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RESUMEN

En el presente trabajo se analizaron ovocitos de rata pre-piberes para definir los procesos
de muerte celular que estdn implicados en la atresia folicular en esta etapa de dcsarrollo,
utilizando técnicas inmunohistoquimicas y moleculares.

Para realizar las técnicas inmunohistoquimicas de fluorescencia se hicieron cortes seriados
dc ovarios de rata incluidos en parafina y Lowicryl K4M de las edades de 1 a 28 dias de
nacidas. Se Inmunodetectaron proteinas caracteristicas de la apoptosis como: pro-caspasa 3,
caspasa 3 activa y la técnica de TUNEL. Para visualizar el nlcleo se utilizdé DAPI. Se
identificaron marcadores de autofagia como el incremento sobre el nivel basal de la
proteina integral de lisosomas lampl y el incremento de la actividad de ]a fosfatasa dcida
con respecto a las c€lulas normales, asi como la morfologia a nivel ultraestructural de
autofagosomas.

La identificacidn de apoptosis y autofagia por medio de las técnicas bioquimicas y
moleculares se rcalizaron en poblaciones de ovocitos aislados. Para apoptosis se identifico
por medio de la Anexina V acoplada a FITC a la fosfatidilserina externalizada y se observo
el ADN fragmentado mediantc la electroforesis en geles de agarosa. Para poner de
manifiesto a la autofagia se utilizo al compuesto fluorescente monodansilcadaverina. Se
desarrollo la técnica de RT-PCR en poblaciones puras de ovocitos, para analizar la
expresion de los genes implicados en el proceso de autofagia como son Le3 y lampl, asi
como de un gen implicado en la apoptosis: el de la enzuna caspasa 3.

En las diferentes edades, dependicndo del desarrotlo en que se encuentren los foliculos en
proceso de atresia, los ovocitos son positivos a las diferentes inmunolocalizaciones: a la
edad de 1 dia, los ovocitos son en su mayoria positivos a TUNEL y pocos son positivos a
las otras proteinas. A los 5 y 10 dias, los ovocitos son positivos a lamp] y caspasa 3 activa,
pero no a TUNEL. A partir de los 15 dias de edad son positivos a caspasa 3 activa, lampl y
TUNEL, algunos ovocitos en foliculos con antro grande son positivos a todas las
reacciones. En las edades de 17 a 28 dias hay principalmente foliculos con antro en
formacion y antro grande, que son doble positivos a caspasa 3 activa-lampl o a pro-caspasa
3-lampl, también es comin que un mismo ovocito sea positivo a las tres proteinas e sncluso

en los ovocitos ya muy degenerados, se presenta una cuadruple marca positiva que incluye

a TUNEL.



En los ensayos in vitro, encontramos que a la edad de S dias, la frecuencia relativa (FR) de
células que son positivas a la Anexina-V es de 0.068, a la edad de un dia es de 0.57; a los
19 dias es de 0.20 y a los 28 dias es de 0.15, encontrandose que una diferencia significativa
a la edad de 5 con respecto a las edades de 19 y 28 dias. Los datos de la incorporacion de
l]a monodansilcadaverina indican que no hay una diferencia significativa entre las diferentes
edades, mostrando que el compuesto se incorpora con la misma frecuencia en todas las
cdadcs. También se cncontraron células con ambos marcadores de forma simultanea en las
diferentes edades, sin que la frecuencia variara de forma significativa. Se detectd que las
poblaciones aisladas de ovocitos, expresan los genes de caspasa 3, lampl y Lc3, en todas
las edades. La electroforesis de ADN en geles de agarosa de ovocitos de 5 dias, no presenta
ADN fragmentado; pero a las edades de 1, 19 y 28 dias se observd una clara fragmentacion
de ADN, lo quc sugicre que la apoptosis llega a su fase final.

Las prucbas inmunohistoquimicas, bioquimicas y moleculares coinciden en que a la edad
de | dia, los ovocitos mueren fundamentalmente por apoptosis, aunque no presentan los
caracteristicos rasgos estructurales del proceso. En las demds edades, una vez que los
foliculos inician su crecimiento, los ovocitos son positivos a mas de una proteina, siendo
evidente la presencia sitmultanea de caspasa 3 (en su forma activa ¢ inactiva) y lampl,
indicando que una vez que los ovocitos inician el proceso de muerte, en ellos se lleva a
cabo no solo el proceso de apoplosis, sino también el de autofagia. La auscncia de un
patron de ADN fragmentado en la edad de 5 dlas, indica que aunque se llegan a encontrar
algunos ovocitos positivos a la Apexina-V, los ovocitos que mueren, no lo hacen
fundamentalmente por apoptosis. En los ovocitos de ratas de mayor edad, se ha podido
identificar a los procesos de autofagia y apoptosis tanto en las poblaciones celulares
aisladas, como en los cortes seriados de un mismo ovocito.

Los resultados inmunohistoquimicos, bioquimicos y moleculares, indican que los ovocitos
de ratas pre-piberes, son eliminados por medio de tres diferentes procesos: uno es la
apoptosis, el otro la autofagia, y un dltimo, en donde ambos se estan llevando a cabo cn una

misma célula, siendo mas evidente a la edad mds cercana a la primera ovulacién (28 dias).



ABSTRACT

In the present work the processes of cell death of the oocytes of newboru and pre-pubertal
rats (I to 28 days old) were studied by means of TUNEL reaction, immunocytochemical
localization of pro-caspase 3, and active caspase 3 as markers of apoptosis. To determine if
autophagy was present In dying oocytes, lamp 1 was immunolocalized and acid
phosphatase was developed by a classical cytochemical test.

Most of the oocytes in one day old rats were positive only to TUNEL. In 5 and 10 days old
oocytes, active caspase 3 and increased level of lamp 1 were present, but TUNEL was not.
Ahead of 15 days old the oocytes were positive to caspase 3 active, lamp | and TUNEL.
Some oocytes in antral follicles were positive to all reactions. In 17 to 28 days old animals
numerous oocytes in pre antral and antral follicles were simultaneously positive to caspase
3 active and tampl or to pro-caspase 3 and lampl. In these animals oocytes were frequently
positive to three markers and even very degenerate oocyles were positive to the four
markers.

In vitro assays we found that the relative frequency (RF=number of positives oocytes /
Total number of oocytes studied) of oocytes positive to Annexin V in 5 days old rats was
smaller than in rats of other ages. In oocytes of 1 day old rats RF=0.57; in 19 days old rats
RF=0.20 and in 28 days old rats RF: 0.15. The monodansylcadaverine incorporation was: 5
days: 0.29; 1 day 0.25, 19 days: 0.25 and 28 days: 0.19, being homogeneous. Both markers
were present simultaneous in some oocytes. The smaller frequency of this double labelling
was found tn 5 days (RF= 0.]5) and the higher one in 28 days old rats (RF= 0.33).

In vitro populations of oocytes of all the ages studied, expressed caspase-3, lampl and Le3
gencs. The electrophoresis of the DNA of oocytes of 5 days old rats showed that DNA was
not broken. In the oocytes of 1, 19 and 28 days old rats fragmented DNA was observed
indicating that the final phase of apoptosis was taking place.

Immunochistochemical, biochemical and molecular procedures coincided that the oocytes of
1 day old rats die fundamentally by means of apoptosis, although they do not present the
classical structural features of this process. In the ovaries of rats of other ages the oocytes in
growing follicles were positive to more than one marker. The simultanecous localization of
caspase 3 (in their active and inactive forms) and lampl, indicated the presence of metabolic

steps of apoptosis and autophagy from the very early steps of cell death process of the



oocyte. The absence of a broken DNA pattern in the oocytes of 5 days old indicates that
apoptosis is not their main process of death. In oocytes of older rats the simultaneous
presence of markers of autophagy and apoptosis in the same cell was evidenced in two
different systems: in isolated cellular populations and in the serial sections of the same
oocyte in fixed and embedded samples.

The immunohistochemical, biochemical and molecular results, indicate that the prepubertal
rat oocytes are eliminated by means of three different processes: apoptosis, autophagy, and
other displaying simultancously features of both of these processes of cell death in the same

cell. Thc last one is more frequent in 28 days old rats, which are near their first ovulation.



INTRODUCCION

Durante el desarrollo embrionario de los organismos femeninos, las células germinales
primordiales, migran de la parte ¢xterna del embridn a las crestas genitales y se dividen por
mitosis hasta que colonizan ¢l ovario (1). Una vez que las células germinales se encucntran
en las crestas genitales, se diferencian en ovogonias o espermatogonias (2). En el ovario,
las divisiones mitoticas de las células germinales primordiales forman los grupos de
ovogonias, las cuales cstan conectadas unas con otras por puentes citoplasmaticos
intercelulares. Estas ovogonias son rodeadas por células sométicas, formando grupos de
celulas germinales o cordones corticales. En muchas especies los cordones corticales se
fusionan en el dltimo estadio de desarrollo con proyecciones del epitelio superficial (3).
Dentro de los cordones, las ovogonias se dividen varias veces por mjtosis y después cntran
a la meiosis para convertirse en ovocltos. Los ovocitos pasan a través de la profase mciotica
I, la cual consiste en S estadios: leptoteno, zigoteno, paquiteno, diploteno y diacinesis. Los
ovocitos se detienen en la profase meidtica I, en el estadio diploteno (4).

Es durante estas fases de la melosis, cuando se requiere de varias proteinas reparadoras de
ADN y de muchos otros factores para que se lleven a cabo el alineamiento correcto de los
cromosomas y la recombinacion. Durante la profase I de la meiosis, los niveles de
transcripcion bajan hasta ser casi indetectables durante el paquiteno temprano, pero en el
diploteno vuelven a ser elevados (2). Los ovocitos en el estadio diploteno son mas grandes
que las ovogonias y tienen mas organelos citoplasmaticos (4).

Meiosis

La meiosis cs el proceso de division celular que solo se realiza en las células germinales y
tiene por objetivo la produccién de gametos o células germinales masculinas y femeninas
(espermatozoides y Ovulos, respectivamente) cada una de las cuales contiene la mitad de la
dotacion cromosdmica normal. A esa media dotacion de cromosomas de cada gameto se le
conoce como numero haploide (n).

La meiosis I tiene una profase T la cual consta de cinco estadios que son el leptoteno,
durante cl cual se forman los ejes cromosdmicos rodeados de asas de cromatina laxa.
Cigoteno durante el cual hay un apareamiento de cromosomas llamado sinapsis y es
caracteristico de la meiosis. Aunque no se¢ conoce el mecanismo por cl cual cada

cromosoma reconoce a su homdlogo, la sinapsis parcce requerir la presencia de la



membrana nuctear y de la formaciéon de una estructura compleja formada por ADN y
proteinas denominada complejo sinaptonémico. Este complejo tiene aspecto escaleriforme
con un elemento central y dos barras laterales. Durante Ja siguiente fase llamada paquiteno,
se produce el entrecruzamiento o crossing-over, proceso mediante el cual los cromosomas
homologos intercambian segmentos. En ¢l diploteno, se desorganiza el complejo sinap-
ton€rnico, los cromosomas quedan unidos s610 en algunos puntos llamados quiasmas y en
la diacinesis, los cromosomas se desplazan a la periferia del nicleo.

Durante la pro-metafase, la membrana nuclcar desaparece. Un cinetocoro se forma por cada
cromosoma y los cromosomas adosados a fibras del huso comienzan a moverse.

En la metafasc 1, los cromosomas ain unidos, son jalados hacia el ecuador por fibras del
huso, formando la placa metafasica. Ya en la anafase ], los cromosomas homélogos sc
separan y las cromatidas hermanas permanecen unidas por sus respectivos centrémeros. En
la telofase I, se reorganizan los nicleos y se produce citocinesis. En cada nicleo habréd una
sola serie de cromosomas, duplicados y modificados por el entrecruzamiento, después de
esta fase, hay una breve interfase, llamada intercinesis, en la cual no ocurrc duplicacion del
material genético (6, 7), ya que la primera division meiotica es reduccional.

La segunda division meidtica es bdsicamente una divisidon mitdtica, en donde las
cromatidas de cada cromosoma se dirigen hacia los polos opuestos de la célula. Por cada
céluta que entra en melosis I se producen cuatro células en la telofase 1I. La anafase [
separa cromosomas maternos de patemos y la anafase II separa cromatidas hermanas
(figura 1). La importancia de la meiosis como proceso bioldgico radica en primer lugar, en
que reduce el material genético a la mitad, de tal manera que cada célula hya recibe un
juego cromosomico haploide completo. En segundo lugar, debido al entrecruzamiento
existe la posibilidad de aumentar la variabilidad, aumentando las combinaciones alclicas de
los gametos. También se producen nuevas combinaciones como resultado del proceso de
segregacion independiente, por el cual cromosomas matemos y paternos presentan mezclas
diferentes de genes. La recombinacion es el evento central en la meiosis de la mayoria de
los organismos, va que la segregaciop adecuada de los cromosomas y la viabilidad
dependen de los niveles normales de recombinacion. La recombinacién involucra una serie
de cambios bioquimicos, que comienzan muy temprano en la profase meidtica con el

rompimiento de la doble hebra. El rompimiento de la doble hebra tienc la misién de



exponer una hebra sencilla de ADN con terminacion 3" que invade secuencias homologas
de una de las cromatidas hermanas dc su homdlogo. Esta invasién genera una molécula
heteroduplex entre cromosomas homologos, que promueve el intercambio cruzado de
hebras o uniones Holliday. En una unidon Holliday las dos hélices de ADN homologas

permanecen juntas por el intercambio reciproco de dos de las cuatro hebras presentes (7).
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FIGURA 1. Represenlacion grafica del proceso meidtico, en el cual se originan cuatro células haploides a
partir de una célula diploide. Imagen tomada y modificada de ref. (8):

gametns

Ovogénesis

Es el proceso por el cual las células germinales femeninas pre-meidticas se desarrollan en
ovocitos maduros, Durante la ovogénesis se forma un nuclco haploide y se acumula una
reserva de proteinas citoplasmaticas, ARNm, productos metabélicos y organelos cehulares (9).
Los mecanismos de la ovogénesis varian entre las especies, en casos como en ¢l erizo de
mar y las ranas, la hembra produce cientos o miles de huevos en cada ciclo reproductor,
mientras en otras especles, como en humanos y la mayoria de Jos mamiferos, sélo se
producen pocos gametos femeninos (ovocitos) durante toda su vida. Durante el desarrollo
embrionario, tnuere una gran cantidad de ovocitos y los que restan estan detenidos en la
primera divisidn meidtica. Estas ultimas células, denominadas ovocitos primarios, se
desarrollan a través de la primera profase meidtica hasta el estadio de diploteno, punto en ¢l
que scran mantenidas hasta que inicie la pubertad (9), fase del proceso de maduracion del
organismo en la cual en respuesta al pico de la hormona luteimzante los ovocitos reanudan
la meiosis (10). Con el comienzo de la pubcrtad, grupos de ovocitos reinician
periodicamente la meiosis. En la mujer, la primera partec de la meiosis comienza en el

embridén y la sefial para reiniciar la meiosis no es dada hasta casi 12 afios mas tarde.



Algunos ovocitos son mantenidos en la profase meidtica por casi 50 afios. De los millones
de ovocitos primarios presentes al nacimiento, sélo cerca de 400 maduran durante la vida
de una mujer (9). Cuando el ovocito primario se divide, su nicleo denominado la vesicula
germunal, se disgrega y el huso de la metafasc migra hacia la periferia de la célula. En la
telofase, una de las dos células hijas conticnc poco citoplasma, mientras que la otra célula
retiene casi la totalidad def volumen de los constituyentes celulares. [La célula mas pequefla
es llamada primer cuerpo polar y la célula mas grande es el ovocito secundario. Durante la
segunda division meidtica, tiene lugar una citocinesis que también es desigual: la mayoria
del citoplasma es retenido por el gameto femenino maduro (6vulo) y un segundo cuerpo
polar recibe mucho menos. La metosis conserva un volumen mayor del citoplasma del
ovocito en una sola célula en lugar de separarlo equitativamente catre las cuatro céjulas
hijas (9).

Formacién de foliculos primordiales. La iniciacion de la melosis se produce en los
foliculos primordiales, formados por ovocitos primarios rodcados de una capa de células
somaticas escamosas denominadas células de ia pre-granulosa (2, 11). En los humanos
aparecen alrededor de la semana 16 del embarazo. Generalmente se acepta que la
formacion de los foliculos primordiales termina no mas alld dc las 6 semanas posparto. Este
estadio de desarrollo folicular es enteramente independicnte de las gonadotrofinas (9).
Inmediatamente después de gque se ensamblan los foliculos primordiales algunos son
reclutados del pool de reposo a la poblacion en crecimiento. Los mecanismos por los cuales
los foliculos primordiales son inducidos a abandonar el pool de reposo no s¢ conocen bien
todavia. La activacion del foliculo primordial es progresiva e iniciada con la proliferacion
de las células de la granulosa y su cambio de forma escamosa a cubica (12, 13). En muchas
especies las células de la pre-granulosa pueden tener un origen dual, pudiendo provenir de
células del epitelio superficial y de células derivadas del mesonefros que migran hacia
dentro del ovario (3, 14). Este grupo de foliculos primordiales se caracteriza por estar en un
relativo reposo transcripcional y traduccional hasta un poco antes de la pubertad cuando el
ovario empieza a responder ante las hormonas gonadotropicas (15).

Fase de crecimiento preantral. El cambio de la fase primordial al de inicio del
crecimiento folicular, implica la participacién de varios factores, ya sea inhibiendo o

induciendo esta transicién. La hormona anti-Miilleriana (AMH), que es el factor de
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crecimiento que dirige fa regresion del conducto de Miitler en machos, se ha senalado comao
responsable para mantener a Jos foliculos primordiales en reposo (16, 173, El factor de
transcripeion tipo forkhead O3 (Foxoe3) también estd implicado en la inhibicion de la
activacién de foliculos primordiales (18). La subfamilia FOXO de factores de transcripcion
tipo forkhead son efectores al final de la ruia PTEN/PIZK/AKT. PTEN es una fostatasa que
regula negatvamente a la cinasa fosfatidilinositol-3  (PI3K) en ia proliferacion v
sobrevivencia celular (19). También se le ba involucrado cn la regulacion de ta aciivacién
de foliculos primordiales, ya que su ruta PI3K-AKT-Foxo3, ¢s la misma que ¢l ligando para
el receptor kil usa para wducir la activacion del ovocito (20, 21). El ligando para el receptor
Kit es un factor de crecimiento que s¢ une a su receplor ¢-Kit {22). El lipando para el
receptor Kit es producido por las células de la granulosa, esta involuerado en la activacion
del foliculo primordial (23). Por otro lado, se ha demostrado gue c-Kit (producido por el
avocito) y su hgando se requieren en ¢l desarrollo folicular en el ovario en la fase indepen-
diente de genadotropinas (24). Otra ruta de sefializacion involucrada en la regulacion
negahiva de la actrvacion del foliculo primordial es la de la quimosinag SDE-1 y su receptor
CXCR4 (25}, Diversos experimentos realizados en ratenes inyectados con ¢l anticuerpo gue
blogquea la tuncién de c-kit, el ACK-2, concluyeron que la mleraccion ligando para ¢!
receptor Kitic-Kit es importante para la activacién del foliculo en los primeros 5 dias
después del nacimiento (24). El factor inhibidor de ia leucemia LIF ¢s una interleucing
clase 6 de citosing que afeclta ¢l crecimienio y desarrollo celular (26). Este factor es
producido por las células de la granulosa para promover la transicion de folicule primordiai
a primario, aumentan la produccion de ARNm y del ligando para el receptor Kit en culiive
de céiuias de la granvlosa (275, Estudios en cultivos celulares en ausencia o presencia de
diversos Tactores v bloqueo con sus respectivos anlicuerpos, han permitido evahuar ¢l efecio
de diversas seflales en la esumulacidn de la transicién de foliculos primordiales a primarios.
De esta forma se han realizado los siguientes hallazgos:

- El factor de crecimiento basico para fibroblastos es producido en el ovocito (28).

- La proteina morfogenéticas de hueso BMP4 miemnbro de la superfamilia de los TGFE-f3, es
producido por células de la teca y del estroma, este factor lambién es importante para la

sabrevivencia del foliculo (29).
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- El factor de crecimiento de queratinocitos (KGF) un miembro de los factores de
crecumiento de fibroblasios que estimula la proliferacion celular (30), se produce por las
células precursoras de la teca, las células tecales v las estromales (31).

- El factor derivado de plaquetas (PIXGF} un factor de crecimiento, es producido por el
ovocito (32).

- El BMP7 (lambién de la familia de los TGF-P), se inyectado directamente al ovario,
activa el cambio de folicuios primordiales a foliculos primarios (33).

Se ha mostrado la presencia de tres genes especificos en el ovocite que son esenciales para
la transicion de foliculos primordiales a primarios: el gen codificante de ovanoe de recién
nacido homeobox (Nobox) (34, 33}, el gen Sohofh T v el gen LaxS (36). Nobox es un gen
homeobox involucrado en la regulacidun de desarrollo v s¢ expresa en ovocitos de foliculos
primordiales, primarios v en crecimiento (34). Nobox regula genes especificos del avocito
como Octd vy GDF9 (factor de crecimiento v diferenciacion) (37). El Sohlhl v el Lhx8 son
laciores transcripeionales, que son expresados por grupos de células germinales v ovocitos
dc foliculos primordiaies (36). La wransicion de foliculos nrimordiales a foliculos primanos
es independiente de gonadotropinas (38).

Cuando las células de la granulosa forman una capa que rodea compietamente al ovocito
esle aumenta su tamafio y el foliculo se denomina primario {12, 13}, En esta fase las células
granulosas empiezan 2 formar umones pap entre  ellas, sintetizan y  secretan
mucopolisacarides, con 1o que origmnan un halo wranslicido que rodea 2l ovocito conocido
como zecna pelicida. [.a zona pelicida esta compuesta por glicoproteinas (ZP1, ZP2 y ZP3}
v es esencial para el desarroilo normal del folicula (12, 13).

Las prelongaciones ciloplasmaticas de las células de la granuiosa atraviesan la zona
pelicida para mantener un centacto intimo con la membrana plasmiética del ovocito
mediante las vniones gap. En la formacion de estos contactos mterviene la proteina
conexina-37, la que es expresada por los ovoeitos en todos los estadios de la
foliculogénesis. Estos contactos citoplasmaticos constituyen una via para la transferencia de
informacion y nutrigntes al ovocito.

La proliferacion de las células de la granulosa da origen a multiples capas celuiares que
causan el agrandamiento folicular y que transfonman al foliculo primario en un foliculo

secundario {figura 2). El aumento de didmetro de los foliculos en maduracidn se debe a la

VR
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accion combinada de la proliferacion y de la diferenciacion de las células de la granulosa, la

hipertrofia de las células de la teca y el crecimiento de los ovocitos (9).
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FIGURA 2. Proceso de maduracion folicular. Tomado y maodificado de ref. 12.

Mientras se forma el foliculo secundano, las células de la granulosa desarrollan receptores
para la FSH, los estrogenos y los andrégenos. Durante ésta fase las células de 1a granulosa
también se conectan fisiolégicamente mediante uniones gap. El foliculo secundario en vias
de diferenciacion migra a la médula del ovario, donde completa la adquisicién del
componente tecal. La teca interna temprana se adquiere hacia el final del estadio de foliculo
primordial. La aparicién de la estratificacién tecal se asocia con la adquisicién de
vascularizactén alrededor del foliculo y con el desarrollo de la teca. Dicha vascularizacién
esta formada con arteriolas que terminan en una red de capilares cspiralados adyacente a la
membrana basal. Al mismo tiernpo, aparecen los vasos linfaticos. A medida que se forman

los capilares, las células del intersticio tecal inician su diferenciacion con la adquisicion de



receptores a LI v la capacidad de biosintesis de esteroides. Las células del estroma
precursoras de la teca se dispenen en estratos concénirices y se ubican paraielas entre si
dispuestas en formas concéntricas. Son células muy alargadas similares a los fibroblastos
gue rodea completamente el {olicula. Las células de la teca cercenas a la membrana basal,
se asemejan a las células epitelisles v adguieren organelos caracteristicos de Jas células
capaces de secretar hormonas esteroides formando la teca interna. Los estraios mas
penféricos de estas células conservan la configuracién zlargada y se transforman en células
del estroma, conformando la teca externa (9).

En el momento de la formacién de la teca interna a los foliculos se les define como
toliculos pre-antrales (41, 42). En esta fase el ovocito Inicla su crecimiento extensivo y las
cclulas de ia granulosa que lo rodean proliferan mas (2). Er los ovocitos en crecimiento se
incrementa la cantidad de ARN, la sintesis de proteinas, el nimero de ribosomas,
iitocondnas y otros organelos. La acumulacion de granulos de glucégeno, proteinas y
gotas de lipidos son indicaderes de almacenamnento y transporte molecular a través de la
membrana del ovocito, asi como del aumento de sintesis en €l propio ovocite.

