LF, la acumulacion
de difenilhidrazonas fue muy similar tanto en CG como en LF. Posiblemente, esto
apoya la propuesta de que en CG, el GSH es menor debido a que, por un lado
éste es consumido para neutralizar las ERO y por otro se esta virtiendo en el LF

para coadyuvar a las propiedades antioxidantes del mismo.

Por otra parte los factores endocrinos primarios que regulan la apoptosis en
foliculos ovaricos son las gonadotropinas FSH y LH, (Chun et al., 1994; Chun et
al., 1996, Tilly et al., 1992; Tilly et al., 1995). El efecto antiapoptotico al parecer
esta mediado por la inhibicibn del dafio mitocondrial, por el estimulo en la
expresion de moléculas de sobrevivencia (Wang et al., 2002) e inhibicién de
aquellas pro-apoptéticas (Tilly et al., 1995; Robles et al., 1999; Matikainen et al.,
2001), ademés del incremento de los niveles del antioxidante GSH que provee un
efecto antiapoptotico por su capacidad para neutralizar ERO. También se ha
observado que la deficiencia de GSH es necesaria para la liberacion del citocromo
c y por tanto la induccion de apoptosis (Ghibelli et al., 1998; Coppola y Ghibelli,
2000). En este trabajo observamos que las concentraciones de GSH tanto en CG
como en LF fueron disminuyendo a medida que aumentaba el grado de atresia. En
la rata, la FSH incrementa las concentraciones foliculares de GSH, lo cual sugiere
que su efecto antiapoptético sobre las CG es a través del GSH (Tsai-Turton y
Luderer, 2006). Nuestros resultados también demostrarén que GSH participa de
manera importante en la viabilidad celular, ya que aquellos foliculos clasificados
como sanos presentaron las concentraciones mas altas de GSH. Ademas de
aumentar los niveles de GSH, las gonadotropinas también pueden incrementar en
el ovario, la expresién de enzimas antioxidantes como SOD (Sasaki et al., 1994;
Tilly y Tilly, 1995) y la presencia de vitaminas que protegen del estrés oxidativo
como la vitamina A y el acido ascorbico (Aten et al., 1992) en CG (Behrman et al.,

1996). Nuestros datos concuerdan con resultados encontrados en otros tipos
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celulares donde la viabilidad depende de un incremento en la actividad de G6PDH.
Como se menciond la FSH ejerce su efecto antiapoptético mediante GSH, la
G6PDH es determinante para la provision de NADPH, y por lo tanto del GSH, con
lo cual esta enzima determina la viabilidad o el camino hacia atresia, que inicia

efectivamente en las CG.

En los foliculos ovaricos, durante el desarrollo se producen hormonas esteroides,
en CT ocurre la conversion desde colesterol a pregnenolona, después a
progesterona y posteriormente a androgenos (dihidrotestosterona, testosterona,
dehidroepiandrosterona y androstenediona), mientras que en CG se realiza la
conversion de estos a estrogenos (estrona, estriol y estradiol). Las hormonas
esteroides en el LF, principalmente la relacion E;:P,, se ha utlizado para
diferenciar foliculos sanos de atrésicos; cuando la relacion es superior a 1 los
foliculos son considerados como sanos y cuando es menor, como atrésicos (Roth
et al., 2001; Jiang et al., 2003). Esto es apoyado por experimentos realizados por
Manikkam y Rajamahendran (1997) en foliculos de bovino, donde el incremento
en las concentraciones de progesterona se correlaciona con una disminucién en la
actividad de la P45040m, por lo tanto en las concentraciones de E; y el mayor
indice apoptético, donde aquellos foliculos que tuvieron mayores cantidades de E,
ocurrio lo contrario. Esto se debe a que las CG de foliculos atrésicos pierden su
capacidad esteroidogénica, lo que favorece la acumulaciéon de progesterona.
Nuestros resultados (figura 6) concuerdan con lo antes mencionado, donde la
relacion E,:P, es superior a 1 en foliculos sanos (atresia 1) y se hace inversa
segun avanza el grado de atresia.

La DHEA es un esteroide de 19 carbonos, producido principalmente en la corteza
suprarrenal y en menor indice en las go6nadas, actla como precursor de
testosterona y estroégenos, presenta actividad andrdgena relativamente debil
(Dorfman et al., 1956), y a pesar de que su papel no se ha definido de manera

concluyente (Nafziger et al., 1991; Berdanier et al., 1993), se ha reportado que
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presenta efectos antiproliferativos sobre varias lineas celulares y sobre el
metabolismo celular de algunas enzimas entre ellas G6PDH (Farquharson et al.,
1993; Wang et al., 1999). Su concentracién puede variar de manera significativa
durante el dia, de acuerdo a la secrecion de la hormona ACTH y su produccion
afecta la sintesis de insulina (Zumoff et al., 1980; Berdanier et al., 1993). Esta
altima es uno de los reguladores positivo de G6PDH, ademas de los estrégenos
(Tian et al., 1999). Hasta el momento no existen datos reportados sobre las
concentraciones de DHEA en LF y mucho menos en relacion al grado de atresia,
en este estudio encontramos que esta hormona presenta un comportamiento
similar al de P4, es decir que en foliculos sanos su acumulacion es limitada y se
hace mas evidente, conforme avanza el grado de atresia. Lo anterior indica que la
actividad de G6PDH, no se ve afectada por DHEA en foliculos sanos, pero si en
los atrésicos y que a su vez, probablemente, E, este ejerciendo un efecto positivo

sobre la actividad de esta enzima en los foliculos sanos.
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IX. CONCLUSION

La enzima G6PDH esta relacionada con la sobrevivencia de las CG; el incremento
en su actividad posiblemente provee cantidades importantes de NADPH para
regenerar al GSH y con ello proporcionar mayor proteccién y capacidad
antioxidante en el foliculo. Por esta razon, consideramos que su actividad es
determinante para el inicio y progreso de la atresia folicular, sin importar el estadio
del desarrollo en que se encuentre el foliculo. A pesar de ser una enzima
intracelular también esta presente en el LF, sin embargo, su actividad es mayor en
CG, por lo que se propone que las CG contribuyen de manera importante en la
produccion del GSH que se concentra en el LF, proporcionando asi, mayor

proteccion al ovocito.

Los foliculos sanos mantienen su capacidad esteroidogénica, lo cual impide la
acumulacion de progesterona y DHEA, precursores de androgenos en las CT,
pero con efecto antiproliferativo en las CG durante el desarrollo folicular. En los
foliculos atrésicos se pierde esta capacidad, debido a la muerte de las células de
la granulosa. El incremento en la concentracion de ERO y DHEA, contribuye a la
inhibicion de la G6PDH, y por lo tanto a la induccion de apoptosis en las células de

la granulosa de foliculos atrésicos.
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