El foliculo comienza la {ase antral inicial cuando la produccidn y acumulacion de fluido
forma pequefias cavidades dentro de las capas de céluias de la granulosa, posteriormente
éstas s¢ unen para fermar una cavidad denominada antre que esta Hena de licor folicular. La
formacion de una cavidad folicular dentro de una mulnicapa de granulosas, es la
caracteristica de los foliculos antrales (43} Les analisis realizados al licor folicular del
aniro han demostrado la presencia de miembros de la superfamilia de los TGFf: la inhihina
y la activina; la folisiatina, la FSH, 1a LH y ¢l factor de crecimiento  tipo insulina (1GF-1).
L.a mhibina ichibe la produccion de FSH y la scuvina la esumula {44). La folistatinz es una
glicoproteina de cadena simple similar con las subunidades alfa y beta de la familia de la
imhibina y de la activing, la folistatina inhibe la produccion de FSH (43). Lstos lres
reguladores son expresados en ¢élulas de la granulosa v de la teca de foliculos antrales y en
celuias luteinizadas de la granulosa y son escasos en foliculos mds pequefios (46).
Experimentos que demuestran que el IGF-i aumenta los receptores en las células de la
granulosa y en el ovocite, sugieren que este factor tiene una funcion simiiar a la activina v
reguia al receptor de la FSH (47). La FSH funcicna como regulador de la comunicacién

entre las células de la granulosa y el ovoctto, pucste que es capaz de inducir la refraccion de



las prolongaciones cclulares de las células de la granulosa que tienen comunicacidn con el
ovocito (48). Las prolongaciones citoplasmaticas de las células de la pranuiosa son
reguladores importantes en la comunicacion ovocito-células de la granulosa y en el sostén
del crecimiento del ovacito, ya que los ovocitos dependen del metabolismo de las células
de la granulosa para muchas de sus sintesis macromoleculares (49, 50}

En primates ¥ en muchos otros mamiferos, inmediatamente despugs de que el foliculo

adquiere una cavidad antral, granulosa que se encuenlran en contacto con
la membrana basal, pterden su forma cubica y asumer una apariencia columpar, mientras
las células restantes de la granulosa manbienen su forma cibica. A través de la acumulacion
del thndo ¢n la cavidad antral y la proliferacion de las eélulas de la granulosa v las células
de la teca interna, el foliculo crece a través de estadios subsecuentes de desarrollo hasta que
llega a ser un foliculo seleccionable para la ovalacién (513 (fipura 2}
En el estadio antral dependiendo de Ia ubicacion las céfulas de la granulosa pueden ser
ceélulas del cumude y son las que rodean al ovocito, ¢ células murales sl forman la pared
folicular (52).
Aungue los foliculos pre-antrales son capaces dc responder a la FSH, esta hormona no es
ccesaria para la proliferacidn de las células de la granuiosa v para el crecimiento del
foliculo (53). Sin embargo, la sepunda fase de la fohculogénesis, la fase antral, ¢s
dependiente de hormonas ¢ mvolucra un cemplejo proceso esencial para la meta principal:
la ovulacidn de un ovocite fertilizable. La apancidn de las células granulesas que
responden a la FSH marca la iniciacidn de la segunda [ase de la (oliculogénesis v ésta es
ependiente de los receptores de FSH, los cuales som reguiados por IGEF-1 {47). En adicion
a 1GF-1, el estrogeno acma para ayudar a la FSH en la proiiferacion de las células de la
granulosa {54). El estrogeno s una hormeona esteroide endocrina producida por las células
de ia granulosa ¢ induce los receptores para la FSH (55).
Se ha observado que en ratones normales la produceion de estrdgeno por las células de la
granulosa en respuesta a FSH y LH provoca una oleada masiva de prolifcracion en las
poblaciones ceiulares de la granulosa, generando la formacion de foliculos pre-ovulatorios
grandes {56). Una vez que las células de la granuiosa han adquirido la capacidad de
responder a la LH (via el receptor de LH), las células de la teca producer grandes

canildades de androgenos. Estos cambios inducen el pico de LH y el foliculo pre-ovulatorio
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activa a una cascada de proteinas sefizlizadoras, las cuales producen una transformzcion
mayor de las células foliculares. La proliferacién se detiene y la diferenciacion final inicia
(luteimzacién), los ovocites reanudan la meiosis v se lleva a cabo 1a ovulacion (37).
Durante el crecimiento del foliculo, el ovocito estd detenido en la profase meidfica 1.
Previo a la ovulacion, sc reinicia a meiosis en respuesta al pico de LH (57). Sin embaryo,
salo pocos ovocitos gue han completado su crecimiento son capaces de remuciar la metosis.
Cuando el foliculo crece y madura, el velumen del ovocito se incrementa debido al
almacenamiento masivo de ARN, de sustancias de reserva y a una compleja reorganizacion
de arganclos (58).

El foliculo pre-ovulaterio hace relieve en la superficie del ovario. Su pared termina por
romperse (deliuscencia), expulsando al ovocito rodeado de las células de la corona radiara
{ovulacion). Entonces las paredes del foliculo sc colapsan y es expulsado el liguido
folicular, El ovule es captado per el infundibulo de {a tromps utenna v se introduce hacia
su INLErior,

Maduraciéon del ovocito. En los feliculos en crecimiento los ovocites permanecen
detenidos en el estadio diploteno de la profase meidtica 1. Los ovocitos meidticamenic
competentes de los foliculos dominantes o pre-ovulatorios reinician la meiosis cuande se
produce ¢l pico pre-ovulatorio de la LH. Esta scfial no estimula a los ovocitos gue no han
completado su crecimienio. Durante el periode entre el pico de LH y la ovulacidn, el
ovocilo lleva a cabo una sene de cambios no sélo en su nlcleo sino también en su
citoplasma, este proceso es conccido coma maduracion de ovocito (59).

La maduracion de ovocito estd acompafiada de tres programas de desarrollo que son
esenclales para la preduccion de un huevo competente para la fertilizacion y la
embriogénesis, estos programas san: a) maduracion nuclear, b) maduracidn epigenética y ¢)
maduracion citoplasmatica (60).

2y Maduracién nuctear: incluye ta continuacion y el término de la primera division meiotica
y la detencidn estable en una metalase 11, Los ovocttos que han alcanzade su waximoe
crecimiento reinician la meiosis en respuesta al pico pre-ovulatornio de hormona luteinizante
(LH). Los ovocitos detenidos en la profase | se caracterizan por una membrana nuclear
intacta en el nUcleo lamado vesicula germinal. La mamfestacion mas cbvia del reinicio de

la mieiosis ¢ el rompimiento de la vesicsla germinal, la condensacion de los cromosomas y
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el ensamble de un huso bipolar en la metafase II. Durante la primera divisidn meidtica, los
cromosomas homdlogos se segregan en grupos, uno es aislado dentro del primer cuerpo
polar y otro permancee dentro del! ovocito de mayor volumen citoplasmatico, generando un
genoma haploide. Después se forma un sepunde huso meidtico y ¢s cuando los ovocitos
entran en la metafase [1, fase en la que se deticnen hasta la activacion por el espermaiozoide
(60). Fl ciclo de la meiosis es reguiado por oscilaciones en la actividad de Ta cinasa p3d™"
(CDK1), la cual estd regulada por la ciclina B; que son componentes de una actividad
Tuncionalmente Hamada factor promotor de maduracidn (61, 62). Este [actor se deseoribio
por primera vez ¢n ovocifos de ranas (63). En los ovocrtos, CDKI se activa poco antes del
reinicio de {a melosis ¥y es necesario para el rompimiento de la vesicula germinal, su
actividad se incrementa v alcanza un pico maximo en la meosis 1. Durante la transicion de
la meiosis | a la meiosis I, cuando se separa el pnimer cuerpo polar, la actividad de CIK ]
s¢ mcrementa significativamente v los niveles altos son mantenidos durante la detencion en
metafase Il {63-63). Otro factor que regula el reinicio de la melosis son los niveles de la
adenosina monofostato ciclico (AMPc) en el gvocito. Se ha publicado que en ensayos i
vitro los anzlogos de AMPc permean la membrana del ovocito y maniienen el arresto
meidtice {66, 67), aunque los ovoctios de roedores de laboratorio son mas sensibles z esios
compuestos que los de bovinos (68, 69), o los de primates (70).

b} Maduracidn epigenénca: se lleva a cabo duranre el crecimiento del ovecito y genera
modificaciones de la cromatina gue regulan la expresion genéiica. Los fendmenos
epigenéncos son modificaciones de la cromatina eswables y heredables que influencian la
expresion gendética sin cambiar la secuencia de ADN. En la ovogénesis, las modificaciones
epigenélicas ademas regulan Ja expresion genética durante el proceso de maduracion (60).
Los mecanismos responsabies para la regulacion del desarrollo de las modificaciones
epigenéticas durante la ovogénesis no son conocides aun, sin embargo, se ba sugerido que
pueden ser similares a los mecanismos que operan durante la inaciivacion del cromosoma
X, en ¢l cual un ARN no codificante, el franscripto especifico (nactivo X (Xist), nduce la
represion de un cromosoma completo X {71).

¢) Maduracion citoplasmatica: se define comunmente como el proceso que se lleva a cabo
cn el citoplasma de ovocitos en cfecimiento, que ¢s esencial para la [ertlizacion y el

desarrollo embrionario temprano. Los ovocitos acumulan ARN matemo nactivo vy
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proteinas llamadas factores efecto-malerno, gue son esenciales para la transicidn huevo-
embrion ¥ para la embrnogénesss temprana. Estos factores sen codificados por efecto de
genes maternos y pueden ser sintetizados durante el crecuniento y maduracion del ovocilo
o después de la fertilizacion. El ARN matemo sintetizado durante el crecimiento del
ovocito se almacena en una forma inactiva y se traduce selectivamenie en el momento
apropiado después de su poli-adenilacidn en el citoplasma (72).

Eliminacion del conjunto de células germinales por atresia

Las hembras de mamiferos nacen com un numere finito de foliculos primordiaies y
constituyen a la poblacidn total de células germinales disponibles para 1oda su vida
reproductiva (73}, El ntmero de los que seran seleccionados para desarroliarse hasta la
ovulacion es pequefio comparado con el mimero total de foliculos primordiaies presentes al
nacer. Este recurso de ovocilos cs absolutamente esencial para la fertilidad. En muchas
especies de mamiferes, mueren grandes cantidades de ovocitos durante el desarrollo
ternprano, antes de que se formen los foliculos (74). Auuque se sabe poco de la funcidon de
la muerte de células germinales, algunos auwtores lo copsideran un proccso azaroso que
continGa durante vida adulia, y que es exacerbada por hmitacrones nutricionales o factores
ambientales. La propuesia de Allan y col. (75) indica que una sobreproduccion de células
cerminales puede conducir al suicidio de las mismas para obiencr un soporte celular
optimo. Otra posible funcidn de la muerte de céiulas germinales es la eliminacion de
células germinales con anormalidades cromosdmicas o genes mitocondriales defectiosos (76),
También se ha propuesto que los ovocitos que mueren durante el desarrollo embrionario,
uenen la funcion de una célula nodriza, en donde algunos se sacrifican para que otros
sobrevivan (77}, proporcionando ARNm, proteinas y organelos a los ovocitos gue van a
sobrevivir, posteriormente las células nodnizas mucren por apoptosis. Lobascio y col. (78),
indican que los ovoeittos con defectos en el entrecruzamiento cromosoémico, que €s un
proceso requerido para la segregacion de los homélogos en la metafase I, pueden ser
eliminados por apopiosis para asegurar un contrel de cahdad dei ovocite,

Las células de la linea germinal femenina mueren curante la maduracidn por un proceso
conocido como atresia hasta que todos los foliculos san eliminados y se genera la falia
ovarica (menopausia en las mujeres). La atresia folicular es ¢l proceso por el cual muchos

de jos foliculos exisientes en el ovario degeneran. Las evidencias proporcionadas por
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estudios desarrollades en ovano de aves indican que en el proceso de atresia folicular
pueden estar participando mas de un tipo de muerte celular, ya que en células de la
granulosa se identificd la coexistencia de ia apoplosis, aufofagia y necrosis (79).

La forma por la cual se lleva a cabo la pérdida de ovocitos postnatales en mamiferos es
muy compleja, yva que les procesos de deplecidn de células germinaies, referidas como
atresia folicular pueden iniciarse como una consecuencia directa de la apoplosis de los
ovocitos o como una consecuencia indirecia de la apopiosis de fas células somaticas de
soperie {granulosa), dependiendo de la fase de desarrolle felicular, ya que se ha observado
que en los foliculas primordiales v primaries Ja degeneracion dei ovocito da como
consecuencia la degeneracicn del foliculo (80, 1) Por oo lado, en foliculos mas
maduros, ja auesia inicia con las células de la granulosa y posteriormente cn las células de
la teca. provocando la muerte del foliculo (82). La pérdida de células germinales se lleva a
cabo tanto en foliculos que ya han pasado a través de varias fases de! desarrollo, come en
los foliculos en maduracion (pre-aniral tardic o antral tempranc) ¢ folicules totalmente
maduros (pre-ovulaterios) (76).

Procesos de muerte celular

Se han descrite difercntes formas de muerte celular, en donde algunos autores como
Resales y cols. {83} incluyen a la necrosis como un proceso de muerte celular bien
caracterizade el cual origina un hinchamiento de las células v de algunos organclos

P

intracelulares, particularmente mitocondrias y lisosomas. Esta hinchazdn es rapidamente
seguida de una rupiura de la membrana lisosomal v la liberacién de componenies
intracelulares, incluvendo enzimas hidroliticas, afectando a un conjunio de células vecinas
ocasionando un procese inflamatorio; la necrosis puede estar acompafada por picnosis de
distnibucion irregular de cromatina formando 4reas de condensacion. Esie tipo de muerte se
caracieriza por no ser genéticamente controlada, es producto de lesiones celulares
provocadas por causas bioldgicas, fisicas o quimicas. Se han asociado vna gran vanedad de
cambios con la muerte por necrosis, por ejemplo: pérdida del! equilibrio osmético, por la
cual el potencial de membrana se ve alterado a causa de una baja en ATP y de csta manera
se incrementa su permeabilidad. Otros aulores como Majna y Joris (84). el término necrosis

lo utilizan para los procesos posteneres a la muerte celular.
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Los otros tres tipos de muerte celular que han sido caracterizados son: la oncosis, apoplosis
y la autoiagia.

Oncosis. Majno vy Jonrs (84) proponen el érmino oncosis para la muerte causada por
isquemia. Los autores describen a este tpo de muerte celular, como un proceso en donde la
integridad de la membrana se conserva al micio del mismo, se obscrvan prolongaciones
citoplasmaticas que fimalmente se desprenden (Hlebbling) y un hLinchamiento de Jas
mitocondrias durante las fases iniciales del proceso de muerte. Kato v cols. (85), definen a
la oncosis como los pasos iniciales de la necrosis. En general el término oncosis (oakos,
significa hinchazon) se caractenzd inicialmento en la muerte celular por i1squemia y se ha
reintroducido recieniemente para definir la mucrte celular que ha perdido las caractlensticas
clasicas de la apoptosis. En la literatura se ha definido como unz forma de muerie celular
caracterizada por un hinchamiento celular, el blebbling de Ia membrana y el incremento de
la permeabtlidad de la misma (86). Liv y cols. (B7) definen a la muerte celular oncotica,
como el punto en donde la respiracién (la funcion mitocondrial y 1a formacion de ATP) v la
homeostasis idnica no pueden ser restauradas (RR-90). Después de la falla mitocondnal, (os
niveles de ATP bajan, cn general, s1 fa disminucidén de ATP es menor del BO-85%, las
células pueden morir por apoptosis o sobrevivir si la funcién mitocondrial es restaurada,
Sin embargo, s1 la disminuciém de ATP es mayor del 85%, empieza la oncosis (91) Esta
disminucien de ATP, explica por otre lado, que no se vea lan irecuentemente ¢l proceso de
apoptosis en la enfermedad del sindrome agudo de coronarnas, ya que ia apoptosis es un
proceso que requiere ATP para llevarse a cabo. La reperfusidn post-isquémuca, incremenia
las especies reactivas al oxigeno (ROS), la peneracion de radicales libres de oxigena, ia
oxidacion de dcides prases, la disminucidn de oxidaciéon de glucosa y se recobra la
producciém de ATP (92).

Duarante ¢l procese de oncosis, se genera un incremento del caleio intracelular y pérdida de
homeostasis del calcio, ya que en condiciones normales la concentracidn ciiosolica de
calcio es muy baja. El dafio celular incrementa dicha concenuacién, con desacoplamienio
de la respiracion-fosforilacidén mitocondnal v activacién de enzimas hidroliticas. Tamibién
hay una liberacidn de enzimas intracelulares y hsosomales, debido al rompinmento general

de membranas internas (tabla 1).



Tabla 1. Caracleristicas momaldgicas y bioguimicas de la oncosis {lomado de ref. 93)

CARACTERISTICAS
MORFOLOGICAS

CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS

- Hinchamicnto celular.

- Hinchamignte v raptura de mitocondrias v
arganelos.

- Cimulos de eromatina nuctear anormal

- Rupwmra de lisosomas, vacuolizacidn
cuerpos mitocondniales densos,

- Ruptura de membrana,

- Afecta a un grapo de células,

- No mducda por estimulos patologicos o
[isinldwicos, sino por isquemia v/ reperfusidn,

- Cenera la formacion de especies roaclivas
derivadas del oxigeno [H,0; OH-) que causan
gslruceidn de la membrana y estructura celular.
- Inicialmente  hay dafic  mitocondrial,
incremente en la permeabilidad de la membrana,
gue generan ung distuncion de las bombas de

-~ Inflamacién aguda. iones.

- En aproximadamenic 24 horas hay una | - No hay una fragmentacion especifica de ADN.
coagulacion de proteinas, un encogimiente | - Debido a una disminucién o cese de la
celular, cartolisis y necrosis, produccién de AT (mitocondrial, gheelitico o
del cviclo de Krebsy hay hinchazdn celular,
sintesis proteica disminuida, transparte activo
disminuido, lipogenesis.

- Todos estos cambios conaibuyen a la
aitgracton de la membrana celular, es decir a la
pérdida de la permeabilidad selective de la
membrana.

Apoptosis. El término apoptosis {apo-separa y plosis-caer) fue propuesto y empleado por
Kerr en 1972 (94} con el propésito de describir la muerte que se observaba durante el
desarrcllo embrionaric, en la regeneracion hepatica y la relacion entre proliferacion y
muerte existente en medelos de tumores munnos in vivo, la cual es diferente a la que se
ocasiona por intoxicaciones y algunas patologias.

La muerte celular por apoptosis es ejecutada por una familia de proteasas denominadas
caspasas (95}, por ser cistein-proteasas que hidrolizan a su sustrato junte 2 un residuo de
acido aspartico. Las caspasas responden al estimulo apoptdtico mediante la activacion de
una cascada intracelular proteolitica que ocasiona ia achivacion o inactivacion de diferentes
sustraios eelulares v provoca la muerte cefular.

Las caspasas son un grupo de proteinas pertenecientes 2 jas cisteinas proleasas, se
caractefizan por presentar un residue de cisteina que media la ruptura de otias proteinas.
Realizan un corle despuds de un residuo de deido asparico (Asp) (96, 97). Las caspasas son
proteinas altamente conservadas. Se conocen actualmente catorce caspasas en mainiteros

{95), de las cuales hay siete Gue estan implicadas en el proceso de apoptosis, hay tres
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caspasas que participan en los procesos de maduracion proteica como en el caso de
mediadores del sistema inmune del tipo de las interleucinas y probablemente una esté
involucrada en la diferenciacidén de queratinocitos. Todas ellas comparten semejanzas en

cuanto a secuencia proteica, estructura y especificidad de sustrato (98) (figura 3).
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Figura 3. Estructura de caspasas {tcmado y modificado de ref. 98)

Los genes implicados en la apoptosis, se pudieron identificar gracias a los estudios
realizados en C. elegans, modelo con el cual se pudo describir la primera caspasa que es la
CED-3 homologa en mamiferos de la caspasa-1 o ICE (Interleukin-1 -Converting Enzyme),
(99, 100}, producto del gen ced-3, necesario para la muerte celular programada en este
nematodo {101). Horvitz y col. (99) encontraron que el producto del gen ced-3 es promotor
de la apoptosis. En la actualidad se tiene conocimiento que el gen ced-4 produce una
molécula adaptadora pro-apoptotica, v ced-9 antagoniza la funcion de ced-3 y ced-4.
Diversos estudios funcionales y de secuenciacion de ADN han evidenciado una estrecha
semejanza entre estos genes v los de los vertebrados, de tal forma que ced tiene homologia

con las caspasas.
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De las 14 caspasas identificadas, |} s¢ han identificado en humanos: 1-10 y 14, La pnmera
caspasa identificada, 1a | ¢s la responsable de la maduracion de la pro-interleucina 1B (1CE,
caspasa 1) a su forma pro inflamatoria y bioldégicamente activa (100).

Las caspasas son reguladas a mvel pos-traduccional para una activacion mas eficiente, por
lo que son sintetizadas como pro enzimas inactivas, denominadas pro-caspasas, qile una vez
activadas por proteolisis limitada y asociacion de subunidades (958), adguieren 1z actvidad
catalitica para proteolizar a sus sustratos tras un residuo de acido asparhieo. Reconcecn, sin
embargo, diferentes motives tretrapeptidicos (secuencia de 4 aminoacides reconocida
especificamente por las caspasas) lo cual les confiere cierta especificidad de sustrato. Las
caspasas inactivas pueden ser susiraio a su vez de fas activas, de manera que unas caspasas
activan a otras sipuiendo un orden jerdrquico y en forma de cascada (102).

Las caspasas tienen 3 regiones que consisten de un pro-dominio amino terminal, una
subunidad grande (p20) con un centro activo de Cys285, el cual es parle de una secuencia
de pentapépnidos conservados: glutamina, alanina. cisteina, X, glicina v una His237 v el
extremo carboxilo pequefio de 177 residuos {pl(). El pro-dominio v la subunidad larga
estan separados por un lugar de corte con Asp y la subunidad grande esid separads de la
pequefia por unoe o dos sitos de corte con Asp. La presencia de Asp en los motivos de corte
para la maduracion es consistente con la capacidad de lag caspasas de autoactivarse o de ser
activadas por olras caspasas como parte de una cascada de amplificacion. Cada caspasa con
pro-dormimio large contiene un module de interaccion proteina-proteina gue permite la
union y asociacion con sus reguladores. Las caspasas 8 vy 10 contienen un dominio efector
de muerte (death-effector domain, DED) mientras que las caspasas 2 y § contienen un
dommio de reclulamiento v activacion de caspasas (caspase activation and recruitment
domain, CARD}. Estos dos dominios tienen secuencias distintas, pero se phiegan en una
disposicion espacial similar que consiste en scis o hélices anoiparalelas. Bl pusmo
plegamiento lo encontramos en el dominic de muerte (death domain, DD), una tercera
proteina de interaccion presente en varios reguladores iniciales de la apaptosis come CD95
y la molécula adaptadora FADD. Parece gue el DD, DED v CARD derivan de un dominio
ancestrai comun (103,

Ya en la forma activa, las caspasas son tetrameros con dos dominios cataliticos con una

Cys-285 en cada dominie (figura 4}.
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Figura 4. Eslructura de caspasas (lcmadoe de ref, 103)

Las caspasas s¢ han clasificado de diversas formas, tomando en cuenta su estructura, su
funcién o la preferencia de sustrato.
A) En humanes de acuerdo a su funcidn, se clasifican de la siguiente forma:
- Caspasas pro-inflamatorias: caspasa 1,4, 5, |l y 12.
- Caspasas ¢jecutoras de muerte: caspasa 3, 6 y 7
- Caspasas Inicladoras de muerte: caspasa 2, 8, 9y 10.
- Caspasa con posible relacion con la maduracién de queratinocitos: caspasa !4
B) De acuerdo a su estructura general:
- Prodominio largo con CARD: caspasa 1,2,4,5,9, 11 y 12
- Prodominio corto con DED: caspasa 8 y 10
- Prodominio corto: caspasa 3, 6,7 y 14
C) De acuerdo a la especificidad de sustrato:
- Clase I caspasa 1, 4 y 5 (P4 con secuencia éptima: triptéfano, dc. glutamico,
histidina y &c. aspartico)
- Clase II: caspasa 6, 8 9 y |l (P4 con secuencia 6ptima (leucina/valina; 4c.
glutdmico, X, &c. aspartico)
- Clase lII: caspasa 2, 3 y 7 (P4 con secuencia éptima: ac. aspartico, ac. glutamico,
X, ac. aspartico; X=valina o histidina)
La clasificacion mas utilizada es de acuerdo a su funcidn: caspasas pro inflamatorias (1, 4,
5, 11 y 12) y las caspasas que participan ¢n apoptosis, que a su vcz pueden dividirse en dos

grandes grupos: caspasas iniciadoras (8, 9, 2 y 10), que se activan en respuesta a sefiales
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apoptdticas y activan a las caspasas efectoras (3, 6 v 7), las cuales protechzan sustratos
celulares provocande la desorganizacidn de la célula v los cambios morfologicos tipicos de
la apoptosis (95). Ademas, parece existir especificidad de tejido en cuanto a la caspasa
requernida para el proceso apoplotico.

Activacion de las caspasas. En la activacion de las caspasas, se lleva a cabo un
procesamiento proteclitico entre dormnios, scguide de una asoclacion entre las subunidades
grande y pequefia para formar un hetcrodimere. La estructura de las caspasas esta
compuesta de dos heterodimeres para formar un tetramero. con dos centros aclivos que
parecen funcionar de forma independiente (figura 4).

Tipos de activacion:

a) Activacion por otra caspasi, se genera durante la exposicion de una pro-caspasa a
una caspasa previamente activada, Esta estrategia de activacion dencminada
cascada de caspasas es muy utthzada por las células para la activacién de las tres
caspasas que tienen pro dominio corto; 3, 6 v 7.

by Actvacion inducida por proxunidad: La caspasa § es la caspasa imiciadora clave en
la via de los receprores de muerte. Después de la unidn del ligando, los receplores
de muerte como CDY95 (Apo-1/Fas) sc agregan v forman un complejo de
sefializacion de membrana. Estos complejos reclutan a través de sus proteinas
adaptadoras, varias meléculas de pro-caspasa % con lo que se aumenta la
concentraciém iocal de la pro-caspasa. En estas condiciones, la baja e intonscea
actividad de proteasa de la pro-caspasa 8 &3 suficienle pata permitii que varias
moléculas de pro-cnzima se corten mutuamente y se activen unas a otras.

¢y Asocizcion con una subunidad reguladora: El mecamsmo de activacion mias
complejo es ¢l utihzade per la caspasa 9. Ll procesamiente catalitico de la pro-
caspasa 9 fiene un efecto minimo en su activacién, ¢l requerimiento clave para su
activacion es su asociacién con un cofactor de proteinas: Apaf-l. También se
necesita citocromo-c (cvt-¢) liberado por la mitocondria. El cyt-c vy Apaf-l se
asocian en un proceso dependiente de ATP. La oligomerizacién de Apaf-1 recluta
pro-caspasa-9 formando el apoptosoma. La activacion de la caspasa 9 es debida a un

cambio conformacional, no a protedlisis.
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[Las caspasas efectoras son activadas proteoliticamente por glras caspasas, mientras que las
caspasas iniciadoras se activan por interacciones reguladas de proteina-proteina.
Actualmente se han descrito con detalle cada una de las rutas activedoras de las caspasas: la
ruta extrinseca mediada por receptores de la membrana citoplasmatica y la ruta intrinseca
en la cual esta invelucrada la Liberacion de cyt-c al citoplasma por la mitocondna. En la
ruta del receptor de muerte, la union de miembros agomstas de la superfamilia del factor de
crecumiento nerviose con TNF (Tumor Necrosis Factor), puede inducir la activacion de ia
caspasa iniciadora: la caspasa 8, la coal a su vez activa a la caspasa efectors la caspasa 3
{104, 105). En la rata mediada por el cvt-c, convergen diversos estimuios en la mitocondna
y generan la hiberacion de cyt-c al citoplasma, un evenio regulado por a familia de
proteinas Bcl-2 (106, 107).

La rata extrinseca se inicia por la union de un ligando a su receptor Iransmembranai para
promover el recluiamiento de profeinas adaptadoras. Los receptores CD935/Fas/Apotl,
TNFRI] (TNRF, receptor de factor de necrosis tmoral), TNFR2, DR3/Wsi-1/Tramp,
DR4/TRAIL-R1, DRY/TRAIL-RR/TRICK2/Killer y D6 se caracterizan por ia presencia
de repeticiones multiples ricas en cisteinz en la porcion extracelular v en el module de
interacc1don conocido como DD en los tallos ciloplasmaticos, todos estos pucden ser
inducidos por ligandos. Una vez inducido por el ligando, el receptor genera la formacidn de
un complejo inductor de sefializacion de muerte ([MSC) que contiene multipies moléculas
adaptadoras incluyendo FADID) (Fas asociado a D), TRAD (Receptor TNF asociado a
3D), DAXX, REIP (receptor interactuanie con proteina cinasa), RAIDD {(RIP asociado a
BDY, la granzima B (Iiberada por los linfocitos T eitotdxicos (CDE+)) y FLIP (proteina
inhibidora tipo FLICE ~enzuma convertidora de 1L-1[3 tipo FADD-). FADD es reclutado al
DISC a wravés del DD que tene en su region carboxilo lerminal v fuego mleractia a través
de su DED en su extrerno amino terminal con el DED de la caspasa # (108). La caspasa 8
es la caspasa apical en Ja ruta por receptor de muerte ¢ wteractua con proteinas adapladoras
para generar su propia forma acuiva. El reclutamiento y oligomerizacién de la caspasa 8 en
el DISC gerera su achivacion aulpeatalitica (109). Una vez activa, la caspasa 8 puede
disparar la activacidn de las caspasas efecloras como la caspasa 3 (939). Por otro lado, se han
heche observaciones en donde la activacion extrinseca también puede interferir con la ruta

Intrinseea, ya que en respuesta al gando Fas o TNE la caspasa § induce un corte a Bid



(proteina pro-apoptdiica de la famibia Bel-2), para formar Yield, un fragmento carboxilo
rerminal truncado que se transporta del citoso! a la membrana mitocondrial exrerna. Los
oligémeros del Bid truncado pueden disparar 12 permeacién de la membrana y provocar la
liberacion dei cyt-c. (110). También hay evidencia de que Bid truncado puede disparar
cambios conformacionales en Bax, ¢l cual se localiza en ef canal aniomco dependicnte de
voltaie en la membrana externa de la mitocondria para inictar la permeacion de ia
membrana (111},

La mita intrinseca es wndependiente de receptores de muerte v es inducida por agentes
quimioterapéuticos, radiacion ultravialeta o las moléculas de estrés (especies reactivas al
oxigeno —ROS-, el ON). hnplica [a permeacion de Ja membrana mitocondrial para liberar
proteinas mitccondriales comeo cyt-c, Omi/Htr2 (serina proteasa) y Smac/diablo. Una vez
liberado en el citosol, ¢l cyt-¢ se puede combinar con Apaf-1 (factor activador de proteasa
apaptotica) y caspasa @ para formar el apoptosoma (112-114). Apaf-i consiste de tres
dopunios funcionales: un CARD (easpase recruitmeni domain) amino terminal, un dominio
central de umodn a nucledtido y doce ¢ trece repeticioncs (triptéfano-ic. aspdrtice) en cl
carboxilo terrminal. Apaf-] recluta y activa a las pro-caspasas 9 a través de 1as interaceioncs
de CARD que ambas proteinas tienen. Apaf-1 requiere ATP para la indnceién de la ruptura
autalitica de la pro-caspasa 9 en caspasa 9 activa. Esta dltima se libera del apoptosoma para
activar a las caspasas 3, 6 v 7, que provocan la rmuptura de diversos sustratos v 1a apoptosis
(115, L16).

La mita intrinseca estd regulada por la familia de proteinas Bel-2, por proteasas o por
ageates que promueven la transicion de permeabibdad nuiocondnal (eg. ceramida, ROS v
Ca™,

Los principales reguladores intracelulares de la muerte celular programada sor Ja familia de
proteinas Bel-2, proteina de mamiferos homdloga estructural y funcionaimente a la proteina
CED-4; esencial para la prevencion de la muerte celular en C. efegans (117). Se conocen 15
mienmbros de la familia de Bel-2 en mamiferos hasta el momento (118) v todos ellos
presentan al menes uno de los cuatro dominios conservados de homoelogia a Bel-2 (BHI a
BH4) (figura 5). En condiciones de estrés, los miembros de la familia de proteinas con
multidominios anti-apoptéticos Bel-2 (Bel-2, BelxL, Mcl-1, Bel-w v BfI-1/A1}, residentes

en la membrana mitocondrial externa bloguean ta hiberacion del cyt-C. Esta accion puede
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ser revertida por la disminucion de su expresion o por la induccion de miembros de Bel-2
pro-apoptoticos (Bax, Bim, Bid, Bad, Bik, Hrk y Bak). En este caso, si la concentracion de
los miembros pro-apoptdticos empieza a ser demasiado alta, comienza la formacién de

complejos proteicos fuera de los canales de la membrana externa, iberando el cyt-c. (119).
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Figura 5. Miembros de la familia Bel-2 (tomado y modificado de ref. 118)

Los miembros de la familia Bel-2 pueden tener cuatro dominios BHI1, BH2, B3 y BH4,

compuestos de dos g-hélices. Los anti-apoptoticos tienen los 4 dominios BH. Los pro-
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apoptotices pueden tener mulodeminios (BH1, BH2 v BH3) ¢ sélo el BH3 (conccidos
como BH3 only), mds un segmento hidrofébico en el carboxilo terminal, que es el gue los
dirige hacia las membranas de los organelos. Algunos como Bik, Blk, Bim poseen un
extremo C-terminal hidrofébico v otros como Bad, Bid, Bmf, NOXA v PUMA hidrofilico.
Las Bel-2, como Bax v Bak, pucden activarse directamente por interaccion con la proteina
Bid que posee un deminio BH3. Por ctro lado, Smac/diablo se une y antazeniza a las
proteinas inhibidores de la apoptosis (IAPs), promoviendo la ruta apoptotica (120} La
hiberacion regulada de factores pro-apoptdticos de la mitocondna causa la induccién de las
caspasas iniciadoras v efectoras o ejecuioras y una pérdida del potencial de membrana
mitocondrial,

Existen al menos cinco diferentes [APs en mamiferos: XIAP (inhibidor de apopiosis unido
a X), c-1IAPI, ¢c-1AP2, IAP neurcnal y survivina. El cspectro de estimulos apopidiicos que
son bloqueados por las IAPs de mamiferos es amplio e incluye ligandos y transductores de
la familia de receptores del TNF, miemwbros pro-apoptdticos de la familia de Bel-2, el cyt-c
v agentes quumiclerapéaucos (121). XIAP, ¢-1AP] v ¢-JAP2 son inhibidores directos de
caspasas. Todes elios se unen ¢ inhiben a ias caspasas 3 y 7 activas y iambicn a la pro-
caspasa 9, pero no a las caspasas I, 6, 8 ni ]0. La unidn y la inhibicién de las caspasas por
ias IAPs son mediadas por BIR (dominios repetidos IAP de baculovirus) que esta presente
deniro de las [APs ¥ gue es un sitio conservado de unos 70 aminodcidos repetidos en
randemn. Otra caracteristica de las [APs es ¢l dominio RING, gque actia come upa ligasa de
ubiquitina promoviendo la degradacion de la propia AP (122) ¥ presurmiblemente,
cualquier caspasa unida ella. Cerca del dominio RING, tante en c-fAP| como en ¢-1AFPZ,
existe un dominio CARD que sugiere que cstas [APs podrian regular directa o
indireckamentc ¢l procesamienio de las caspasas a traveés de interacciones por ¢l dominio
CARD. De esta manera, las LAPs frenan la apoptosts uniéndese, inhibiendo y qguiza
degradando caspasas,

La caspasa 3 activa, es capaz de romper muchas proteinas cclulares incluyendo TCAD
(inhibidor de ADNasa activada por caspasa), ROCKI (cinasal formador de coiled coil
asociados a Rho), poly (ADP-ribosa) polimerasa {PARP, una enzima reparadora de ADN),
actina, fodrina v faminina. La caspasa 3 puede generar ¢l burbujeo en la membrana celular

(blebbing) via ROCKI, por medio de la fosforilacién permanente de is cadena ligera de
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miosing, desensambla la estructura celular y fragmenta ADN via ICAD/DFF45 (inhibidor
de ADNasa activada por caspasa), baciendo que CAD (ADNasa activada por caspasas) se
mueva libremente en el nucieo y rompa el ADN intermucieosomalmente, lo cual genera la
caracteristica "escalera de ADN™ que se observa en las células apoptéticas.

Durante la apoptosis, la mtegndad de la membrana plasmatica se conserva, sin embargo, la
estructura y/o funcion de esta membrana puede ser modificada por los pasos imiciales de
este proceso. Uno de Jos cambios bioguimicos durante fa apoptosis es Ta externalizacion de
la foslatidilserina, fosfolipido que forma parte de la membrana citoplasmatica, el cual
normatmente se restringe a la parte mieima de la membrana (123} v s¢ perde la asimetria de
los fostolipidos de la membrana. Las téenicas actuales permiten identificar este proceso,
mediante Anexina-V acoplada a tluorescencia, que se asocia a la fosfatidilserina situada en
la cara externa de la membrana celular.

L.a apoptosis ha sido implicada en un espectro de procesos asociados con e desarrollo v
funcion nonmales del ovano, incluyendo 1a mucrte de células germinales prenatales (124),
atresia Tolhcular postnatal (muerte celular de la granulosa, 125), ovulacién ((126) vy futeolisis
(127).

Er mamiferos hay evidencia de que Bax, media la muerte de células genninzles en ovarios
(125). La proteina Bax por s sola es suticiente para disparar fa apoptosis en los ovocitos
(129). Hay suficientes datos que apoyan gue Bax tiene un papel fundamental cn la
produccion de apoptosis tanto de células de la linea germinal como las células de la
granulosa. Se ha ghservado que en ratones hembras deficientes de Bax, no se altera el
numero de ovocitos al nacer, pero se reduce de forma significativa la velocidad a la cual los
ovocitos son eliminados por apoptasis durante 1z vida pre-puber y adulta (130). Por otro
lado, ovanos de hembras seniles deficientes de Bax tienen muchos ovocitos en todas las
fases de desarrollo, en contrasie con las hembras seniles tipo silvesire, cuyos ovarios
carecen de ovocitos. Ademds en hembras mutantes de Bax, los Otercs muestran un alto
mivel de hipertrofia, lo cual indica que la funcién del ovano se mantiene. Este estudio
concluyd que el fendmeno equivalente a la menopausia se puede prevenir, en ausercia de
Bax (130).

La caspasa-2 se expresa en los diferentes tipos ceiulares del ovario incluyendo a los

ovocitos (131), sin embargo, cuande se inhibe la expresion de esta caspasa, no se observan
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{oliculos atrésicos aberrantes, lo cual sugiere que esta enzima no es esencial para el proceso
de muerte de las células de la granulesa, Por otra parte, en ensayos con ratones hembras sin
caspasa-Z, éstas nacen con una gran reserva de ovocitos primordiales (131}, que es el
resuliado de un proceso de apoptosis deficiente. Mientras que la caspasa-2 es claramente
importante para la apoptosis que ccurre en los ovociios carcntes de caspasa 3, la enzmima no
parece ser requerida para la ejecucion de la muerte celular programads de las ovocitos en
gengral,

Existe una gran cantdad de evidencias de gque la caspasa 3 es el e¢jecuior principal de la
muerte celular programada en el ovario. Por ejemplo, existe una correlacion entre la
expresion de caspasa 3 y la apopiosis ¢n las células de la granulosa en ¢l ovario de rafas
(i32).

Autofagia. Es un fenomeno fisiclogico que consisic en la destruceidn de organelos
celulares o fragmentos citoplasmaticos. Con este proceso no hay pérdida de los
cempoenentes quinicos, ya que vuelven a ser utiizades por la eclula. Estd relacionada con
la renovacion cichica de organeles; con la diferenciaciédn celular {ya que aparece durante la
misma) vy surge como respuesta a sustancias toxicas. La autofagia y el reciclamento
citostheo por el protcosoma sen las principales rutas para la degradacién de constituyenies
cetulares. Estas rotas degradativas son particularmente unpertantes durante el desarrollo y
bajo clertas condiciones de estrés (133).

En células eucaridnticas, el lisososoma, es el principal organele degradativo. Los lisosomas
son vesiculas que se forman a partir del aparato de Gaolgl, contienen hidrolasas dcidas v
tienen la propiedad de fusionarse con diversos tipos de vesicuias fagociticas (134} Son
puatos de encuentro donde convergen diferentes corrientes dei trafico intracelular, las
enzimas digestivas scn descargadas en ellos mediante una ruta que va por el reticulo
endoplismico y el complejo de Golm. Son organgios rodeados de mentbrana con un
espacio intermmo acido conteniende enzimas hidrelineas para la degradacion de proteinas,
lipidos, acides nucleicos y sacarides. Las sustancias que deben ser digeridas liegan a ellos a
través de por lo menos res vias: endocitosis, autefagia y fagecitosis. Durante ]2 endocitosis
ocurre la formacion de e¢ndosomas tempranos v desde ¢llos, algunas de las moléculas
endocitadas son seleccionadas y recicladas a la membrznz plasmatica, mientras que otras se

dirigen a endesomas tardios. los cuales tienen un pH aproximadamente de 6 y tienen
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hidrolasas lisosomales que provienen del complejo de Golgi El pH optuno de la catahsis
de las enzimas hidroliticas se correlaciona con ¢l pH bajo del compartimiento Lhisosomai,
que es alrededor de 4.6, La elevada concentracion interna de protones se mantieng mediante
un transportador de protones (una APTasa de H+) presente en la membrana que limia al
organelo.

La membrana lisosomal nene muluples funciones: cs responsable de la acidincacién en el
interior, del secuestramiento de enzimas lisosomales activas (135), del rrasporte y
degradacion de productos del lumen lisosomal al citosol v de la regulacion v fusién entre
tos lisosomas mismos y con otros organeles (136, 137). Las membranas lisosomales
contiencn varias proleinas altamente N-glicosiladas de las cuales las mejor conocidas sen
lampl y lamp2. Estas dos glicoproteinas estdn estructural y evolutivamente relacienadas
(138). Lampl v 2 son los mayores componentes de la membrana lisosomal, estimaciones
basadas en procedimientos de inmuno-punficacion caleularon que ambas proteinas
constituyen aproximadamente el 50% de ias proteinas de membrana de lisoscmas (133) y el
0.1% de las proteinas toiales de las ¢élulas (140). Son proteinas transmembranaies tipo |,
con un dominio luminal grande, un deminio transmembranal y un tallo citoplasmatico en ¢l
extremo carboxile terminal. Los tatlos citosdlicos conservados de lampl v 2 soen 11
residuos ¥ contienen informacién necesaria para su destine intracelular despuéds de la
biosintesis (141). A pesar de su homologia en la secuencia de ammodcidos (379%) lampl v
2 son proteinas distintas, las cuales parece ser que divergieron muy tempranamente en 1a
escala evolutiva, esto es evidenciade por su localizacidn en diferentes cromosomas {137).
Lampl es un componente proteico abundante de la membrana lisosomal, sin embargo en
células deficientes de lampl, las propiedades lisosomales incluyendo las actividades del
lisosoma, el pH, la estabilidad osmotica. 1a densidad, la morfologia, la distnbucion celular y
el procesamiento hsosomal, no se ven afectados. En cambio, se observo una alta expresion
de lampZ, llevando a la conclusion de que ante la deficiencia de lampl, hay una
compensacion por parte de lampZ. En contraste con lo anterior, en ratones deficientes de
lamp2, los dafios son mdas severos, ya que hay una acumulacion masiva de vacuolas
antofagicas en varios tejidos. Estos hailazgos apoyan la teoria de que lamp2 es crucial en la
ruta de senalizacién y marcado de hsosomas que guian a los autofagosomas en la ruta de

degradacion y reciclamicnto de matenal citoplasmatico {142}, ya que las vacuolas
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autofagicas se oniginan de membranas que aislan contenido citeplasmatice para finalmente
fusionarse con los endosomas/lisosomas {1433 La Importancia fisiologica de lamp2 se
evidencia en [a enfermedad de Dranon, ya que la deficiencia de esta proteina origina tai
patologia (144). Para hacer hincapié en la imporiancia de estas proteinas, se hicieron
estudios con ratones doblemente deficientes de lampi v 2 y se observs que los embriones
murieron entre los dias 145 y 6.5, con una vanedad de patomorfologia caracterizada
principalmente por una disgénesis facial. La microscopia electronica reveld que muchos
tejidos acumularon vacuolas autofagicas, hechos que implican a lamp! v 2 en la autofagia
(145). Todo lo anteriar redunda en 1o nnportante que es la presencia de las proteinas lamp
v 2 como parte de las membranas de los lsosomas, ya que la funcién primordial del
organelo que es la degradacion de material citoplasmatico, ne se Ileva a cabo debido a que
los lisosomias no tenen la magquinaria nccesana para realizar el contacto con las vacuolas
autofagicas.

En eucariontes, durante ¢l preceso de autofagia las células degradan parte de su propio
citoplagsma y organelos {146). Los estudios morfolégicos y bioguimicos han revelado que
porciones de citoplasma, primero son secuestradas por una vacuola de doble membrana
{autofagosoma) que es originada dei reticulo endoplasmico (147). La vacuola autofagica
niaciente esta cargada con varias hidrolasas acidas por una fusion con iigosomas, endosomas
o elementes del Golgi, para formar una vacuola degradaitva con una sola memhbrana
llamada autclisosoma {148, 149),

Se han descrito tres fipos de autofagia: la macroautofagia, microautefagia y la autofapia
mediada por chaperonas. {(150). Estos procesos difieren entre si en los mecanismos por {os
cuales los sustraios son liberados en los lisosomas, en su regulacion v en su selectividad. La
macroautofagia o simplemenic autolagia y la microautofagia son procesos conservados
desde levaduras hasta mamiferos, mientras que la ruta mediada por chaperonas, se ha
descrite solo en mamaferos. La macroautofagia es inducida por estrés, en donde organelas
intraceJulares vy citesol son  secuestrados por una vacuola de doble membrana
{autofagosoma), la fusion de la vacuola con los lisosomas permiten el contacto del
contemdo vacuolar con las hidrolasas 4cidas y forman una vacuola de una sola membrana
denominada autolagotisosoina, en el cual se lleva a cabo el proceso de degradacion,

después, madura a lisosoma secundario o a cuerpo residual (dependiendo s1 la degradacidn
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es completa o parcialy (142). Los diferentes pasos en la macroautefagia como la formacién
de la membrana limuante, la elongacion, [a maduracién, la fusién Lisesomal y la
degradacion, estdn mediados por un grupe de mas de 14 proteinas, que fueron descritas
primero en levaduras, y genéricamente se conocen como proteinas Atg (151).

La autotagia mediada por chaperonas también se puede inducir igual que la auctofagia, va
que se activa principalmente por diferentes agentes estresanies como limitacidn nutricional,
exposicion a compuestos toxicos vy estrés oxidativo {152). Bajo esas condiciones, las
prowcinas sustrato son selectivamente lHevadas a los lisosomas después de interactuar con la
chaperona citosGiica hse70, que es un miembro constitutivo de ta familia de proteinas de
choque térmico con peso de 70 kDa. La interaccion de la chaperona con el sustrato se fleva
a cabo por medio de un siio de aminodcidos (bioguimicamente relacionado con el
pentapeptido: lisina, fenilalanina, ac. glutdmico, arginina y glutamina), el cual se presenta
en todos los sustratos guc van a tomar esta ruta (153}, El complejo sustrato-chaperona se
une a un receptor en la membrana lisosomal (Jamp2A o proteina tipo 2A asociada a
membranas de hsosomas) v después de desplegarse, el susirato atraviesz la membrana
lisosomal asisiido por una chaperona residente en el lumen lisosomal (154). Este tipo de
autofagia es la ruta de degradacion de proteinas con mayor especificidad.

En la microautofagia, los componentes citosdlicos son secuestrados directamente per el
hisesoina, el cual se detorma para crear invaginaciones o tubulaciones atrapando citosol, el
contenido es posteriormente degradade en ¢l lumen del lisosoma (155).

La ruta de degradacidn por autofagia estd regulada por varios factores, algunos ejemplos
son los siguientes: en células de mamiteros, la fosforilacion de la proteina ribosomal S6 se
correlaciona fuertemenie con la inhibicién de ia macroautetagia (156). La actividad de la
cinasa p7086 esia regulada por la einasa mTor (157, 158). La inhibicidn de ia fosforilacion
que se genera de la inactivacion de mTor por tratamignte con rapamicna, induce la
autofagia bajo condiciones de abundanies nutrientes. En células de mamiferos la inhibicion

de PP2A (proieina fosfatasa 2) por dido ocadaico tiene un fuere efecto inhibidor en la

autofagia (1593 Los cambios en la localizacion y/o la acuvidad de PP2A puede ser un

mecanismo que confrola la autofagia, ademas de otras fosfatasas que también estdn

involucradas en ésia regulacion (160). La Apgld es pane de un complcjo proteico
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dinamice, el cual incluye la serina v treonina cinasa Apgl (160, 161). La cinasa Apgl se
requiere para la autofagia en eucariontes supenores (133).

La formacién del autofagosoma estd fuertemente rcgulada y bajo control de GTPasa,
fosfatdiiinositol cinasas y vanas fosfatasas. La liberacidn y fusion del aulofagosoma
completc con el lisosoma, depende de microtibulos y del mantemmiente de una
acidificacion adecuada. Le3 es una proteina aseciada a microtibulos, astd implicada en el
transporte lisosomal y en la degradacion via autofigica (162), originalmente se idennfic
como una proteina co-purificada con proteinas 1A y B ascciadas a micretibulos de
cerebre de rata (163). Le3 es una proteina soluble con una masa molecular de 17 klya que
esta distribuida de fonma generalizada en tepdos de mamiferos y céiulas en cultive. Una

w

forma citosolica de [c3 {(Lc3-1) estd conjugada a la fostandiletanolamina para fopmar ¢l
conjugade fostadiletanolamina-Le3 (Le3-11), el cual es reclutado por las membranas
autofagosomales (104). La degradacion eficiente en los autolisosomnas, depende de la
proteinasa B, la acidificacién del lumen ¥ la proteina Cvtl7 (un candidato de lipasa quc
puede degradar ¢l cuerpo autofigico) (133).

La autofagia tiene un papel critico en el proceso homeostatice del reciclamiento de
proteinas y orpanelos; sin embargo, también se ha relacionado con condiciones de
desarrollo ¥ patoldgicas. La autofagia también ha sido descrita como una caracteristica
prominente de muerte celular durante ¢l desarrolio embrionario (165} v durante [a regresion
en tumores dependicntes de hormonas, como el cancer de mama (166). Existen diverses
gstudios que indican una funcién de la autolagia en la muerte celular programada tipo 11, ©

muerle 1o apoptotica (167, 168, 169). La apoptosis ¥ la autofagia tienen caracteristica

o

maorfolégicas diferentes, ya que en la muerte celular programada autofigica, las cisternas
del Golgi, los policbosomnas v el reticulo endoplasmico son depradados antes de la
destruccion nuclear, el citoesqueleto es conservado durante el evento de degradacion
nuclear (167). En el desarrollo de las neuronas la muerte celular programada claramente
involucra a la apoplosis (170): sin embargo, Ja muerte celular en neuronas también puede
involucrar a la autofagia (171, 172, Asimismo la pérdida de las neuronas Rohon-Beard en
12 espina dorsal de Xenopus requiere la actividad de hidrolasas liscsomales y se cree que
ocurre por miedio de una nmwerte relacionada con la autolagia. Enfermedades del corazon

como la cardiomiopatia de Danen se ha asociade a la deficiencia de la proteina lamp?2
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{144}, For otro lado, ratones sin tamp?2 son deticlentes en la maduracion de auinfagosomas
(173). De igual forma, se observan bajos niveles de autofagia en algunos tipos de céncer
(174). Una funcidn de Ja autofagia es controlar el crecimiento desmedido que estd asociado
con el desarraila de los fumores utilizando un gen supreser de tumores, la becling 7 (173).
La beclina { es el gen de autefagia homologo en humanos del gen APG6 en levaduaras.
Beclina 1 interactua con la proteina anuapoptotica Bel-2, la cual previene la hiberacion del
cyt-c de la mitocondrias, dependiente de Bax. La autofagia se acocia especificamente con ia
muerte celular programada tipo 1l (no apoptotica) (176); sin embargo, bay evidencias de
que los estadios tempranos de la aulofagia pueder jupar un papel en la muerte celular
programada tipo I {apoptdtica) (177).

La muerte celular por autolagia es un proceso tisioldgico caractenzado por una exacerbada
degradacion de contenidos celulares, neluyendo organelos esenciales como la mitocondria;
ésta se ileva a cabo por una complicada reorganizacidn intracelular de membranas y
vesiculas, asi comoe por una alta actividad lsosomal (133, 17¥). Rccientemente se ha
demostrado que los genes de autofagis Atg7 v Bechna-1 son requendos para la muerte de
ciertas células, indicando que el mecanismo de proteolisis estd involuerado en la
sobrevivencia y muerte celular (179). Los componentes citoplasmaticos son degradados
dentro de los lisosomas por microautofagia v por macroautofagia (146, 180, 181).

Muaches genes involucrados en la autofagia participan en la formacidn del autofagosoma
cuyas caracteristicas de sisternas de conjugacion tipo ubiguitinas son conservados en
eucartontes: ¢l Atp-12-Agd y el Arg® (Le3)-PE (fosfandiletanolamina) {1RZY {figura 6).
Aungue se necesitan otros complejos Atg para Ja formacién del autofagosoma, los dos
sistemas anteriores se han deserito en levaduras y en algunos casos sus orldlogos han side
identificados en mamifcros.

El sistema de conjugacion Algl2-Argd es un mecanismo molecular que fue descubierio en
levaduras y después se encontrd que las celulas de mamiferos también lo utilizan. La Atgl2
es una proteina pequefla la cual puede unirse covalentemente a Atgd, La forma de
conjugacién de Atgl2-AtgS es similar a la ubiquitinacion, va que Atgl2 se activa primero
por Atg7 que funciona como una enzima ubiguitina £ activadora y despues es transfenda
a AtglQ (que tiene una funcion simlar a £2). En este punto Atg?7 es liberada, después

Atgl2 se une de forma covalente a un grupo amino de la lisina de Atgd y AtglQ es hberada.
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Atgl6L. unida a su complejo es necesaria para la elongacion de la membrana pre-
autofagosomal y para la formacion de la membrana autofagosomal. Este complejo
finalmente se disocia del autofagosoma maduro. El conjugado Atgl2-AtgS es un proceso
constitutivo ya se forma inmediatamente después de la sintesis de Atgl2 y AtgS,
independientemcnte del ayuno o de factores inductores de autofagia, de ahi que las formas

libres de Atgl2 y AtgS sean vistas raramente (183-187).

Endosoma isosoma

Aulofagolisosoma

Fagoforo

Q© Beelina | O Algl2-Atg5-Atgl6l @ LC3-feniletanolaming
Figura 8. Modelo esquematico de formacién y maduracion de autofagosomas en células de mamiferos. Una
porcion del ciloplasma gs rodeada por una membrana autofagica para formar el autofagosoma. La membrana
exierna del fagosorma se fusiona con el lisosoma en donde el contenido s degradado. La beclina 1 y dos

sistemnas tipo ubiquitina {Alg12-Alg5 y Le3-PE) estan involucrados en la formacion de autofagosomas (tomado
y modificado de ref. 188)

Otra molécula tipo ubiquitina esencial para la autofagia es Atg8 cuyo ortdlogo en
mamiferos es ¢ MAP1Lc3/Le3 (proteina tipo 1 asociada a microtibulos de cadena ligera
3). Lc3 es cortada por la autofagina (Atg4) para producir la forma citosélica activa de Le3-1
(18kDa) la cual es activada por Atg7 y después transferida a Atg3 y modificada en la forma
activa de Lc3-11 (unida a membrana), ia cual interactia y se conjuga con fenilctanolamina.
Esta lipidacion permite un cambio esencial en la conformacion de Le3 que permite su union
a las membranas de los pre-autofagosomas, los autofagosomas y los cuerpos autofagicos.
Este marcado de membranas autofagosomales es depcndiente de que Atgd y Lc3
permanezcan unidos y de que el complejo Atgl2-Atg5 se disocie del autofagosoma (188).

El complcjo Le3-feniletanolanima se localiza en dos sitios: uno ¢s cuando se ubica en la

superficie externa de los autofagosomas y es eliminado antes de la fusién con lo
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lisosomas; éste s un mecanisme de sepuridad que previene la fusion prematura con 1os
lisosomas. El otro es cuando Le2-feniletanolamina estd en la membrana interna de los
autofagosomas liberados, en esta parie se puede detecrar después de que ¢s degradado por
las hidrolasas {185},

Le3 es el marcador miés confiable de formacion de auiofagosomas on ¢élulas de mamiferos,
la cantidad relativa de Le3-11 refleja la abundancia de autofaposomas (190). Las células
autofagicas s¢ caracterizan bioquimicamente por el rempimicnto de Le3 y su distribucion
punteada dentre de la célula.

Otra forma de wdennficar a los autofagnsomas es por medio del reactivo autofluorescente la
monodansilcadavenna, que se ha mostrado tifie vesiculas autofigicas (191). Al igual que
los compartimentos lisosomales, tas vesiculas autofigicas tienen un pH acido el cual es
generado por una ATPasa dc H+ tipo V (192). Se cree que las bases débiles capaces de
atravesar membranas blologicas se concentran en los compartimenios acidos por
protonacion {193). Este mecansmoe de atrapar ones ha sido propucsto por una variedad de
sustangias Hamadas lisesemotroticas tales como el N-(2-[(2,4-dinitrofenil)-amino]-propil)-
N-(3-aminopropil-metilaminajdihidrocloruro (DAMP) (154), la primaquina ¥ la clorogquina
(193} La sustancia autoflourescenie monodansilcadavering es una base débil, marca a las
vesiculas autofagicas in vivo (191), 25 una sustancia efectiva como inhibidor de la enzima
transglutaminasa {193), es un mhibidor de la endocitosis (196) v es un estimulador de la

sintesis de fosfolipidos tipo fosfatidilinosito! (197).

Planteamiento del problema.

La degeneracién fulicular, ha side un procese esiudiado de forma parcial, ya que los
andlisis reaiizados se han dirigido hacia las células de la granulcsa v en algunos casos hacia
las células de la teca. Sin embargo, los ovocitos generaimente, han sido menos estudiadoes y
cuando se han tomado como modele, se han generado diterentes resultades. Debido a la
controversia entre alganos investigadores con respecto al proceso involucrado en la muerte
de los ovecites, surge la necesidad de realizar una investigacién més prefunda para
determinar si el proceso de muerte celular de los ovocitos es diferente al de las células

foliculares. Por otro lado, ya que al nacer v duranie la pubertad se onginan las mayores
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pérdidas de células perminales, es importante conocer si el proceso de muerte de ovocitos
primordiales de ratas recién nacidas es diferente al de los ovocitos de ratas pre-piberes.

Como se ha mencionado, los diferentes estndios que se han hecho sobre la atresia folicular
en los ovarios han sido 1a mayoria de los casos enfocados hacia Jas células pranulosas v
mucho menos frecuentemenle hacia el gvocile, consideramos necesario awmentar el
conocimiento acerca de la participacion de diferentes formas por las cuales los oveciios
mueren durante ¢l proceso de atresia folicular; esto aunado a que cada ovocito esté bajo una
continua amenaza de muerte v existen aquellos que la evitan, todo esto hace de los ovocitos

ur modelo dnice para el estudio de muerte celular programada.



OBIJETIVO GENERAL
- Determunar los diferentes procesos de muerte de los ovocitos en ovarios de ratas

wre-puberes {1 a 28 dias).
\

OBIETIVOS PARTICULARES

- Analizar la expresion de proteinas implicadas en procesos de muerte celular
programada apototica y autofagica,

- Amnaiizar a mvel ultraestructural las altieraciones en los ovocitos durante el proceso
dc muerte.

- Evaluar la presencia de apoptosis en ovocites de rata €0 un ensayo in virro por
medio de la Anexina-V.

- Determinar la presencia de lisosomas y autofagosomas, caracterisricos de la muerte
autofagica, mediante la incorporacion de monodansilcadaverina.

- Evaluar s1 existe ADN frapmentado ¢n poblaciones purificadas de ovocitos de rata,

- Evajuar la expresidon de ARNm de proleinas implicadas en la apoptosis v en la

autofagia por medio de la téenica de RT-PCR.
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MATERIAL Y METODOS

El proyecto, se desarrolld en dos fases: en la primera fase “in Siin”, se hicieron cories
seriados de tejido incluido cn parafina vy en resina acrilica Lowicryl K4M, para
inmunolocalizar a las proteinas pro-caspasa 3, caspasa 3 activa y lampl. También se
efecrud la téenica de precipitacion de plata para identificar la fosfatasa acida y se detectd la
frapmeniacidon del ADN wmediante la (éenica de TUNEL. Se realizaron las téenicas
gengrales para microscopia elecirdnica en cortes de material incluido en Epen v Lowicrvl
K4M. para observar la morfologia uilraestractural de los ovociios en proceso de muerte. En
la segunda fase im vitro, se obtuvieron fracciones ennguecidas de evociios arslados a parr
de culuvo celular. A los ovocitos aislados, se les realizaron pruebas de deteccidn de
marcadores de apoptosis y autofagia en las células vivas. También utilizande poblaciones
celulares puras de ovocitos, se desarrolld la técnica de electroforesis de ADN y la técnica
de RT-PCR.

FASE I. ANALISIS “IN SITU”

[. Obtencion de ovarios de rata

Ratas “Wistar” hembra de 1, 5, 10, 15, 17, 18, 19,20, 21, 25 y 2§ dias de nacidas.
Extraccion de ovarios.

Se anestesia a rata en una cdmara sarurada con gases de éter v se coloca ¢n una bandeja de
diseccion, sujetando las cuatro extremidades. Se hace una incision en forma de ojal en la
parte baja del abdorsen v se descubre (a cavidad abdeminal. Se idenufican los ovarios y se
extraen.

I1. Procesamiente para microscopia electronica
Los ovanos se fijan de las siguientes formas: paraforrnaldchido al 4% y se mcluyen en las
resinas acriiicas: LR White ¥ Lowicrvl K4M; paratormaldehido 4% con glutaraldehido al
2.5% vy se incluyen en resina epoxica.
a) Inclusion ¢n resina Lowicryl K4aM
L.- Paraformaldehido al 4% en amortiguador de fostaos 0.16 M. pH 7.2, Durante 1
hora a 4°C.,
2,-Lavado en amertiguador de fosfatos 0.16 M. pH 7.2. 3 lavades de [0 minutos cada
uno.
3.-Deshidratacion,
Metarol 30% duranie 10 minulos a -20°C,
Metanol 50% durante 10 minuios a —20°C.
Metanol 60% durante 10 minutos a -20°C.
Metanol 70% durante 10 minutos a -20°C.
Metanol 80% durante 10 minutos a —20°C.
Metanol 90% durante 30 minutos a -20°C.
4-Pre-inclusion.
Metanol-Lowicrvl i:1 durante 60 minutos a -20C.
Metanol-Lowicryl 1-1 durante 60 minutos a -20°C.
Lowieryl durante 60 minutos a -20°C.
Lowieryl durante ioda la noche -20°C.
5.- Incluir en capsulas de gelatina. Polimerizar a -20°C durante 24 horas en camara de
luz ultravioleta v 24 horas a temperatura ambiente en camara de tuz ultravioleta,
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b) Inclusién en resina Epén.
1. Glutaraldehido 2.5% - Paraformaldehido 4% en amortiguador de fosfatos 0.16 M.
pH 7.2. Durante | hora.
2. Lavado en amortipuador de fosfatos 0.16 M. pH 7.2. 3 lavados de 10 minutos cada
undae.
Dreshidratacion.
Etanol 60% durante 10 minutos.
Etanol 70% durante 10 minutos.
Etanol 80% duranie 10 minutos.
Etancl 96% durante {0 minutos.
Etanol absoiuto 2 cambios de 20 minutos cada uno.
4. Oxido de propileno 2 cambios de 15 minutos cada uno.
3 Pre—inciusion.
Oxido de propileno + Epen en proporcidn 2:1 durante 12 horas.
Oxido de propilenc + Epon en proporcion |1 durante 12 horas.
Oxide de propileno + Epon en proporcion 1:2 durante 12 horas.
6. Incluir en meldes de plastico. Polimerizar a 60°C durante 24 horas.

fed

I1. Procesamients para microscopia aptica,
!, Paratormaldehido 4% en amortiguador de fosfatos 0.16 M. pH 7.2, Durante 1.5

horas,

2. Lavados en amortiguador de fosfatos 0.16 M. pH 7.2, 6 lavados de 30 minutos cada
ung.

3. Desindratacion.

Etanol 60% durante 30 minutos.
Etanol 70% durante 30 minutos.
Etane!l 80% durante 30 nunutos.
Etanol 96% duraniec 30 minutos.
Ftanol abgoluto 2 cambios de 30 minutos cada uno.
4. Ftanol absoluto-xilol 30 minuios,
Xilol 13 minutos.
Pre—inclusidn.
Parafina-Xilo! 1:1 durante | hora.
Parafina 1 durante | hora.
Parafina 2 durante 1 hora.
6. Incluir en moldes de plastico.

[

V. Inmunelocalizaciones en cortes de ovarios incluides en parafina

Para identificar a la apoptosis se realizaron las inmunolocabzaciones de las proteinas: pro-
caspasa 3 y caspasa 3 activa, asi como la técnica de TUNEL. Para identificar a la autofagia,
se inmunodetectd la proteina integral de lisosomas lampl y la idennficacién de las
fosfatasas dcidas activas, por medio de ta wenica de precipitacion de plata de Gomon, el
cual es un método citoguimico en donds se incuban los cortes de tejido ¢on un sustrato para
la enzima que es el B-glicerofosfato, en presencia de una sal soluble de plomo como el
citrato de plome; cuando la fosfata acida separa ei fosfato organico del sustrate se forma un
precipitado insoluble de fosfato de plomo en el sitio, ei cual puede 1dentificarse en el
microscopio clectronico ¥ en el microscopia Optico, como precipitados obseuros.
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a) Inmunolocalizaciéon de pro-caspasa 3 y caspasa 3 activa.

Desparafinar e hidratar.

Recuperacion antigénica en el microondas con buffer dc citratos 3 minutos a potencia
10 y 6 minutos en potencia 3.

Dejar enfriar durante 30 minutos.

Tres lavados con buffer salino de tris con Tween (TBST) durante ¢cinco minutos.
Bloquear con TBS durante una hora a temperatura ambiente.

Incubar con anti-caspasa 3 (1/20), caspasa 3 activa (1/20) en amortiguador de fosfatos
durante toda ta noche a 4 C en camara himeda.

Tres lavados con TBST durante cinco minutos.

Incubar con anticuerpo secundario Multilink (Biogenex) durante 20 minutos a
temperatura ambiente.

Tres lavados con TBST durante cinco minutos.

Bloqueo con BSA-bulfer salino de fosfatos (PBS)-Tween durante 10 minutos.

Incubar con estreptavidina acoplada con Rojo Texas (1/500) en amortiguador de
fosfatos durante 1 hora a temperatura ambientc y protegido de Ja luz.

Tres lavados con TBST durante cinco minutos.

Contrastar con DAPI (1/10) cn amortiguador de losfatos durante 1 minuto.

Tres lavados con amortiguador de fosfatos durante tres minutos.

Montar.

b) Inmunoloecalizacion de lampl.

Desparafinar ¢ hidratar.

Recuperacién antigénica en el microondas con buffer de citratos 3 minutos a potencia
10 y 6 minutos en potencia 3.

Dejar enfriar durante 30 minutos.

Tres lavados con TBST durante cinco minutos.

Ligero enjuague con TBS-Triton 0.025%.

Bloquear con TBS durante dos horas a tcmperatura ambiente.

Incubar con anti-Lampl {1/100-10 ug/ml) en PBS-BSA-Tween durante toda la noche a
4°C en camara humeda.

Tres lavados con TBST durante 3 minutos.

[ncubar con anticuerpo secundario GAR [gG en amortiguador de fosfatos 1/200 durante
2 horas a temperatura ambiente y protegido de la luz.

Enjuague ligero con TBST-triton.

Tres lavados con TBST durante 3 minutos.

Tres lavados con amortiguador de fosfatos durante tres minutos.

Contrastar con DAPI (1/10) en amortiguador de fosfatos durantc 1 minuto.

Tres lavados con amortiguador de fosfatos durante tres minutos.

Montar.

¢) Técnica de precipitacién de plomo.

- Desparafinar e hidratar.

- Incubar con B-glicerofosfato de sodio 0.01M en buffer de citratos 0.05M pH 5 con 4 mM
de citrato de plomo, durante 4 horas a 37° C en camara humeda.

- Lavar con agua destilada.

- Incubar con sulfito de amonio al 10% durante 30 minutos.

- Teiiir con eosina acuosa durante | minuto y montar con medio de gelatina.



FASE IL ANALISIS IN VITRO.

Para realizar técnicas bioguimicas y moleculares, gue no se¢ poeden desarrollar en ovarios
enteros o en cortes de los mismos, se obtuvieron fracciones enriquecides de ovocitos de
ovaries de ratas de 1, 3, |9 y 28 dias de edad, mediante una separacion por adhcsidn
celuiar, Las fracciones son de una pureza def 85 al 92% v una viabilidad del 75-96%.

L. Obtencion de fracciones celulares de ovocitos de rata

- Disecar ovarios y pasarlos a selucion salina balanceada libre de Ca'™ vy Magnesio.

- Lavar 2 veces con solucién salina balanceada libre de Ca™
de sangre en el tejido.

- -Incubar en 10 ml de wipsina al 0.1% en solucion salina balanceada libre de Ca'' y
Mg Mantener a 37° C en bafio de agitacion a 90 ciclos/ minuto, durante 5 miniios

- Disgregar el iefido con una pipeia Pasteur bajo la lupa.

- Recuperar las células en un volumen igual de Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM. Sigma) con 0.1% albimina (Sigma labs.) + 0.2% de mlubidor de tripsina de
sova.

- Centrifugara |.2 g por 10 min, a temperatura ambiente.

- Decantar ¢l medio con cuidado y resuspender en | ml de DMEM-albiimina, observar
las células en el hematocitometro para determinar viabijidad v pureza.

- Sembrar todas las células en cajas de 2.5 cm de didmetro con DMEM albumina 0.7%,
4% suero fetal bovino y 10 pl de antibiétice por nil de medie. Dejar al menos 24 horas
en la incubadora.

- Al dia siguiente las células somaticas de la génada forman una monocapa sobre la
superficic de la caia, sobre los que se observan unos cumulos de céinlas mas grandes v
redondeadas, gue corresponden a las células germinales.

- Decantar el medio y bacer 3 lavados con 15 mi de DMEM alburmng, esto con ¢l fin de
rermover resios cetulares v eélulas no adhendas.

- Después del ultimo lavado, despegar las células germinales con DMEM con
micropipeta de | mi. Es importanle pipetear de arriba abajo muy suavemente vy
asegurarse de “lavar” toda la superficie, ver bajo el microscopio para asegurarse que
sélo se han despegado las células perminales. Es recomendable no excederse en este
paso pues se corre gl nesgo de desprender células somaucas del londo, hay que tener
cuidado de no pasar la pipeta sobre la monocapa de células somaticas.

- Pasar la suspensién de céiulas a un ependorf o tubo Falcon de [5 ml (centrifugar a
1000 rpm por 10 min.).

- Decantar el medio v resuspender en un volumen adecuado de medio (0.2-1 ml) v ver
baio el microscopio.

Para asegurar que las células con las cuales se reahiza el prescpie trabajo, son ovocitos,

ademas de ta identificacion morfolGgica de las células, sé desarrollé la inmunodeteccidn del

antfgeno VASA, que es una proteina citoplasmdtica de células germinales, con el

anticuerpo VASA.

Il. Inmunodeteccion de VASA,

- Lavar ¢l boton celular con amortiguador de fosfatos.

- Decantar v resuspender en el sobrepadante.

- Poner las alicuotas sobre porta abjetos con peli-l-lisina y dejar secar protegiéndelos del
polvo.
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- Fijar con Methacam (Acido acétice 10%, metano! 60% v cloroformo 30%) durante 20
minutos 2 -20°C.

- Lavar 2 veces con PES frio durante 10 minutos.

- Bloquear con albimina al 1% en PBS durante 2 horas a temperatura ambiente en
camara humeda.

- Incubar  con anticuerpo  primaric aati-VASA 1300 en  amortiguader  de
fosfatos/albomina 1% toda ia noche a 4°C en camara humeda.

- Lavar 4 veces con amortiguador de fosfatos duranie 5 minutos.

- Incubar con anticuerpe secundario antl-congjo con fluoresceina (ZYMED)1/100
albiimina al 1% durante | hora a temperatura ambicnte.

- lavar con amortiguador de fosfatos durante 5 minutos 4 lavados.

- Incubar con DAPL | minuto.

- Lavar con amortiguador de fosfatos durante 3 minutos 4 lavados.

- Montar con medio dc montaje para ffucrescencia,

[
=

El proceso de apoptosis en células aisladas se realiza mediante la incerporacidn de la
Anexina-V marcada con FITC a la fosfatidilserina citoplasmaética extemalizada, en un
ambiente tico en calclo proporcionado por el buffer de umidn, Se utiliza el ioduro dc
propidio cemoe colorante supravital, de tal forma que la mceorporacidn de Anexina-V sin
incion nuclear con woduro de propicho, es el indicativa de que las células estin vivas, Las
cétulas con 1oduro de propidio ¥ Anexina-V, se definen como muertas, por lo que no son
lomadas en cuenta para el andlisis, Las observaciones se hacen con un microscopio
confocal Leica.

Y. Ensavo de incorporacion de anexina-V-FITC/ioduro de propidio en células vivas.

- Preparar 500 yl de buffer de union con 5 pl de Anexina-V-FITC mis 9 ul de ioduro de
propidio.

- -Agregar a] boton de ceélulas y resuspender muy suavemente,

- Incubar en oscuridad durante 10 mimutos 2 37°C ¢ a temperatura ambiente.

- Centrifugar a 1600 mpm durante 3 minutos.

- Retirar ¢l sobrenadante coun una pipeta con cuidado v no perder de vista el beldn de
células.

- Lavar las células con amoriiguador de fosfatos 3 veces v centrifugar. Resuspender muy
suavemente las células en PBS v finalmente ponerlas ¢n el centro de un portaobjetos
nuevo, colocarle el cubreobjetns cuidadosamente y observar con el microseopio
confocal.

Una de las caracteristicas de la muerte aulolagica es la alta actividad lisosomal, lo que
permute dentificar al proceso mediamte marcadores especificos de la presencia de los
ceerpos hisosomales, como la monodansilcadaverina, a cual ha sido utilizada como un
marcador para vacuolas autofdpgicas. La intensidad de tincién con monodansilcadaverina
incrementa en las células que estan en auiofagia.

IV, Incorporacidn de monodansilcadaverina en célnlas vivas

- Preparar medio de cultivo con monodansilcadaverina a una conceairacion (.1 mM.
- Agregar al baton de células ¥ resuspender muy suavemente.

- Incubar en oscuridad durante 10 minutos a 37°C,



- Centrifugar a 1600 rpm durante 3 minutos.

- Retirar ¢l sobrenadante con una pipeta sin perdcr de vista el botén de células,

- Lavar con medio de culiivo.

- Lavar las eélulas con amortiguador de fosfatos 3 veces y centrifugar. Resuspender muy
suavemente las células en amortiguador de fosfatos v fimalmente depositarlas en el
cenuro de un portaobjetos nuevo, colocarle ¢l cubreobjetos cuidadosamente v observar
al microscopio de (luorescenciz.

Para identificar la fase final de la apoptosis, la cual estd dada por la fragmentacion de ADN,
se realizo una elecuroforesis del ADN de los ovocitos de [, 5, 19 v 28 dias.

V. Electroforesis de ADN.

- Homeogemzar las células en | ml de DNAzol durante 3 minutos.

- Pasar el sobrenadante a un tubo limpio.

- Precipitar el ADN del homogenizado agregando | ml de etancl al 100%.

- Mezelar por inversidn 3 minutos y dejar reposar 10 minutos a 4°C.

- Centrifugar a 14000 rpm durante 10 min. a 4°C y decantar.

- Lavar el ADN dos veces con | ml de etanol al 73 % iovirtiendo los tubos de 3 a 6
veces.

- Centrifugar a 14000 rpm durante 10 min. 2 4°C.

- Secar al are de 5 a 15 segundos, despuds de quitar el etanol.

- Solubuizar en NaOH 8 mM.

- Correr ¢l ADN en gel de agarosa al 2% con bromuro de etidio, a 37V duranie 1.5 a2 2
horas.

Se realizd la téenica molecular de RT-PCR para identificar a los mensajeros de caspasa 3
{apoptosis), lampl ¥ Le3 (ambos para autofagia). ara realizar lo anterior, requerimnos una
fraccion celular de ovocitos 100% pura, por lo que se utilizd la tecnica de separacidn
individual, mancjande un micromanipulador y micropuntas de vidrio. De esta forma, se
toman 10§ OvVOCitos uno por uno v se reciben en un tubo estéril y libre de ARNasas, para
realizar la exiraceion de ARN. Las micropuntas, se han hecho de diferentes diametros (30 a
100 um). hasta lograr obtener las del diametro adecuade. Se extraje el ARN 1ctal de cada
fraccidn celular para poder obtener el ADNe por medio de la transcripiasa reversa, Una vez
obtenido el ADNe, se incubd con los oligos disefiados para {a reaceion de la pelimerasa en
ios diferentes genes: lampi, Led v caspasa 3. Las secuencias de los imeadores fueron:

| Gen Bank Gen Seccuencia

NM 001100778 | Caspasa 3 | 5-GCCTGTCCTGGATAAGACCA-3 (forward)

NM 001100778 | Caspasa 3 | 5 TTGACTCAGAAGCCUGAAGAT -3 (reverse)

NM 012857 | lampl 5" AGGATCAACCTTCCCCAACT -3 (forward)
NM 012857 | lampl 5 CACCTTCAGGGTCACCAACT -3 (reverse)

NM 134394 | L3 5. TGGCCCTGAAATACGAAGTC -3' (forward)
NM 134394 | Lc3 5 GGCAGTAGTCGCCTCTGAAG -3' (reverse)

NM (12605 B-actina S-AAATUCGTCCGTGACATTAA-Y (forward)
NM 012605 B-actina S-CTCGTCATACTCCTGCTTG-3 (reverse)
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Los tamanos de los fragmentos amplificados fueron: para caspasa 3, 209 bp; para lampi,
245bp; para L¢3, 220 bp v para fi-actina, 455 bp, La PCR se realizd con un pase inicial de
desnaturahizacion a 947 C por 40 segundos, alineacion a 61° € por 40 segundos v la
elongacién a 727 C por 40 segundos. La reaceion fue compietada por una clongacion final a
72°C por 5 minutes. La PCR para B-actina se desarzollé de la misma forma, excepto que la
temperatura de alincamiento fue a 60°C. Se desarrollaron 30 ciclos.

VI- RT-PCR

a) Obtencién de ARN.

- Homogenizar las células en 1 ml de Trizol durante 3 munutos.

- Homogenizar los ovocitos en 1ml de Trizol.

- Incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente.

- Agregar 200 pl de cloroformo.

- Tapar muy bien ¥y ag:tar vigorosamente durante 15 segundos (vortex).

- Incubar a temperatura ambiente durante 2-3 minuotos.

- Centrifugar a 11500 rpm a 4°C durante 15 cuinutos,

- Pasar la tase acuosa a un tube limpio, cuidar que no se contamine con la nterfase.

- Agregar 500 ul de alcohol 1sepropilico.

- Imcubar a temperatura ambiente duranie 10 minuios,

- Centrifugar a ] 1500 rpm a 4°C durante 10 minutos (E] ARN aparecera como un botén
ligeramente bianco).

- Lavar el bodn con | ml de etanol EtOH al 75%.

- Vortex.

- Centrifugar a 8500 mpm a 4°C durante 5 min.

- Secar al aire (pero no completamente para facilitar su disolucidn).

- Disolver el ARN en 10-20 ul de agna DEPC. Se pucde pasar ligeramenie por una pipeta
pasleur estéril.

- Tomar 10 ul y agregar 990 ul de agua para checar pureza y cuantificar el ARN en el
espeetrofotémetro con UV en una cubeta de cuarzo a ADNe 0/240nm.

- Cuantficar en contenido de ARN con la siguiente relacion:

I densidad Optica de ARN aprox. A 40 ug /ml.

B} Siniesis de ADNe a través de la reaccién de la transcriptasa reversa.

- {olocar 2 ug de ARN en un tubo !ibre de ARNasas y agregar: Agua grado PCR, oligos
dT, para obterer ur volumen hinal de 13l

- Incubar a 65°C per 10 minutos pasar inmediatamente a hielo.

- Posteriormente, agregar buffer 5X, inhibidor de ARNasas, dNTP-Mix (10mM} v la
enzinia transcripiasa reversa {Roche).

- Mezclar por vortex v centrifugar.

- Incubar por 30 mun. a $35°C v S min a 85°C.

¢) Reaccion en cadena de la polimerasa

- Colocar en un tubo libre de ARNasas, ios reactivos: H;O arado PCR, Bufter 10X,
MgCly DNTP's, oligo forward 37, oligo reverse 3°, DMSO, la enzima Amp Taq
(Applied) y ¢l ADNe.

- Incubar durante 30 ciclos.

- Cargar los productos de la PCR en un gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de
endio, correr a 85 V durante | hora. Visualizar en camara UV,



47

Para verificar la correcta amplificacion de los genes deseados, se purificaron los productos
de PCR y se secuenciaron en ¢l Instituto de Fisiologia Celular, UNAM, por medio de un
secuenciador automatico ABT PRISM 310 Genetic Analyzer de Perkin-Elmer Applied
Biosystems que permite secuenciar ADN de diferentes tipos utilizando técnicas de
electroforesis capilar. El equipo estd acoplado a una computadora Macintosh en la que se
colectan y analizan los datos. Los datos son obtenidos como electroferograma.

d) Purificacién y secuenciaciéon de productos PCR (MinElute Gel Estraction Kit

Protocol)

- Cortar el fragmento del gel de agarosa que contiene el ADN con un escalpelo.

- Pesar el fragmento de gel en un ependorf. Afladir 3 volimenes de Buffer QG por
volumen de gel (100 mg aprox. 100 ul).

- Incubar a 50°C durante 10 minutos (o hasta que el gel se haya disuelto completamenle).
Para ayudar a disolver el gel, mezclar con vortex de 2 a 3 minutos durante la
incubacidn. Para geles cuya concentracion sea mayor de 2%, incremientar ¢l tiempo de
incubacion.

- Cuando el gel se haya disuello completamente, verificar que el color de la mezcla sea
amarillo {similar al Buffer QG sin agarosa disuelta). Si el color de la mezcla es naranja
o0 violeta, afiadir 10 pl de acetato de sodio 3 M, pH 3.0, y mezclar. El color debe ser
amarillo.

- Afiadir 1 volumen del gel de 1sopropanol a la muestra v mezclar invirtiendo el tubo
varias veces.

- Colocar una columna MinE{ute en un tubo colector, el volumen maximo del tubo es de
&00 pl.

- Colocar la muestra en la columna Min£Efire y centrifugar por un minuto. Para mejores
resultados, transfenr todos los restos de la mucstra a la columna. El volumen maximo
del reservorio es de 800 pl.

- Desechar ¢l filtrado y colocar de nuevo la columna en el tubo de colecta,

- Agregar500 pl de Buffer QG a la columna y centrifugar por un minuto.

- Desechar el filirado y volver a colocar la columna.

- Para lavar, agregar 750 pl de buffer PE a la columna y centrifugar por | minuto.
NOTA: Si el ADN se va a utilizar para aplicaciones sensibles a las sales, tales como
ligacién y secuenciacion directa, deje reposar la columna de 2 a 5 minutos antes de
afiadir el Buffer PE, antes de centrifugar.

- Desechar el filtrado y centrifugar la columna por un minuto mas a 13000 rpm.
IMPORTANTE: puede que el etanol residual del Buffer PE no se elimine
complelamente hasta la centrifugacion adicional.

- Colocar la columna en un ependorf de 1.5 ml.

- Para diluir el ADN agregar 10 ul de H;O en el centro de la membrana, dejar reposar
durante | minuto y centrifugar por 1 minuto.

ESTADISTICA.
Los resultados obtenidos son sometidos a pruebas estadisticas utilizando una prueba de
ANDEVA (P<0.05) y la prueba de t de Student (P<0.05).
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RESULTADOS

PRIMERA FASE: ENSAYOS IN SITU

Las observaciones morfologicas, indican que hay varios estadios de desarrollo folicular en
los ovarios, que cambian con respecto a la edad de los organismos. En las imagencs fas

barras de calibracion corresponden a 10 pm.

1 DiA

A la edad de | dia, los ovarios presentan principalmente foliculos primordiales, los cuales
cstan rodeados por una sola capa de células alargadas, incluso hay ovocitos ain desnudos.
A esta edad, los ovocitos son positivos a pro-caspasa 3, a TUNEL y algunos otros a lampl,
Sin embargo, en los ovocitos positivos a la técnica de TUNEL, se detectan con mayor
frecuencia con respecto a pro-caspasa 3 y lampl. También hay algunos ovocitos que son

simultdneamente positivos a pro-caspasa 3 y a TUNEL (imagen 1}.

Imagen 1. Cortes seriades de ovario de rata de 1 dia de nacida. Tedas las imagenes con sobreposicién de
DAPI. A: lamp1, se observan algunos ovocitos positivos, B; pro-caspasa 3, la punta de flecha indica a un
ovocite que es posilive C: TUNEL la flecha indica a un ovocilo positive y 1a punta de flecha un ovocito pesitivo
a TUNEL y pro-caspasa 3 (1B).

Los resuttados de la identificacion de caspasa 3 activa, lamp! y fosfatasa acida a esta edad,
indican una menor cantidad de ovocitos con respecto a los ovocitos positivos a TUNEL.
También se observan ovocitos que tienen elevada sefial de lampl y de fosfatasa acida al
mismo tiempo (imagen 2). Es evidente que a esta edad, una gran mayoria de los ovocitos

gue ¢stan en proceso de degeneracion, son positivos a TUNEL.
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Imagen 2. Ovario de rata de 1 dia. Los cuadros con imagenes fluorescentes son inmunolocalizaciones y el
campo claio es una localizacion de la aclividad enzimélica de la fosfalasa 4cida. Las flechas rojas indican a un
ovocito que es positivo a caspasa 3 activa (A), lamp1 (B) y fosfatasa acida (D), pero no a TUNEL (C}. La
flecha amarilla indica un covocCito que Unicamente es posilivo a TUNEL, pero no a las otras tégnicas. La flecha
blanca muestra un ovocile posilive sdlo a caspasa 3 activa, Las flechas azules mueslran a ovocitos que son
positivos sdlo a una técnica.

5 DIAS

A los 5 dias se observaron ovocitos primordiales, primarios y secundarios. Los primarios
estan rodeados por una sola capa de células granulosas que van tomando forma cubica.
Algunos ovocitos fueron positivos a pro-caspasa 3, caspasa 3 activa y lampl, pero no a
TUNEL. Las células de la granulosa que rodean a los ovocitos tienen menor cantidad de
marcado que los ovocitos.

Se presentaron ovocitos que de forma simultdnea tenian caspasa 3 activa y lampl, Por otra
parte, la técnica citoquimica para fosfatasa 4dcida y la inmunolocalizacién de lampl,

coinciden en el citoplasma de muchos ovocitos, indicando la presencia de lisosomas activos
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en el citoplasma de los ovocitos con alteraciones que indican un proceso de degradacidon

(imagen 3).

Imagen 3. Ovario de 5 dias. A: muestra la reaccion positiva para OAPI, 8: lamp1 y DAPI sobrepuestas, para
evidenciar que la marca de lamp1 es citoplasmatica. C: lamp1 sola. O: fosfatasa acida. Las flechas indican
ovocitos positivas tanto a lamp1 como a fosfatasa acida.

10 DIAS

A los 10 dias, ya hay foliculos secundarios rodeados por mas de una capa de células de la
granulosa e incluso algunos foliculos estan iniciando 1a formacion del antro. La preswencia
de las proteinas identificadas en los ovocitos es diversa, ya que unos son positivos a sélo
una de las técnicas, pero hay varios, que son positivos a pro-caspasa 3 y a lamp| de forma
simultanea. Otro patrén de marcado esla dado por aquellos ovocitos que son positivos a
pro-caspasa 3, lampl y TUNEL, ilustrado en la imagen 4. Esta imagen permite observar un
foliculo con antro en formacién muy alterado, un ovocito que ha perdido la clasica forma

esférica para tornarse mas bien ovalada, por otro lado, las células de la granulosa ya han
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perdido el contacto con el oolema y se ven un tanto alteradas, con un patrén nuclear
compacto (evidenciado con DAPI). El nicleo del ovocito tiene una importante
condensacion nuclear, que coincide con la marca positiva de TUNEL.

La imagen 5 muestra ovocitos sccundarios positivos a caspasa 3 activa y a lampl. Los
foliculos estan en esiado atrésico inicial, cuyas alteraciones son evidenciadas por la

deformacion del ovocito y el desprenduniento de las células de la granulosa. De éstas, las

que se sitian mas proximas a los ovocitos, también son positivas a ambas proteinas.

H 7
D
D

Imagen 5. Ovaocito de ovario de rata de 10 dias de nacidas
(foliculos secundarios): A y C muestran la reaccian positiva
para DAPI, {B) caspasa 3 activa y (D) lamp1.

o —  —
F
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Imagen 4. Ovario de rata de 10 dias de nacida. A,Cy E
muesiran 1a reaccién positiva para DAPI, evidenciando
a los nicleos. La punta de flecha en A indica el nucleo
de una célula de la granulosa. Las flechas senalan a un

avocilo en folicule con antro en formacién, el cual es
positiva a pro-caspasa (B), lamp1 (D) y TUNEL (F).

15 DIAS
El aumento de la edad va acompafiado con una mayor variedad de estadios foliculares en el

ovario, a los 15 dias de nacidas, bay foliculos desde primordiales hasia con antro, cuyos
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ovocitos pueden tener mas de un marcador de apoptosis o autofagia al misme tempo. En la
imagen 6 se observa un foliculo con antro, ¢l ovocito es positivo a pro-caspasa 3 y lampi.
pero no a TUNEL. [.a cromatina de este ovocito es abundante como puede observarse con
DAPI v ademds sin tincion se pueden observar a dos nucleolos redondos. Las células de la
granulosa de este foliculo antral tienen una mayor reaccion positiva @ pro-caspasz 3y
alpunas a lamp), una es positiva a TUNEL.

A esta edad, encontramos foliculos primanos ¥ con antro en formacion, con caspasa 3
activa, lampl y TUNEL en una misma célula; algunos con anire grande son positivos a
todas las reacciones.

L.a imagen 7, evidencia un ovocifo en un foliculo en crecimiento, positivo a lampl y a
TUNEL. También se puede observar un nucleolo positivo a lampl (78, [lecha). Por airo
lado. las células de la granulosa también nenen lampl. [a reaccion positiva a TUNEL
corresponde con una alta compactacion de la cromatina.

En esta etapa de desarrolle, también se encuentran ovocitos que son posinves a todas las
técnicas destinadas a identificar el proceso de apoptosis y el de auwtofagia. La imagen §
muestra un ovoctto en {olicule antral wcial, muy alterado, cuyo ciioplasma presenta zonas
totalmente degradadas, Es importante senalar que [a zona mas alterada dcl citoplasma,
corresponde a una reaccidu posibiva a tosfaiasa dcida. EL ovocito es posiivo a lampl,
caspasa 3 activa y TUNEL. La imagen sobrepuesta de TUNEL-DAPI {8C), mucsira
claramente que la marca de TUNEL comesponde a la cromatina nuciear 1anto de las células
de la granulosa como del ovocito. Por otro jadoe, también se puede ver que las células de la
granulosa son posttivas a lampl, a caspasa 3 activa y 2 TUNEL, pero no a {osfatasa dcida.
A esta edad, en material incluido en resina Lowieryl, también se observan ovocitos con
reaccion positiva maltiple: en la imagen 9 se observa un foliculo antral en formacion con
avocito positivo 4 caspasa 3 activa, lampl y fosfatasa acida de manera simultinea.

17 DIAS

Las edades de 17 a 28 dias, muestran resultados muy nteresantes, ya que ¢s cuando se
puede observar una mayor diversidad de etapas de crecimiento folicular coma son folicules
primordiales, primarios, en crecimiento inicial y los mas evidentes son los de aniro en

formacion v los antrales.
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Imagen 6. Foliculo de 15 dias con
antro. A, C y E muestran la
reaccion  positiva para DAPI,
evidenciando a los ndcleos. Ovocito
positivo a pro-caspasa 3 (B) v a
lamp1 (D), pero no a TUNEL (F).

Imagen 7. Ovocile de ovario de
rata de 15 dias. A y C muestran Ia
reaccicn positiva para DAPI,
mostrando la cromatina. Foliculo
con antro en crecimiento, positivo
a lamp1 {B), la flecha indica al
nucleolo con marca positiva. (D}
TUNEL.
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Imagen 8. Ovario de 15 dias.
Ovocito antral en fase muy
temprana, altamente de-
generade vy positivo para
todas las reacciones
utilizadas. Caspasa 3 activa
(A y lamp1 (B), ambas
marcas estan distribuidas en
el citoplasma tanto del
ovocito  como de las
foliculares. En el ovocito en
forma irregular, la sefial es
mas intensa en la regién
perinuclear y en la periferia
junto a la membrana celular.
C: sobreposicion de TUNEL
y DAPI, evidenciando Ila
marca nuclear de la tecnica.
D: fosfatasa acida, el
citoplasma esta altamente
degradado y con
precipitados de plomo.

Imagen 9. Ovario de 15 dias.
Cortes de Lowicryl. Foliculo con
antro en formacion, el ovocito es
positivo a caspasa 3 activa (A),
lamp1(C) y fosfatasa acida (B).
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A dos 17 dias, algunos ovocitos son positivos a las diversas wnmunodetecciones, estos
toliculos estan muy alterados; francamenie atrésicos. Algunas células de la granulosa,
también son positivas a las proteinas identificadas, sobre odo las de los foliculos con
mayor grado de alleracion,

rn iz mmagen [0, se ve un foliculo antral grande, en atresia avanzada, evidenciada por la
deformacion del ovocito, el desprendimicnio de las granujosas v el nucleolo altamente
compaclo, esta célula es positiva a pro-caspasa 3, caspasa 3 activa y lamp! pero no a
TUNEL. Las células de la corona radiata también son positivas,

Es muy frecuente encontrar que los ovocilos son positivos a lampl y a caspasa 3 activa ¢
incluso, un mismo ovocito puede presentar ambas proteinas a la vez. En la imagen 11 se
presenta un ovocito primario posinive a caspasa 3 activa, a lamp] y a la técnica de fosfatasa
acida. Caspasa 3 activa y lampl, se encuentran distribuidas en el citoplasma del avocito y
en el de las células de la granulosa, estas ultimas no son positivas a fosfatasa acida, como se
muestra en la imagen de campo claro. En el ovocito se ven zonas posilivas a fosfatasa
acida, las cuales son sefialadas con flechas, haciendo una comparacion con lampl, se
indican las mismas zonas y coinciden el deposito de plome con la sedal de lampl en el
MISmo ovocilo.

18 DIAS

A los 18 dias los ovocitos también presentan friple marcado, algunos ticnen pro-caspasal,
lamipl y TUNEL, como en la imagen 12 y otros tienen pro-caspasa 3, caspasa 3 acuva y
lampl, como en la imagen 13, La imagen 12 muestra un foliculo awrésico, el nacleo del
ovoclo esta altamente compacto. Se ha visio que Jos foliculos con mayor grado de
alteracion, tienen células de la granulosa positivas a la pro-caspasa 3 y a lampl, pero no a
TUNEL. En [a imagen 14, observamos un ovocito en un foliculo antral en atresia avanzada,
las células de {a granulesa tambicn son positivas a caspasa 3 acliva y a jampi.

También hay ovocitos en foliculos con antro en formacion son positivas a mas de una
proteing como puede ser caspasa 3 acliva-lampl, caspasa 3 activa-TUNEL, o en su caso a
todas como en la imagen 14, en donde el ovocito es positivo a todas Jas téenicas. Bl ovocito
de esta imagen se encuentra alterado, ya que una parte del citoplasma estéd degradade y con

gran actividad dc enzimas lisosomales como muestra el precipitado de plome en la imagen
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Imagen 10. QOvocito de ovario
de rata de 17 dias. A, C y E:
muestran la reaccién positiva
para DAPI. Faliculo antral
grande, citoplasma del ovacito
positivo a pro-caspasa 3 (B),
caspasa 3 activa (D} y lamp1
(F). En el nacleo del ovocito un
nucleclo positivo a pro-caspasa
3 y a caspasa 3 acliva. Las
células de la corona radiata y
de la granulosa también son
positivas.

Imagen 11. Ovario de 17 dias. Ovocito
primario, positivo a caspasa 3 activa (A),
fosfatasa acida (B) y a lamp1 (C)
Caspasa 3 activa y lamp1, se encuentran
distribuidas en el citoplasma del ovocito y
de las células de la granulosa. Las flechas
indican las zonas correspondientes a la
presencia de fosfatasa acida, que
coinciden con la marca de lamp1.
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Imagen 12. Ovario de rata de
18 dias de nacida. Foliculo
con antre chico, cuyo ovocito
es positivo a pro-caspasa (A)
y TUNEL (D), pero no a lamp1
(B), se observa a las células
de la granulosa altamente
posilivas, C:  muesilra ta
reaccion positiva para DAPI

Imagen 13. QOvocito de
ovario de rala de 18
dias. Foliculo antral,
caon ovacito positivo a
pro-caspasa 3 (A),
caspasa J acliva (B) v
lamp1 (D). (C} muestra
la reaccidn positiva
para DAPI. Las células
de la granulosa
también son positivas
en {odos los casos.
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de campo claro. Este ovocito también presenta una region citoplasmatica mas conservada,
la cual es mas positiva a lamp|, indicando una alla concentracidn de cuerpos lisosomales en

esa zona, para su posible degradacién posterior.

19 DIAS

En los ovarios de 19 dias, también hay toda una gama de las etapas de desarrollo folicular.
Hemos encontrado ovocitos que son positivos a mas de una proteina o ensayo a la vez. La
imagen 15, muestra un foliculo con antro en formacion en donde el ovocito es positivo a
pro-caspasa 3, a lampl v a TUNEL, ¢l contraste para ADN, coincide con el marcado de 1a

técnica para ADN fragmentado (TUNEL).

En la imagen 16 observamos un ovocito ¢n antro en formacion, el cual es positivo a todas
las |écnicas: caspasa 3 activa presente en el citoplasma del ovocito v de las granulosas,
sobre todo las més cercanas al ovocito; TUNEL positivo en ¢l nacleo del ovocito. Lamp |
positivo en el citoplasma del ovocito ¥ de las células foliculares, coincidiendo con una alta
cantidad de¢ marca para la fosfatasa acida en el ovocito como se ilustra en la imagen de

campo claro, las células de la granulosa no son positivas a fosfatasa acida.

La imagen |7 es un ovocito en foliculo en crecimiento inicial o secundario de ovario
incluido en Lowicryl. Aqui se muestra un ovocito positivo a lampl y a fosfatasa 4dcida; la
alta concentracion de la marca de la proteina lampl distribuida en el citoplasma, se puede
correlacionar con una amplia cantidad de precipitados de plomo indicando fosfatasa acida
{imagen de campo claro). Por otro lado es muy notorio que el ovocito tiene un nucleolo
altamente compacto y positivo a lampl. Las células de la granulosa que rodean al ovocito
son positivas a lampl. pero cuando se observa la reaccion de Gomori en las mismas células,

solo algunas son positivas.

Es importante mencionar que un evento que se ha repetido con relativa frecuencia, cs la
doble tincién positiva de un mismo ovocito a caspasa 3 activa y a lampl, en ovocitos de

foliculos en diferentes etapas de desarrollo.
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Imagen 14. Ovario de 18
dias. Ovocito en foliculo con
anlro en formacién, con
multiples reacciones
positivas. Caspasa 3 activa
(A) en citoplasma de ovocito
y foliculares. B: TUNEL .
posilivo en el ndcleo del
ovocito. En lamp1 (C). las
Nechas muestran la
distribucion  alrededor de
Zonas negalivas del
citoplasma, indicando liso-
sOmas presenles en la
periferia. La imagen de
fosfatasa acida (D), muestra
zonas posilivas a la tecnica
en la periferia del citoplasma
allamenle degradado.

Imagen 15. Ovario de rata de
19 dias. Foliculo con antro
grande, el ovocito es positivo
a pro-caspasa 3 (A), lampi
(B) y a TUNEL (D), las células
de la granulosa también
tienen una elevada marca a
pro-caspasa 3 y a lamp1. (C)
muestra la reaccion posiliva
para DAPL.
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Imagen 16. Owocite 19
dias, antro en formacion,
positivo a caspasa J
activa (A), TUNEL {B) con
un fragmento del nucleo
del ovocilo positivo, lamp1
(C) y fosfatasa acida (D).

Imagen 17. Ovario de 19 dias. Foliculo en crecimiento inicial, positivo a lamp1 {A), con nucleolo también
positivo. B; mueslira los sitios de precipitacion del plomo, indicando la reaccion positiva para la fosfatasa.
Ambas marcas se encuentran ampliamente distribuidas en el citoplasma del ovocito. Las células de la
granulosa s0lo son positivas a lamp1.
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IMAGEN 18. Ovario de ratla de 20 dias. Foliculo con antro. A y C: muestran |a reaccion positiva para DAPI,
Ovocito posilivo a pro-caspasa 3 y lamp1. Las granulosas también son positivas,

20 DiAS

En las edades de 20 a 28 dias, los ovarios presentan un mayor ndmero de foliculos en
estado atrésico, esto provoca que haya una mayor cantidad de ovocitos con marca positiva a
las diferentes técnicas realizadas. A estas edades, se pueden encontrar todo tipo de
foliculos, desde primordiales, que son los menos frecuentes, hasta los de antro muy grande.
En las edades de 20 y 21 dias se observan varios ovocitos que son positivos a pro-caspasa 3
y a lampl al mismo tiempo, esto es comuan en ovocitos de foliculos muy alterados. Las
células de la granulosa que los rodean también son positivas, como se ve en la imagen 18.
También es importante mencionar que, aunque no se ilustra aqui, algunos ovocitos son

positivos a una sola proteina.
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Algunos foliculos atrésicos tienen ovocitos positivos a pro-caspasa 3 y lampl al mismo
tiempo. En la imagen |9, se muestra un foliculo antral muy degenerado, el citoplasma del
ovocito ya presenta una gran deformacion y las granulosas también estan muy alteradas,

con la tincidn DAPI se ve la cromatina de estas células muy condensada, el nicleo del

ovocito también se ve muy compactado, sin embargo en este caso, el ovocito no ¢s positivo

a la técnica de TUNEL.,

A

Imagen 19. Ovocite de
ovario de rata de 20 dias.
Foliculo antral, altamente
degenerado con ovocito
positivo a pro-caspasa 3
(B vy lamp1 (D). Las
células de la granulosa
también son positivas. Ay
C: muestran la reaccion
positiva para DAPI.

Es frecuente encontrar en foliculos antrales o con antro en formacidn ovocitos positivos a
mas de una técnica a la vez. En la imagen 20 se puede ver a un ovocito en foliculo con
antro en formacién muy alterado, ya que las células de la granulosa estdn practicamente
desprendidas del ovocito, por otro Jado, el ovocito tiene una forma irregular y es posttivo a
todas las técnicas. La caspasa 3 activa esta presente tanto en el ovocito como en las células
de la granulosa cercanas al ovocito, el ovocito también es positivo a TUNEL, a lampl y
presenta una gran cantidad de precipitados de plomo indicando alta cantidad de fosfatasa
acida. Es muy interesante ver que la sefial de lamp] se encuentra distribuida hacia la

periferia del ovocito al igual que la sefial de fosfatasa acida.
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Imagen 20. Ovario de 20 dias. Foliculo con antro en formacidn, ovocito positivo a caspasa 3 activa (A),
TUNEL (B), lamp1 (C) vy fosfatasa acida (D}. La distribucion de la fosfatasa en el citoplasma del ovocito al
igual que lamp1 evidencia la presencia de lisosomas sobre todo hacia la periferia del ovocito. .

La imagen 21 también de la edad 20 dias obtenidas a partir de cortes de Lowicryl, muestra
un ovocito muy degenerado en foliculo antral con reaccion positiva a Jamp|, fosfatasa acida
y caspasa 3 activa, cuya marca se encuentra distribuida en el citoplasma. Por otro lado, las
c€lulas de la granulosa son positivas a lamply caspasa 3 activa, pero no a fosfatasa dcida.
21 DIAS

La diversidad de fases foliculares a la edad de 21 dias abarca desdc la fase folicular
primordial, hasta la fase de foliculo antral. Los ovocitos en estado atrésico de esta edad,
también presentan marcado multiple. La imagen 22 muestra un ovocito alterado, con

presencia de lampl y pro-caspasa 3.



Imagen 21. Ovarnio de 20 dias. Foliculo
antral. Ovocito positivo a: lamp 1 (A),
fosfatasa acida {B) y caspasa 3 acliva (C).
Todas las marcas $e encueniran
distribuidas en el ciloplasma del ovocilo.
lamp1 y caspasa 3 acliva, tambien se
encuentran  en las ceélulas de ias
granulosas, no asi la fosfatasa acida.

Imagen 22. Ovario de rata de 21 dias. Foliculo atrésico anlral. Ovocito positivo a pro-
caspasa 3 (B) y a lamp1 (D}. Las granulosas también son positivas. A y C: muestran la
reaccion nnsitiva nara DAP).




Imagen 23. Ovocito de 21 dias. Foliculo antral grande, citoplasma del ovocito posilive a pro-caspasa
3 (B), caspasa 3 activa (D) y lamp1 (F). En el centro del ovocito el nucleolo, positivo a pro-caspasa 3,
caspasa 3 acliva y lamp1. Las células de la corona radiata y de la granulosa lambién son positivas.
Qvocito positivo a TUNEL (H). A, C, E y G: muestran la reaccion positiva para DAPI.
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En la imagen 23, se ilustra un foliculo antral grande de 21 dias, cuyo ovocito es
infensamente positivo a pro-caspasa 3, caspasa 3 activa y lampl al mismo tempo. El
nucleolo esta fuerternente compaciado v es muy positivo a las tres inmunodetecciones v

tambicn a TUNEL.

Las imigenes 24 v 2% comresponden a cortes de ovarios de 21 dias, de material incluido en
parafina y Lowicryl respectivamente, los cuales presentan reaccion positiva smiltiple. En la
imagen 24 observamos a un ovocilo en foliculo en crecuniento iniclal, positivo a caspasa 3
activa, TUNEL, lampl v fosfatasa acida. Las cclulas de la granulosa tarnbién son positivas
a caspasa 3 activa, TUNEL v lampl, sobre todo aquellas mas cercanas al ovocito, pero no
son positivas a fosfatasa acida. La imagen de lampl (24C), muesira punios mas brillantes
que son cimulos de la proteina en el ciloplasma que comesponde con la abundancia de

fosfatasa dcida (24D),

La imagen 25 muestra un ovocito positivo a lampl, fostatasa dcida y caspasa 3 activa, en
foliculo con antro grande; las células que rodean al ovociio son positivas a lampl v a
caspasa 3 activa. En el ovocito hay una alta marca positiva a fosfatasa acida, lo cual
comncide con la amplia distnibucion de lampl en el mismo ovocuo, evidenciando la

presencia de una elevada cantidad de lisosomas en algunas zonas citoplasmaticas

25 DIAS

La imagen 26 (ovario de rata de 25 dias de nacida), muestra la marca positiva a pro-caspasa
3, lampl y TUNEL de un ovocito stmamente alierado. La marca de TUNEL, comaide
perfeclamente con comulos de cromatina altamente compactada en el nucleo del ovocito.
Pro-caspasa v lampl son positivos tanto en el citoplasma del ovocito como en las células

que lo rodean que lambién va se encuentran muy alteradas.

La imagen 27 muestia a2 un ovocilo con miluple marcaje, en este caso el ovocito esla
pseudosegmentado vy la segmentacion, ha dotado de un fragmento de nicleo a cada zona e

meluso en un segmenio, se logrG distinguir una fraceion de nucleolo (27D).
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Imagen 26. Ovario de rata de 25 dias de nacida. Foliculo en allo grado de degeneracion, citoplasma del
ovocito muy positivo a pro-caspasa 3 (B) y lamp1 (D). También positivo a TUNEL (G), las flechas indican el
nucleo positivo como se ve en el DAPI (E).




Imagen 27. Ovocito de ovario de rata de 25 dias. A, C y E: muesliran la reaccién positiva para DAPI.
Foliculo antral grande, restos de ovocito pseude-segmenlado, posilivo a pro-caspasa 3 (B), caspasa
3 acliva {D} y lamp1 (F).
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En las iméagenes 28 y 29 los ovocitos 1lustrados son  positivos a  varias
inmunolocalizaciones, incluyendo a la fosfatasa dcida. En la imagen 28 observamos un
ovocito en foliculo antral el cual presenta una region citoplasmadtica altamente degradada y
cuyas reminiscencias son positivas a fosfatasa acida; por otra parte, tiene una region mas
conservada y menos positiva a fosfatasa 4cida;, sin embargo, justamente esa zona mas
conservada es donde lampl es mas abundante. También es umportante notar que el ntcleo
va empleza a tener ADN fragmentado evidenciado por TUNEL. En cuanto a la caspasa, la
mayor reaccion positiva se encuentra en la region mas conservada del citoplasma del
ovocito.

En la imagen 29 observamos a un ovocito en foliculo con antro grande, positivo a lampl,
fosfatasa dcida y caspasa 3 activa. La abundancia de la marca de lamp!l coincide con la
gran cantidad de fosfatasa dcida, indicando una alta cantidad de lisosomas. l.a caspasa 3

activa y lampl también se encuentran prcsentes cn algunas células de la granulosa.

28 DIAS
La ultima edad analizada que es la de 28 dias, tiene diversos estadios de desarrollo
folicular, con una gran cantidad de foliculos alterados, Es muy frecuente encontrar ovocitos

positivos a pro-caspasa 3 y lampl, asi como los positivos a las tres técnicas: pro-caspasa 3,
lampl y TUNEL.

A los 28 dias, abundan los foliculos de mayor desarrollo, sin que esto implique que no se
encuentren presentes las otras fases folicularcs. La mayoria de los foliculos que ya han
alcanzado una fase avanzada de desarrollo, a tal punto de tener caracteristicas de foliculos
seleccionables, estdn en proceso de degeneracion, lo que permite que a esta edad. se puedan
ver una bucna cantidad de ovocitos con reacciones positivas a mas de un indicador en la
misma célula. La doble tincion positiva involucra a lamp1 ya sea con pro-caspasa 3 o con
caspasa 3 activa. De igual forma, se pueden ver ovocitos positivos a las tres anteriores e
incluso a TUNEL.

[a imagen 30 ejemplifica a un ovocito positivo a todas las técnicas y aunado a esto. tiene
un nucleolo altamente compactado positivo a TUNEL. Las células de la granulosa tambicn

son muy positivas a caspasa 3 activa y a lampl.



Imagen 28. Ovario de 25 dias. Ovocito antral muy degenerado. Ovocito y granulosas positivos a caspasa 3

activa (A), TUNEL/DAPRI (B), lamp1 (C) y fosfatasa acida (D}. En la imagen D puede observarse una gran
zona del citoplasma del ovocito muy degradada, y que es positiva a la fosfatasa acida (flecha), la zona
mejor conservada es la positiva a lamp1 {cabeza de flecha)

Imagen 29. Ovario de 25 dias. Folicuio antral
grande con ovocito positivo a lamp1 (A),
fosfatasa acida (B) y caspasa 3 activa (C). La
amplia distribucion de lamp1 y losfatasa acida
en el ovocilo coinciden, implicando una alta
actividad lisosomal. La caspasa 3 acliva esta
presente en el mismg ovocilo asi como en las
células de la granulosa.




Imagen 30. Ovocito de rata de 28 dias de nacida en folicule antral. A, C, E y G: muestran |la reaccion positiva
para DAPI. B: pro-caspasa 3, D: caspasa 3 acliva, F: lamp1, H: TUNEL. Cvocilo con marca positiva multiple,
ia flecha indica la zona positiva a TUNEL, en las otras fotos se puede observar la reaccidn positiva del ovocito
y de las granulosas a |as diferentes proteinas.




Imagen 31. Ovario de 28 dias. Ovocilo en
foliculo con antro en formacion. Ovocito v
granulosas positivos a caspasa 3 activa (A)
y lampt (B). En la imagen C, puede
observarse una gran zona del ¢citoplasma
del ovocito muy degradada, que es positiva
a la fosfatasa acida.

Imagen 32. Ovario de 28 dias. Ovocito en foliculo con antro grande. Positivo a todas las detecciones:
caspasa 3 activa (4), TUNEL/DAPI (8), lamp1 (C) vy fosfatasa acida (D). El ovocito tiene un nucleolo
altamente compacto positivo a caspasa 3 activa, TUNEL y lamp1. Las células de la granulosa también
son positivas a todo exceplo a fosfatasa acida.
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En la imagen 31 se ilustra un foliculo con antro en formacidn, cuyo ovocite vy granulosas
son positivos a caspasa 3 acnva, iampl v a fosfatasa acida. La zopa mas conservada del
citoplasma de este ovocito, tiene una mayor cantidad de lampl; sin embargs, la region

egradada, tiene una mayor cantidad de fosfatasa acida.

El ovocito de la imagen 32 corresponde a un foliculo con antro grande. El ovocito es
positivo a todas las téenicas. Las células de la granulosa que rodean al ovocito también son
positivas a caspasa 3 activa, TUNEL v lampi. Es muy notorio que ¢l ovociio tiene un

nucleolo aitamente compacto v que es positive a caspasa 3 activa, TUNEL y lampl.

Las pruebas realizadas para identificar los procesos de muerte celular apoptosis y antofagia,
wdican que los ovocitos son positivos a algune de ¢llos o en algunns casos a ambos, Las
datos obtemdos muestran que dichos procesos estdn presentes en los ovocitos a cualquier

edad del orgamsmo (tabla 1).

Tabla 1. Procescs de muerle celular identificados en las ovocitos de diferentes edades.

EDAD OVOCTITOS OVOCITOS OVOCITOS CON APOPTOSIS Y

(DIAS) CON CON AUTOFAGIA
APOPTOSIS AUTOFAGIA

1 ++ + o+ + +

5 + + bk Feb ot

10 + + +

15 4+ A b

17 + + + A bt

i% L ot +

19 4+ ++ ok R

20 4+ + ok + 4+

21 4k + o + 4+

25 +++ ot A + -+ -k

28 bk o+ R + + 4+




MICROSCOPIA ELECTRONICA.

La ultraestructura de los ovocitos en foliculos con atresia imicial y avanzada de las
diferentes edades estudiadas, muestra alteraciones a nivel del citoplasma y nucleares. En la
edad de ! dia, se observa que los ovoeitos alterados, tienen compactaciones de cromatina y
muchos de ellos. presentan restos de complejos sinaptonémicos (imagen 33A). En ovociios
de 5 dias se pueden observar vesiculas autofagicas en el citoplasma (imagen 33 B). Las
vesiculas son un evento constante a lo largo del desarrollo pre-paber de la rala, va que se
presentan en las diversas edades estudiadas v en ovocitos de diferentes fases de desarrollo
folicular.

(dra caracteristica ultraestructural es la fragmentacién det citoplasma de ovocilos en atresia
muy  avanzada (34A). Los fragmenlos de los ovoclios, presenian  prolengaciones
citoplasmaticas, ¢l contenido citoplasmatico parece estar repartide de forma indiscrimirada
en los fragmentos, ¢ ineluso en algunas ocasiones puede verse una parte de nucleo en cada
secc1on ¥ un nucleolo altamente compacto {imagen 34B).

Se han podido identificar vesiculas autofagicas con diversos niveles de degradacion de su
contenido, las vesiculas se han observade en ovocitos de las diferentes edades estudiadas
(lmagen 35).

La técnica de tincidn especifica para ADN con amina de osmio, ha permitido observar que
zl ADN se encuenwra distribuido en el nucler como pequefios fragmentos {imagen 10A v
(), Ja cromatina no es tan compacia como para formar el cldsico cuerpoe apoptétice, sin
embargo, los fragmentos son equiparabies a los ¢bservados con un gran aumento de la
cromabina en ¢uerpos apoptdticos de las células de la granulosa (imagen 368), que ticnen el
ADN fragmentado en secciones cortas evidencladas también con la técnica de amina de
OSITHO.

La idenuificacién de la fosfatasa acida activa en los espacios Itsosomales vy
autofagolisosolames a nivel de microscopia cleetronica, permitid observar fa precipitacion
de plomo en sitios del citoplasma comrespondientes a vesiculas cuye contenido esiaba en

proceso de degradacidn (imagen 36C).
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Imagen 33. Micrografias electronicas. A: ovocito de 1 dia, célula muy alterada, con restos de complejos
sinaptonémicos (flechas}. B; ovocito de 5 dias, el ciloplasma presenta varias vesiculas autofagicas (flechas)
en una célula en procese de degeneracidn. Tincibn general con acetalo de uranilo y citrato de plomo. ¢
citoplasma; N: nicleo, n: nucleolo. Barras; 2 micras
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Imagen 34. Ovocitos pseudosegmentados de 25 dias. A: gvocito a bajo aurmento, la zona petdcida (ZP) se ha
desprendido del ovocito, el cual esta dividido en dos {flechas). 8: vista a mayor aumento de otro ovocito con
dos secciones (flechas), en el de mayor tamanio se ve el nicleo con nuclecio muy compacto {punta de flecha).
Tincion general con acetato de uranilo y Citrato de plomo. ¢: citoplasma; N: ndcteo, n: nucleolo. Barras: 500 nm
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Imagen 35. Vesiculas autolagicas en ovocilos
de 20 dias (A) y 25 dias (B y C).Tincidn general
con acelato de uranilo y cilralo de plomo.
Barras: 100 nm.



Imagen 36. Micrografias electronicas de: A: 19 dias, B, C y D: 28 dias. Las imagenes A-C son ovocitos
conlrastados con la técnica especifica para ADN amina de osmic. A y C mueslran la cromatina contrastada; B:
cromatina fragmentada de un cuerpo apoptdtico de una celula de la granulosa. D: 1&cnica de losfalasa acida,
la imagen muestra los precipitados de plomo sobre los lisosomas (flechas). ¢ citoplasma, N: nicleo. Barras: A
y C: 2 micras; B: 100 nm y D: 500 nm.
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ANALISIS CUANTITATIVO

Tomando en cuenta las caracteristicas morfolégicas de los ovocitos, se clasificaron de
acuerdo a su nivel de alteracion en normales ¢ alterados, para poder cuantificar la
intensidad de marcado de los ovocitos que presentaron lampl y fosfatasa 4cida. Se
analizaron 189 ovacitos de diferentes edades y por medio del programa PhotoShop SC, se
hizo un analisis de la intensidad de luminosidad para fosfatasa acida y de intensidad de
fluorescencia para lamp! en el 4rea total de cada citoplasma.

Se observé que los ovocttos alterados tienen una mayor cantidad de precipitados de plomo
(que indican fosfatasa dcida activa) quc los normales, indicando una cantidad mas alta de
lisosomas en los ovocitos alterados, lo que provoca que el citoplasma sea mas abscuro y

por consecuencia la luminosidad disminuya en los ovocitos con mayor marca (grafica 1).
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Grafica 1. La intensidad de marcado mostrando a la fosfatasa acida activa es significativamente menor en los
ovocitos estructuralmente normales que en los alterados. Los ovocitos alterados tienen menor [uminosidad
que los normales, indicando una mayor cantidad de precipitado obscuro. Diferencia estadisticamente
significativa. Comparacion de las normales con las alteradas. analizadas por medio de una prueba de t (P<
0.05), n=189; barras: Desv. Standard.

La marca de lamp!l presente en los ovocitos alterados es significativamente mayor que en
los ovocitos normales, indicando también una alta actividad lisosomal en los ovocitos en
proceso de degeneracion (grafica 2).

El 78% de la poblacidn total de aquellos en proceso de muerte, son positivos a mas de una
reaccion y casi la mitad son positivos a tres diferentes marcadores de forma simultanea.

La expresién de la caspasa 3 activa y la pro-caspasa 3 (grafica 3), mantienen una relacién

inversamente proporcional, ya que cuando la caspasa 3 activa se encuentra en su punto mds
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alto, la pro-caspasa 3 mantiene sus niveles mas bajos. Esto indica que cuando la pro-
caspasa estd en los niveles mas bajos, es porque ya ha pasado a su forma activa, lo cual se
corrobora con el marcado incremento de caspasa 3 activa. Por otro lado, cuando la forma
inactiva de la proteasa esta en los niveles mas bajos es debido a que atin no ha recibido la

seflal de activacion, lo que es evidenciado por los bajos niveles de la caspasa 3 activa.
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Grafica 2. La intensidad de la seral de fluorescencia correspondiente a la inmunclocalizacion de lamp1 es
mayor en los ovocitos alterados que en los normales. Diferencia estadisticamenle significativa. Comparacion
de las normales con las alteradas, analizadas por medio de una prueba de t {P< 0.05), n=189; barras: Desv.
S.
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Grafica 3. Los cambios de la frecuencia de pro-caspasa 3 y ta de la caspasa 3 activa muestran una relacion
inversa en los diferentes tipos de ovocitos.
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Al analizar las frecuencias relativas de los ovocitos que resultaron ser doblemente positivos
a las diferentes proteinas detectadas y técnicas desarrolladas, ha sido evidente que la
principal asociacion esta dada por los dos marcadores de autofagia lampl y fosfatasa acida
(tabla 2), poniendo de manifiesto que estd involucrada la autofagia durante el proceso de

climinacion dc los ovocitos.

Tabla 2. Frecuencia relativa de la asaciacion de dos marcadores en la pablacion de ovocitos doble positivos.

Frecuencla Relativa

_Lampl-caspasa activa 0.119
_Lampl—fosfatasa acida 7 0.595
Lamp!-TUNEL 0.095
Caspasa activa-fosf. dcida 0.095
E‘aspasa activa-TUNEL ‘ O 0.024
 Fosfatasa 4cida-TUNEL 0.071

El comportamiento de la frecuencia relativa de la fosfatasa dcida y de lampl, con respecto a
la fase de desarrollo folicular, son paralelos, ya que ambos siguen la misma tendencia y

manifiestan su maxima frecuencia en los ovocitos de foliculos con antro inicial (grafica 4).
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Gréfica 4. Frecuencia relativa de fosfatasa acida y lamp1, los cambios san paralelos en los diferentes tipos de
ovacitos.

La frecuencia relativa de los marcadores para el proceso dc apoptosis: TUNEL y caspasa 3

activa, también tienen un comportamiento paralelo a lo largo del desarrollo folicular,
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presentando sus picos maximos en los ovocitos de foliculos primordiales y con antro
inicial, la frecuencia mas baja se encontrd en los de foliculos primarios (grafica 5). Estos
ovocilos también son los que tienen menor porcentaje de fosfatasa acida y de lampl, lo que
demuestra una menor incidencia de muerte celular en ese grupo.
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Grafica 5. Las frecuencias de los dos marcadores de apaplosis son similares en cada grupo de ovacitos.,
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Grafica 6. Cambios en la frecuencia de 'a presencia simultanea de los tres marcadores de muene celular en
diferentes tipas de ovocitos.
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La triplc asociacion mas frecuente esta dada por caspasa 3 activa, fosfatasa acida y lampl,
en cualquier fase de desarrollo folicular (grafica 6). La triple asociacion de caspasa 3 activa,
TUNEL y lamp1 sdlo se presentd en ovocitos de foliculos primordiales.

Los dos marcadores de autofagia y los dos dc apoptosis, estuvieron presentes en ovocitos
en proceso de muerte. Casi la mitad de los ovocitos en foliculos de antro pequefio fueron
positivos a los cuatro marcadores de forma simultdnea. En otros tipos de foliculos la
frecuencia del marcado cuadruple es menor (grafica 7).
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Gréfica 7. Cambios en la frecuencia de TUNEL, caspasa 3 activa, lamp1 y fosfatasa acida en el mismo ovocito
en diferentes tipos de foliculos.

Los marcadores de autofagia y apoptosis varian a lo largo del periodo estudiado, ya que en
los ovocitos de ovarios de un dia es caracteristica la presencia de altos niveles de
indicadores de apoptosis como la caspasa 3 activa y TUNEL (grafica 8). La frecuencia de
TUNEL, disminuye rapidamente y no esta presente en ovocitos de 5 y 10 dias, en los cuales
la fosfatasa acida activa y lamp] son mas frecuentes. Sin embargo, en los ovocitos de estas
edades también puede haber un cierto nimero de ovoeitos con caspasa 3 activa. A los 15
dias los marcadores estan presentes en cantidades moderadas. En ovarios de 19 dias una
gran cantidad de ovocitos en proceso de degeneracidn son positivos a caspasa 3 activa y a
TUNEL. En 25 y 28 dias la sefial de TUNEL disminuye, pero no la de caspasa 3 activa. En

los ovocitos de estas edades las marcas predominantes son las de lampl y fosfatas acida.
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Una reacciéon que siempre esta presente en los ovocitos en proceso de degeneracién es Ja

fosfatasa acida.
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Grafica 8. Ovocitos positivos a lamp1, fosfatasa acida, TUNEL y caspasa 3 activa en las diferentles edades
estudiadas.
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FASE 2. ENSAYOS IN VITRO

La inmunodeteccion del antigeno VASA con el anticuerpo anti-VASA, para identificar
células post-migratorias, en las fracciones celulares obtenidas por medio dc disgregacion
enzimdtica del ovario y cultivo celular, fueron en su mayoria positivas al anticuerpo VASA
(imagen 37).

La morfologia que presentaron las células germinales fue la clisica forma esfénca de los
ovocitos; las células germinales también se distinguieron por la no adherencia al plato de
cultivo, a diferencia de las células somaticas que forman una monocapa en el fondo de la

caja.

Imagen 37. Inmunodeteccion de VASA, A y C: VASA; B y D: DAPI; E: sobreposicion. Las flechas indican
células negalivas a la 1écnica. C-E vista aumentada de celulas positivas a VASA. La marca fluorescente solo
se encuentra en el citoplasma, excluyéndose en el nicleo {E). Barras: Ay B 50 um; C, Dy E 10 pm.
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En Jas diferentes edades analizadas, hay diversos tamanos de ovocitos, lo cual es
concordante con el hecho de que en los ovarios existen foliculos en diferente etapa de
desarrollo, lo que influye en el tamafo del ovocito. En la edad de 1 dia, los ovocitos,
presentan un tamafio muy homogéneo, ya que en los ovarios de esta edad, solo hay ovocitos
primordiales o desnudos, el nucleo es grande con respecto al citoplasma. A esta edad, hay
pocas células somaticas, por lo quc en el plato de cultivo se observan pocas células
adheridas. A los 5 dias, hay ovocitos de diferentes tamafios y el volumen citoplasmatico
aumenta con respecto al tamafio de los de 1 dia, hay un incremento en la cantidad de células
somaticas, que es evidenciado por la poblacion de células adheridas al plato de cultivo. A
los 19 y 28 dias hay ovocitos de diversos tamafios, los mayores de ellos poseen un enormc
volumen citoplasmatico con respecto al nucleo. Las células somaticas son muy aumerosas

y estan adheridas al plato de cultivo (imagen 38).

imagen 38. Ovocitos observados en las cajas de cultivo, las células somaticas estan adheridas al fendo y se
observan de forma extendida. Los ovocitos en cambio (lechas) son completamente esféricos y no se adhieren
ala caja. {A) ovecitos de rata de 1 dia, (B) 5 dias, (C) 19 dias y (D) 28 dfas.
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Para realizar la técnica de RT-PCR los ovocitos se aislaron por medio de un micro

manipulador con micropuntas de vidrio de didmetros variables entre 30 y 200 um (imagen

39).

Imagen 39. Extraccion de ovocitos del
cultivo celular, ulilizando micropuntas y &l
micromanipulador. A: acercamiento de la
punta al ovocito, B: ovocites dentro de la
micropunta, C: micropunta con aprox. 100
ovocitos. Cvocitos de 1 dia.

Anexina-V

La identificacion de la Anexina-V marcada con FITC, incorporada a la fosfatidilserina
extemalizada en la membrana citoplasmatica de los ovocitos, se realizdé empleando un
microscopio confocal Leica.

En este ensayo, se utilizd el ioduro de propidio que es un colorante supravital que penetra
unicamente a las células muertas, de tal forma que la incorporacion de Anexina-V sin
tinci6n nuclear con ioduro de propidio, fue la indicacion de que las células estaban vivas.
Las células con ioduro de propidio y Anexina-V, se definieron como muertas, por lo que no
fueron tomadas en cuenta para el andlisis. La técnica nos permitid identificar a las células
con marcado verde, que ya han iniciado su proceso de eliminaciéon por medio de la

apoptosis.



La imagen 40 muestra a los ovocitos en las diferentes edades con la marca de Anexina-V

anicamente en la membrana citoplasmatica.

ANEXINA 'V [ODURO DE PROPIDIO CONTRASTE DE FASES

1 DIA

SDIAS

19DIAS

28 DIAS

Imagen 40. Deleccidn de fosfalidilserina externalizada, en ovocitos de diferentes edades. La Anexina-V
acoplada con FITC, se encuentra unida a la membrana citoplasmatica de los ovocitos que ya han iniciado el
proceso de apoplosis, las células son negativas a ioduro de propidio. A la edad de § dias, dificiimente se
encuentran ovocitos con marcado de Anexina-V la marca $e encuentra en la periferia del citoplasma.
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La frecuencia relativa de ovocitos positivos a la Anexina-V varia de acuerdo a la edad,
siendo menos frecuente encontrar c¢élulas positivas a la edad de 5 dias. A esta edad la
frecuencia relativa es de 0.06, la cual es inferior con respecto a las cdades de 1 y 19 dias

(grafica 1). La frecuencia relativa mas alta es a la edad de | dia con respecto a todas las

edades (prueba de ANDEVA).
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Grafica 1. Frecuencia relativa de células positivas a la incorperacién de Anexina-V. Los ovocitos con mayor
frecuencia con respecto a las deméas edades son los de 1 dia {a vs. b, ¢ y be; P (<0.05)). Los ovociles de 5
dias tienen una frecuencia mencr que los ovocitos de las edades de 1 y 19 dias (¢ vs. a ¥y b; P (<0.05))
Prueba de ANDEVA.

Monodansilcadaverina (MDC).

El ensayo de incorporacion de monodansilcadaverina a los lisosomas y autofagolisosomas
de ovocitos aislados, permitio observar diferentes patrones de intensidad de distribucidn del
compuesto en el espacio citoplasmatico. Las células tienen diferentes patrones de
intensidad de marcado con mondansiicadaverina como se observa en la imagen 41. En
algunos ovocitos, la marca es mds intensa indicando una mayor actividad lisosomal
(imagen 41E, 41F, 41J], 41L).

La frecuencia relativa de ovocitos con marca de monodansilcadaverina es similar en todas
las edades, aunque a la edad de 5 dias la frecuencia es ligeramente mayor, la diferencia no

es significativa de acuerdo a la prueba estadistica ANDEVA (grafica 2).
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Anexina-V/Monodansilcadaverina

Con el fin de identificar ambos marcadores de los dos procesos de muerte celular que
estamos analizando (apoptosis y autofagia) en una misma célula, se disefid un ensayo en
donde se incorporaron ambos marcadores al mismo tiempo. Los resultados obtenidos con
esle ensayo, indican que una célula puede tener ambos marcadores al mismo tiempo.
Algunas células son positivas solo a alguna de las técnicas (1magen 42).

Estos resultados no son distintivos para alguna edad en particular, pues los dos eventos se

localizan a cualquier edad y en ovocitos de diversos tamafios (grafica 3).

I DIA 5 DIAS © 19 DIAS 28 DIAS

Imagen 41. Identificacidon de lisosomas y autofagosomas por medio de la monodansilcadaverina en ovocitos
de 1, 5, 19 y 28 dias de edad. A: la marca del compuesto es de menor intensidad que en otras edades. B: La
incidencia de marcado es similar que a 1 dia de edad, algunos ovocitos presentan mayor cantidad de
marcado. C y D: una gran cantidad de ovocitos tienen mayor incorporacion de la sustancia, indicando una alta
actividad lisosomal y aulofagica. Las flechas indican a los ovocitos que tienen mayor intensidad de marcado.
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Gréfica 2. Frecuencia relaliva de células posilivas al compuesto monodansilcadaverina. No hay diferencia
estadisticamente significativa. Prueba ANDEVA (P< 0.05).
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Imagen 42. Anexina-V (verde) y moncdansilcadaverina (azul). La mayoria de los ovocitos son positivos a
ambos marcadores, sin embargo lambién se encueniran algunos que lo seon solamente a una de las
marcas (flechas). La hilera de sobreposicién de las imagenes, permile apreciar que ambas marcas
coinciden. Todas las células son negativas al ioduro de propidio.
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Anexina V/Monodansilcadaverina
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Grafhca 3. Frecuencia relativa de ovocilos positives de forma simultanea a Anexina-V y a monodan-
silcadaverina. No hay diferencia esladisticamenle significaliva. Prueba estadistica ANDEVA (P< 0.05).

Electroforesis de ADIN.
La técnica bioquimica de electroforesis para ADN en geles de agarosa, permite detectar el

ADN fragmentado, evento cldsico del proceso de apoptosis.

Nuestros resultados del ADN fragmentade de ovocitos por medio de la electroforesis en gel
de agarosa, indica que en las edades de 1, 19 y 28 dias, hay una ruptura de ADN en
fragmentos de aproximadamente |80-200 pares de bases, denotando la clasica “escalera de

la muerte” propia del proceso apoptético {imagen 43).

El corrimiento del ADN obtenido de ovocitos de ovarios de rata de 5 dias no presenta
fragmentacion, evidenciando que el proceso de apoptosis no es el principal actor en la
ejecucion de muerte de estas células, lo que coincide con la baja frecuencia de ovocitos

positivos a la Anexina-V.

RT-PCR

Los resultados indican la expresion de los tres genes involucrados en los procesos de
apoptosis y autofagia, en las edades de 5, 19 y 28 dias (imagen 44). En las muestras de la
edad de 1 dia, se amplificé durante 40 ciclos para lograr la amplificacion del gen Lc3

{imagen 45).
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Se verificd que la secuencia de los segmentos amplificados correspondiera a la secuencia
que construimos, para lo que se purificaron los productos de PCR y se¢ enviaron a

secuenciar (imagen 46). La secuenciacion corresponde a los gencs que identificamos.

magen 43. Eleclroforesis de ADN en gel de
agarcsa al 2%, con bromuro de etidio. ADN de
fracciones enriquecidas de ovocitos de 1, 5, 19
y 28 dias.

100 pb

ll\’(l}f(’}Mb 1 5 1928 C- Ad 1 S 1928 C- Ad 1 5 1928 C- Ad
P cagpasa 3 209 pb lampl 245 pb Le3 240 pb
B

MPM 1 5 1928 C- Ad
100 pb P -aclina 440 pb

Imagen 44. A) Productos de PCR de los genes caspasa 3, lamp1 vy Lc3 en las edades de 1, 5, 19 y 28 dias. El
carrit C- indica el control negalivo de la técnica, Ad es muestra de un ovaric completo de rata adulta. Se
puede observar la expresion de todoes los genes mencionados en las edades de 5. 19 y 28 dias, ya que en los
ovocitos de 1 dia sclo se observa a caspasa 3 y lamp1. Eslos resullados son cbtenidos por medio de 30 ciclos
de amylificacidn. B) Productos de PCR del gen f-actina.

MPM 1 5 19 28 C-
100 pb L¢3 240 pb

Imagen 45. Productos de PCR del gen Lc3 en ovocitos de 1, 5 19 y 28 dias. Se puede observar la expresion
de los genes por medio de 40 ciclos de amplificacion.
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MPM caspl  lampl L¢3
100pb  209pb  245pb 240 pb

Imagen 46. Producios de PCR purificades, preparades para enviarse a secuenciar.

SECUENCIACION DE PRODUCTOS DE PCR

Los productos de PCR para los genes de Caspasa 3, lamp] y L¢3 se secuenciaron y se hizo
una alineacién por medio del programa BLAST, para analizar la homologia de los
productos de PCR con la secuencia reportada por ¢l GenBank. La secuencia de los

productos de PCR pertenece a las secuencias reportadas para los genes de Caspasa 3, lamp1

y L¢3,

Secuencia de Caspasa 3 (forward)
NNGNNAATgACCTTACTCGTGAAGAAATTatGGAATTGATGGATAGTGTTTCTAA
GOAAGATCACAGCAAAAGGAGCAGTTTTGTGTGTGTGATTCTAAGTCATGGAG
ATGAAGGAGTAATTTTTGGAACGAACGGACCTGTGCGACCTGAAAAAACTAACT
AGTTTCTTCAGAGGCGACTACTGCCA

Electroferograma de Caspasa 3 (forward). Primeras §0 pb.
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Secuencia de lamp1 (forward)
NNNNNNNNCCAGCCCCTCACCACCACTTGTGCCCACAAACCCCAGTGTGTCCA
AGTACAATGTGACTGGTGACAATGGAACCTGCCTGCTGGCCTCTATGGCACTGC
AACTCAACATCACCTACATGAAGAAGGACAACACGACTGTGACCAGAGCATTC
AACATCAACCCAAGTGACAAATATAGTGGGACTTGCGGTGCCCAGTTGGTGAC
CCTGAAGGTGANTTNNNNNNNAGCNNAGTCTNNGAGCTGCNTTTGGGAAAGNT
GANCCTANNNGGNNNNN

Electroferograma de lampl (forward). Primeras 80 pb.
30
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Secuencia de L¢3 (forward).
NNTTTCtGGTCCNaGACCATGTTACATGAGCGAGTTGGTCAAGATCATCCGGCG
CCGCCTGCAACTCAACCCCACGCAGGCCTTCTTCCTGCTGGTGAACCAGCACAG
CATGOCTGAGTGTATCCACACCCATCGCTGACATCTATGAACAGGAGAAGGATG
AAGACGGATTCCTCTACATGGTCTATGCCTCCCAAGAAACCTTCNNNNTCTGAG
TCAAA

Electroferograma de L¢3 (forward). Primeras 80 pb.
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ANALISIS DE RESULTADOS.

Los cortes sertados de parafina, muestran que en los ovarios de ratas de 1 dia de nacidas,
tienen foliculos primordiales que son positivos a pro-caspasa 3 y a TUNEL, pero no lo son
a lampl, indicando que el principal proceso que se lleva a cabo para la eliminacion de las
células germinales después de nacer, es la apoptosis, ya que la pro-caspasa 3 (114} y
TUNEL, son pruebas para 1dentificar el proceso. A este respecto, existen una gran cantidad
de evidencias de que la caspasa 3 es el ejecutor principal de la muerte celular programada
en el ovario. Por ¢jemplo, hay una relacion directa entre la expresion de caspasa 3 y la
apoptosis en las células de la granulosa en el ovario de ratas (132), por lo que la caspasa 3
es necesaria para la progresion de la muerte celular programada en células de la granulosa
durante Ja atresia folicular.

A los 5 dias los ovarios presentan foliculos primordiales y primarios; en los foliculos
primarios, las células de la granulosa, empiezan a tomar su cldsica forma ctubica. A ésta
edad, los ovocitos son positivos a dos reacciones: a pro-caspasa 3/TUNEL y otros a pro-
caspasa 3/lampl. Lampl es una glicoproteina de membrana de lisosomas lo que la hace un
buen indicador de alta actividad y/o presencia lisosomal. La doble reaccién positiva a
lamp |/pro-caspasa 3 indica que a partir de los 5 dias, en los ovocltos se puede estar
llevando a cabo el proceso de autofagia al mismo tiempo que el de apoptosis. Lo mismo
sucede a los 10 dias, ya que se pueden observar ovocitos en foliculos primordiales,
primarios y secundarios, los cuales son doblemente positivos a Jlampl/pro-caspasa 3. En
esta edad, la baja o nula presencia de ADN fragmentado evidenciado por TUNEL, indica
que aunque s¢ presenfen proteinas pro-apoptoticas y pro-autofagicas, la apoptosis no
avanza hasta su etapa final gue es la formacidn de cuerpos apoptéticos. A las edades de 15
a 28 dias la reaccidn positiva con lamp | -pro-caspasa 3-TUNEL, indica que la apoptosis y la
autofagia, se pueden estar llevando a cabo en diferentes edades del organismo y en
diferentes etapas de desarrollo folicular. A este respecto, se han realizado estudios en
ovarios de aves, proporcionando evidencias que indican que en el proceso de atresia
folicular puede estar participando mas de un tipo de muerte celular, ya que en células de la
granulosa se identifico la coexistencia de la apoptosis, autofagia y necrosis (79); en el

citado trabajo, los eventos de muerte se identificaron en diferentes células, ya sea que una
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estaba en apoptosis y la otra en autofagia, pero no se hizo el estudio en una misma célula
para definir si se llevaban a cabo de forma simultanea.

Las caspasas son sintetizadas como pro-enzimas inactivas, denominadas pro-caspasas, que,
una vez activadas por proteolisis limitada y asociacidn de subunidades (96), adquieren la
actividad catalitica para proteolizar a su vez a sus sustratos (198) y sicndo la caspasa 3 una
gjecutora, es rmportante conocerla en su estado activo. Los datos obtenidos indican que
dentro de las dobles inmunolocalizaciones en una misma célula, la mayor frecuencia esta
dada por la lamp|-caspasa 3 activa y lamp!l-pro-caspasa 3, confirmando la participacién
simultanea de ambos procesos: apoplosis y autofagia en una misma célula.

Hemos visto la presencia de un nucleolo altamentc compacto en varios ovocitos en los
diferentes  tipos  foliculares, quc c¢s simultdneamente positivo a  diferentes
inmunodetecciones rcalizadas. El nucleolo es un organelo de gran importancia para su
desarrollo y puede servir como un marcador morfoldgico que indica el fin del crecimiento
del ovocito, En éste la inactivacién del nucleolo coincide con la adquisicién de la capacidad
para iniclar la segunda division meiotica, un pardmetro que puede ser de importancia para
la maduracion del ovocito in vitro (145).

Las alteraciones nuclcolares aqui observadas, indican la presencia de proteinas localizadas
normalmente en el citoplasma como lampl y caspasa 3 activa. La presencia de estas
proteinas en el nucleolo dcl ovocito en proceso de muerte ceclular, puede involucrar
alteraciones en al menos dos pasos de regulacion dc la distribucidén de macromoléculas en
compartimentos celulares. Uno es el transporte de proteinas a través del poro nuclear y otro
en la captura de las proteinas por el nucleolo. El transportc dc moléculas de més 40 kDa
requiere una sefial de 1mportacién nuclear, la cual es una secuencia especifica de
aminoacidos, asi como de un reccptor de transporte. El receptor de transporie puede unirse
a las nucleoporinas, que tiencn dominios con multiples repeticiones de fenilalanina-glicina.
Este tipo de transporte emplea energia por hidrdlisis de GTP. WNuestras
inmunolocalizaciones demuestran que la importacién de caspasa 3 y lampl al nucleolo, no
tienc lugar en ovocitos normales ni en células de la granulosa. La importacion de esas
enzimas al nucleolo puede implicar una importante alteracién de estos mecanismos de
transporte. El nucleolo ha sido considerado como el lugar en donde son ensamblados los

ribosomas, sin embrago, evidencias recientes indican que estd rclacionado con la biogénesis
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de pequenos ARNs transcritos por fa ARN polimerasa 11 y con la codificacion de genes
localizados fuera del nucleolo como 55 ARNr, ARNt, ARNasa I, SRP ARN v 1J¢ ARNsn
(199). Cerca de 7000 proteinas humanas fueron identificas recientemente en nucleolos
purificados, muchas de estas proteinas estdn relacionadas con procesos diferenics a la
produccion de mbosomas, como es la regulacion del ciclo celular, reparacion de ADN,
procesamiento de pre-ARNm. edicién de ARN, metabolismo de telomeros, procesaniento
de ARNL v regulacion de la estabilidad de proteinas (200). Se ha propuesio al nucleclo
como una regldn que secuestra moléculas que normalmente operan fuera de este organelo
fprincipalmente en el nucleoplasma) (201). Este fendmeno puede estar invelucradoe en la
regulacion del ciclo celular normal v en otras funciones celulares nonmales (202). Asi que
el secuestro de la caspasa 3 y de lampli cn el nucleolo puede estar relacionadoe a algunos
procesos cspecificos de la muerte celular del ovociio, que wdavia no se conocen. per ello,
wfernmnos que la reaccion posiiva maltiple nucleoiar wnphca un alio grado de alteracién
celular, indicando un ovocito en proceso de muerte.

La apoptosis ha sido implicada en un especiro de procesos asociados con el desarrolio y
iuncion norinales del ovario, incluyendo la muerte del ovocito (124), la airesia folicular
postnatal (125), ovulacion (126) vy luteolisis (127). En este trabajo, se ha encontrado que s
probable que la degradacion autofagica sea uno de los mecanismos de muerte celular que
esté participando en la eliminacion de los ovocitos en la etapa pre puber en ovarios de rata
Wistar de forma simultanea con la apoptosis.

Los resullados obrenidos con la téenica citoquimica de Gomori para fosfatasa acida, ha
proporcionado datos que sustcnian ios resultados de las inmunodetecciones de la proteina
Iisosomal lampl, ya que la reaccidn positiva entre ambos ensavos es totalmente
correspondiente.

Hemos observado ovocitos muy degenerados, positivos a fosfatasa acida v a lampl, que
presentan uwna zona citoplasmatica muy degradada en la cual hay una mayor cantidad de
enzimas aclivas, en comparaciéon a la zona mejor conservada, indicando una alla
degradacion por parte de las enzimas lisosomales del matenal que existié ahi en un
momento dado. Por otro lado, la elevada marca de lampl en zonas mas censervadas del
citoplasma, sugiere la presencia de una mavor cantidad de lisosomas en ese lugar, los

cuales una vez que reciban la sefial imciara el proceso de degradacion de esa regicn. Lo que



160

estamos apreciando en las zonas menos degradadas del citoplasma, es la acumulacidn de
lisosomas para llevar a cabo la eliminacion del ovocito,

La presencia de marcadores de los dos eventos de muerte celular, genera dos panoramas de
eliminacion celular:

- El primero es que una vez que &l proceso de muerte en los ovocitos se inicla, se activan
ambas rutas, de la apoptosis o la autofagia; sin embargo, el proceso de eliminacion es
realizado por un solo tipo de mucrte. Al respecto, se ha propuesto que la muerte celular
aulofagica es un mecanismo que se enciende bajo condiciones en las cuales la apoptosis no
se puede llevar a cabo (203).

- El otro, es que en Jos ovocitos se activan ambos procesos y los dos participan en la
eliminacion celular al mismo tiempo en una misma célula.

Los estudios que se han realizado de 1a autofagia i sifu, indican que la manera mas certera
de identificar la autofagia es por medio de la microscopia electrdnica de transmisién, en
donde se pueden identificar los autofagosomas (146). Nuestros resultados de microscopia
electronica para identificar la formacién de autofagosomas y la reaccién positiva a la
técnica citoquimica clasica para la identificacién de la fosfatasa dcida, ha permitido
observar la formacién de vesiculas autofagicas en ovocitos de diferentes etapas de
desarrollo del animal y del desarrollo folicular. También hemos evidenciado
inmunocitoquimicamente que aunque a la edad de | dia el fendémeno mas frecuente es la
apoptosis, no hay presencia de las caracteristicas ultraestructurales clasicas del proceso
(204); sin embargo, se observan ovocitos muy alterados y con cimulos de cromatina
compacta y restos de complejos sinaptonémicos. La fraginentacién de ADN observada en
los ovocitos de diferentes edades por medio de la técnica de amina de osmio, permite
observar que esos fragmentos guardan la misma apariencia de fragmentacién que la
observada en los cuerpos nucleares de las células foliculares, indicando que aunque no hay
una alta compactacion de la cromatina, el corte del material genético también se esta
llevando a cabo. La segmentacidn observada tanto a nivel de microscopia optica como
electrénica en los ovocitos de foliculos en atresia avanzada, es un proceso previamente
descrito por Véazquez-Nin y Sotelo (205). Estos segmentos de ovocitos no son cuerpos
apoptéticos, ya que no se observa un blebbling en la superficie de los fragmentos y no

tienen una alta densidad electronica, ademds en algunas ocasiones estos segmentos
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presentan segregaciones del ntcleo sin llegar a ser altamcntc compactos para poder
definirlos como cuerpos apoptdticos. En el citoplasma de ovocitos en degeneracién, se
puede ver una serie de laminas a nivel ultraestructural, las cuales también fueron descritas
por Vazquez-Nin y Sotelo (205).

El estudio realizado por Devine y col. (206), cuyo modelo involucra ratas pre-puberes,
describe la presencia de lisosomas secundarios en ovocitos durante el proceso de atresia
folicular, sin embargo, no se llcva a cabo una caracterizacion de las vesiculas observadas.
El presente estudio involucra técnicas de inmunohistoquimica e inmunocitoquimica a nivel
de microscopia optica y de biologia molecular, asi como el analisis a nivel ultraestructural
que permite definir de mejor manera el proceso por el cual se lleva a cabo la eliminacion de
las células germinales durante la atresia folicular en organismos pre-piberes.

En la apoptosis, uno de los eventos tempranos es la pérdida de la asimetria de la membrana
citoplasmatica. Durante la muerte apoptotica, Ja fosfatidilserina queda cxpuesta hacia el
exterior y puede ser identificada por medio de la Anexina-V. En nuestro caso, se observé
que a las edades de 1, 19 y 28 dias de edad, se presenta el proceso de apoptosis en los
ovocitos; sin embargo, a los 5 dias por lo general son negativos a la técnica, indicando una
baja o nula incidencia de la apoptosis en este tipo de células.

Esto corrobora nuestros resultados obtenidos con los ensayos in sifu en ratas de las mismas
edades, en donde se observa que los ovocitos son positivos a la técnica de inmunodeteccion
de la caspasa 3 activa y algunos de los mismos son TUNEL positivos.

Los ovocitos de 1, 19 y 28 dias de edad, presentaron fragmentacién de ADN, indicando que
en esas edades la apoptosis es un proceso que se estd llevando a cabo. En conjunto con los
ensayos de Anexina-V, los resultados de ADN fragmentado, indican la presencia del
proceso de apoptosis. En los ovocitos de S dias, la ausencia dc ADN fragmentado y la
escasa marca de Anexina-V, indica que el proceso que se estd llevando a cabo a esta edad
para la eliminacidn dc los ovocitos, no es la apoptosis preferentemente.

La autofagia es en principio, un proceso que las células utilizan como estrategia de
sobrevivencia, sin embargo, cuando el fendmeno se exacerba, el proccso cambia
radicalmente su funcién, conduciendo hacia la muerte celular por autofagia. Las estrategias
disefiadas para estudiar al proceso de autofagia in vifro, implican el empleo de sustancias

que tienen la propiedad de incorporarse a los cuerpos lisosomales. Se ha propuesto que la
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monodansilcadaverina es un buen marcador autofagosomal (207). En nuestros resultados,
hemos observade la clara incorporacion de la monodansilcadaverina a los cuerpos
lisosomales, ya que s¢ observan vesiculas posituvas en el citoplasma de varios ovociios. La
prescocia de abundante marcado con monodansilcadaverina, implica la actividad autofigica
en los ovocitos, evento mas evidenie a lz edad de 5 dias, en donde la frecuencia de ovocitos
positivos a monodansitcadaverina es mavor que a las demas edades.

La wcorporacion simultanca de Anexina-V y monodansilcadavenina en los ovocitos i vifro
puso en evidencia la existencia de los procesos de apoeptosis y autofagia en una misma
célula. Estos resuitados refuerzan fos datos obtenidos en un ambiente in sifi, en donde se
ghserva que un mismo ovocito puede ser eliminado por los dos procesos de muerte al
mismo tiempo (208).

El analisis de [a expresion de los genes imphicados en los dos procesos de muerte celular
programada, indica gque aunque los ovocitos se encueniren en un ambeenie in vitro, la
eliminacion de las células germinales se llcva a cabo por vias que implican mecanismos
autofagicos y apopldticos simullaneamente.

Los resultados del presente  estudio, indican la  presencia  de  caractenisticas
inmunocitoquimicas, morfoldgicas, bioquimicas y moleculares, de los procesos de muerte
celular apopionica v autofdgwa, en nuestro modelo de estudio v que a pesar de gue ios
mecanismos que siguen ambos procesos de muerte (apoptosis ¥ autofagia) son distintos,
estos pueden converger en un mismo sistema para un proceso de eliminacion celular mas
eficiente, como es en el caso de los ovocitos en la etapa pre-plber de ovarios de rata
Wistar, pencrando las evidencias de que ambos procesos se llevan a cabo para la
eliminacion de los ovocios durante la etapa pre paber, va sea de forma individual o

simultanea e una misma célula,
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CONCLUSTONES.

- Los ovocitos de | dia mueren primordialmente por el proceso de apoptosis.

- En los ovocitos de 5 dias la eliminacidon celular no es llevada a cabo
fundamentalmente por la apoptosis, sino que presentan las caracteristicas de muerte
autofagica.

- Los ovocitos que son positivos a las prucbas de apoptosis, no presentan las
caracteristicas morfoldgicas ultraestructurales de tal proceso,

- Los ovocitos que mueren durante la etapa pre-puber utilizan tres vias de eliminacion
celular: apoptosis, autofagia y un proceso en donde convergen ambas rutas de
muerte celular.

- Los procesos de eliminacion cclular en ovocitos de rata pre-paber, son conservados
tanto en un ambiente in sitn COMO €n un sistema in vitro, lo que refuerza que ambos

procesos coexisten en la misima ceélula.
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Abstract We studied the alterations of dying vocytes in
1-28 days old rats using TUNEL method, immunolocal-
izations of active caspase 3, lampl, localization of acid
phosphatase, and DAPI staining. All procedures were per-
formed in adjacent sections of each oocyte. In niost dying
oocytes exist simultaneously features of apoptosis as active
caspase 3 and DNA breaks, and a Jarge increase of lamp! and
acid phosphatase characteristic of autophagy. Large clumps of
compact chromatin and membrane hlebbing were absent.
Electron microscope observations demonstrated the presence
of small clear vesicles and autophagolysosomes. All these
features indicare that a large number of cocytes are eliminated
by a process sharing feamires of apoptosis and autophagy. In
dying oocytes of new born rats the markers of apoptosis pre-
dominate over those of autophagy. However, fragmentation
and apoptotic bodies were not found. These features suggest
that in different cytophysiological conditions the processes of
cell death may be differently modulated.

Keywords Autophagy - Apoptosis - Oocyte -
Pre-puberty - Normal rats

Intreduction

Follicular atresia is a key phenomenon for the removal of

follicles that are not selected for ovulation. Mere than 99%
of follicles undergo atresia in mammalian ovaries, thus
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only a few follicles ovulate during active sexual life [1].
Apoptosis has been implicated in a spectrum of processes
associated with normal ovarian development and function,
including prenatal germ cell death [2], granulosa cell death in
postnatal follicular atresia [3], ovarian surface epithelial cell
death [4] and luteolysis [51. The metabolic and morphelogic
features of apoptosis result from the activation of caspases
{cysteine proteases). The caspases that participate in apop-
tosis process can be divided in two large groups: activator
caspases (—8, —9. —2 and —10) which activate the effectors
caspases (—3, —6 and —7), that hydrolyse various cellular
proteins, causing the typical metabolic and morphological
changes of the apoptosis process |6]. These changes are
typically, nuclear condensation and fragmentaticon, cleavage
of chromosomal DNA 1nto polynucleosomal fragments and
packaging of the deceased cell into apoplotic bodies without
plasma membrane hreakdown [7]. Apoptosis has been called
programmed cell death type [, depending of proteases
activity.

Autophagy has been proposed as an importtant not
apoptotic cell death mechanism [8-10]} as autophagic cell
death or type 1] programmed cell death. Autophagy is a cell
response to stress, which under certain circumstances can
lead to cell death [11, 12]. Cells dying by autophagy digest
themselves to death as a suicide strategy [13]. Autophagy
means literally, to eat oneself. It is carmied out by an
intracellular reorganization of membranes and vesicles, as
well as by an increased lysosomal activity [14, 15].
Autophagy involves the sequestration of cytosol or cyto-
plasmic organelles within double nicmbranes, thus creating
autophagosomes or autophagic vacuocles. Autophagosomes
subsequently fuse with lysosomes, thereby forming auto-
phagolysosomes also called autolysosomes. The content of
these vesicles is degraded by lysosomal hydrolases (like
acid phosphatase) [16, 17].
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The limiting membranes of lysosomes are enviched in a
specific set of integral membrane proteins called lysosomal
associated membrane proteins (lamps). Lampl and lamp?2
are homologous C-type transmembrane proteins with 37%
identity in bumans. They are ubiquitously expressed in
different cells types [18]. These proteins are the most
abundant of lysosomal membrane glycoproteins. they may
play a role in creating a barrier to lysosomal hydrolases
protecting the membranes from hydrolytic destruction
[19, 20].

Previous studies have characterized oocyte death in
ovulated oocytes thal arc maintained in vitro and they
concluded that these oocytes undergo degeneration by
apoptosis [21, 22]. However, the process by which oocyle
degeneration occurs during atresia Temains
unknown. Ultrastructural observations and immunofluo-
rescence analyses had revealed autophagic vacuoles in
oocytes during follicular atresia in prepubertal organisms
[23]). Therefore, we speculated that the oocytes in prepu-
bertal rats may be dying by a new process diffcrent to
apoptotic cell death.

In order to test this hypothesis we delermninate whether
the markers of both processes of cell death (autophagy and
apoptosis) are present in the same oocyte. We use lyso-
somal markers like lampl and acid phosphatase and
apoptotic markers like active caspase 3 and TUNEL, all of
these localizations were performed in serial sections of the
same ¢ell. To characterize the autophagic vacuoles we used
¢lectron mjcroscopy methods.

n vivo

Materials and methods

In the manipulation of the animals we followed the ethical
guidelines as recommended in the Guide for Care and Use
of Laboratory Animals [24].

Ovarnies of 1-28 days old Wistar rats were fixed in 4%
paraformaldehyde in phosphate-buffered saline (PBS),
embedded in paraffin and serial sectoned. In order to
identify different proteins in the same cell, serial sections
were carried out, Consecutive sections were mounted in
numbered specimen holders and processed for different
cytochemical leealizations (active caspase 3, lampl, acid
phosphatase, TUNEL) and stained with DAPIL. Paraffin was
removed with xylene and sections were hydrated through a
series of graded ethanol solutions before further treatment.

Series of 0.5 nm thick sectious of Lowicryl K4M
embedded samples were also used.

Sections were observed in a Nikon Eclipse Microscopy
E600, and the images were recorded with a Digital Nikon
Camera DXMI200F, and processed with the ACT-}
program.

&Y Springer

TUNEL procedure

The localization of DNA fragmentatiou was performed using
Apoptag Red In Situ Apopiosis Detection Kit (Chemicon
International). The sections were treated with proteinase K
for 15 min at room temperature, then they were labelled with
biolin-dUTP by incubation with reaction huffer containing
terminal deoxinucleotidy] transferase enzyme for L b at
37°C. Biotinylated nucleotides were detected with a strep-
tavidin-FITC conjugate. Tissue was counterstained with
DAP!I (Sigma Labs.) to evaluate DNA distribution. The
slides were covered with a mounting media for Auorescence
nucroscopy (Vectashield Mounting Medium).

Immunoelocalizations

Paraffin embedded samples were used to localize aclive
caspasc 3 and lampl using polyclonal antibodies (Abcam and
Affinity Bioreagents, respectively). Antigen unmasking was
performed by microwaving lissue sections in citrale-buffer
{0.1 M, pH 6) in a Panasonic oven for 3 min at 1,300 W and
6 min at 780 W. After coohing, t1ssue sections were washed
in phosphate-huffered saline (PBS), and then incuhated with
primary antibody anti-active caspase 3 or anti-lampl for 18 h
al 4°C. After washing, the slides were incubated with an anti-
rabhit immunoglobulin coupled to Alexa fluor 488 (Invitro-
gen) for 1 h in darkness at room temperature. Then the
preparations were washed and counterstained with DAPI
(Sigma Labs.) to evaluate DNA distribution. The slides were
covered with mounting media for fuorescence rmicroscopy
{Vectashield Mounting Medium).

Sections of tissue embedded in Lowicryl K4M were
reated with 10% H,0, for 30 min and washed in PBS
before the incubation.

Gomon’s methed for acid phosphatase [25]

The paraffin and Lowicryl sections were incubated for 4
and 24 h, respectively, in freshly prepared solution con-
taining 0.01 M f-glycerophosphate in 0.05 M acetate
buffer (pH 5.0) containing 4 M lead citrate. They were
washed briefly and immersed in 10% armmoniumn sulphide
for 10 min, Then the sections were washed and counter-
stained with 1% aqueous eosin for 1 mun, washed once
more and mounted in glycerine jelly. The presence of acid
phosphatase in the sections was indicated hy a black pre-
cipitate of lead sulphide.

Electron microscopy

Samples of ovary were fixed in 2% glutaraldebyde and 4%
paraformaldehyde or only with 4% paraformaldehyde.
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Then the samples were embedded in Epon or Lowicryl
K4M. Ultrathin sections were stained with uranyl acetate
and lead citrale. The preparaticns were studied in a Jeol
1010 electron mucroscopy provided with a digital camera
Hamamatsu.

Quantitative estimations were carried outl by taking into
account all cocytes in the sections studied. They were
divided into groups according to the type of the follicle:
primerdial, primary, developing without antrum {second-
ary), small antral, and large antral follicles. Data are
presented as the Relative Frequency (number of positive
cocytes/tolal number of vocytes in this group).

Results

The structural features we used to charactenze follicular
atresia were the loss of the spherical shape of the follicle,
the alteration of the shape of follicular cells, their detach-
ment from the surface of the oocyte, the loss of the
spherical shape of the oocyle as well as its vacuolization.

In the ovaries of one-day-old rats oocytes are either
incompletely surrounded by granulosa cells (pre-follicular
stage) or surrounded by one layer of flat granulesa cells
(pnmordial follicles). Frequently the vocytes in the pro-
cess of cell death are TUNEL positive (Fig. 1). Two

Fig. 1 One-day-old rat. Superpositon DAPT siaining (blue) for DNA
and TUNEL method for DNA breaks (green). The DNA is broken in
numerous oocyles. The square indicales the ceocytes displayed in
Fig. 2¢, d and e. Bar 100 pm

patterns of cell death can be distinguished by their nuclear
morphology. One of them is characterized by the presence
of dark elongated chromosomal structures (Fig. 2a, arrow
head), that correspond to parallel dense elongated struc-
tures of altered laleral elements of the synaplonemal
complex of pachytene chromosomes that can be seen in
electron microscopical preparations (Fig. 2f, arrows). Acid
phosphatase activily is scarce in this stage of develop-
ment, Lampl is frequently found in these oocytes
(Fig. 2b). The other patiern of cell death is charactenzed
by compact chromatin associated to the nuclear envelope
as dark granules as seen in dictyotene state (Fig. 2a,
arrows). Some oocytes in primary or primordial follicles
arc TUNEL and active caspase 3 positive (Fig. 2c—¢,
arrow heads).

Altered oocytes contain small clear vesicles in their
cyloplasm (Fig. 2a, asterisk), large unstructured arcas or
clear vesicles and dark small granules indicating acid
phosphatase activity (Fig. 2a, arrows). Numnerous oocytes
not involved in the process of cell death are negative to all
reactions.

In order to eslablish whether an oocyte 15 in process of
death we take into account morphological traits as loss of
the spherical shape, high number of cytoplasmic vesicles
and cylochemical features as active caspase 3 and TUNEL
reaction. which are charactenistic of apoptosis. However,
the presence of lampl and active acid phosphatase per se
are not signs of cell death as lysosomes are normal in small
numbers in the cytoplasm of the oocytes. In order to obtain
quantitative data two groups of oocytes were selected by
their normal or altered morphological traits. The intensity
of acid phosphatase and lampl labelling of structural
altered cells are significantly higher than those of structural
normal cells (Graphs [, 2). Primordial, pnimary and folli-
cles in 1ninal stages of growth are frequent in the ovary of
5 days old rats. Decaying cocyles in the same ovary and in
follicles with the same degree of development express
lampl at different intensities (Fig. 3a) and their structural
alterations may be different (Fig. 3b). Each cocyte may
express different combinations of apoptosis and autophagy
markers as, lampl (Fig. 3d) and acid phosphatase (Fig 3e),
indicating the presence ol a high number of active lyso-
somes and also of active caspase 3 (Fig. 3c) a marker of
apoptosis. DAPI staining demonstrates abundant extended
chromatin and the absence of large clumps of compact
chromatin typical of apoeptotic cell death (Fig. 3f). Electron
microscopic observations demonstrated numerous small
clear vacuoles, autophagolysosomes containing altered
mitochondria and other cytoplasmic structures. Interest-
ingly large clumps of compact chromatin are always absent
(Fig. 3g).

In the ovaries of 17 days old rats small and medium size
antral follicles are present in additicn to primerdial,
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Fig. 2 One-day-old rat. (a) Aeid phosphatase, phase contrast. Most
oocyles are decaying. AITows poinl 10 oocyies with peripheral clumps
of compact chromatin, which are probably in dictyotene stage of
meiotic prophase 1. Dark precipitaics of lead phosphate are present in
their cytoplasm. other deeaying oocyles arc shightly labelled or
completely wnlabelled. The crossed arrow poinls o an eocyle in an
sdvanced slage of the process of death. The arrow head poinls 10 8
decaying cocyte. R cywplasm contains numerous clear and a small
numher of dark precipitales. Nuclear dark clongaled structures are
aranged in parallcl. The asterisks indicate larger oocytes with small
clear vesicles. The small arrow points to a dying granoiosa cell. (b)
[mmunolocalization ot lampl. The three oocyles potnted by arrows in
the previous figure are intensively positive fo lampl. The oocytes

primary and growing follicles developing an antrum
(Fig. 4a). Most of dying oocytles are simultaneously posi-
tive to active caspase 3 and TUNEL, and also heavily
labelled by lampl and active acid phosphatase. Figure 4b—f
are sections of the aacyte indicated by a square in Fig. 4u.
Tt is posilive lo aclive caspase 3 (Fig. 4b) and TUNEL

@ Springer

pointed by an arrow head. a crossed arrow and by an asterisk are
positive to a lower extent. The small arrow points to an intensively
labelled dying granulosa cell. Most other the cells are negative. (¢)
The cytoplasms ol scveral pocytes are positive (o aclive caspase 3,
those pointed by the arrow heads are also positive o TUNEL method
as shown by the arrow heads in d. (¢} DAP] and TUNEL method
merged. Most ol stained nuclei correspond 1o nermal oocyles negalive
Lo aclive caspase 3 and 10 TUNEL reaction. (f) Low power electron
micrograph of a highly aliered oocyle. No normal struciures can be
seen in the cyroplasm (¢). Chromann is compacted in large clumps.
Some ol them are paired chromosomes with remuins of synaplonemal
complexes (artows). Bars a—e 10 pm; £ 2 pm

procedure for fragmented DNA (de), which are typical
alterations of apoptotic cell death and also it is intensively
labelled by lamnpl (Fig. 4c) and by acuve acid phosphalase
(Fig. 4d), which are autophagy markers. DAPI staining
demonstrates the almost all the chromatin contained in the
section is TUNEL positive (Fig. 4f). Electron micrographs
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demonstrale the presence of clear vesicles and aulo-
phagolysosumes containing altered mitochondria and other
cytoplasinic structures (Fig. 4g).

In the ovaries of 18-28 days old rats, ux addition 1o
small growing follicles, large antral follicles are also
present (Figs. 5a and 6a). In 19 days old rats a large
number of oocytes and follicular cells of atretic follicles in
different stages of development from antral (Fig. 5a) to
primordial follicles (Fig. 5¢) are TUNEL positive
(Fig. 6e).

The presence of active caspase 3 and TUNEL reaction is
frequently sirnultaneous with increased lampl and acid
phosphatase localizations in the same dying oocyle in
growing follicles, of 25 days old rats {Fig. 6). Oocytes
positive only to sorae of these markers are also frequently
found. Two types of alterations are present simultaneously
in different regions of the cyloplasm of oocytes in
advanced stages of degradation: large clear areas only
positive 1o acid phosphatase, in which no nonnal cylo-
plasmic structures can be discerned (arrows in Fig. 6b—d).
and other regions of the cytoplasm with numerous small
clear vesicles in which caspase 3 aclive and lampl are

localized {arrow heads in Fig. 6b—d). As in preceding
developmental stages few granulosa cells surrounding the
oocyte are caspase 3 or lampl positive, none is acid
phosphatase positive, bul they are frequently TUNEL
posilive.

In oocyies in early stages cell death lampl and acid
phosphatase signals may be present in the same zones
the cyloplasm (Fig. 4b, ¢). However. in highly degraded
oocyles, lysosomal enzymes, as acid phosphatase, are loca-
ted in the cytosol in the most altered region of the cytoplasm
vesicles (Fig. 6c, d, arrows) while a protein of lysosomal
membrane as lampl is present in a more conserved region
plenty of small clear vesicles (Fig. 6¢, d, arrows heads).

Decaying nucleoli containing simultanecusly positive
signals to active caspase 3, lampl, aclive acid phospha-
tase, and TUNEL, are found in oocyles in process of cell
death of 15-28 days old rats. These oocyles are fre-
quently in large antral follicles of the ovaries. Most of
these nuclecli resemble holed spheres, they are very
dense at their periphery as demonstrated hy phase con-
trast ohservations, but their ceniral region is devoid of
most of the components of at the periphery (Fig. 72-f).
DAP] stained chromatin was always located surrounding
a central negative region (Fig. 7b, d, f), which is larger
than lhat pegalive regions 10 aclive caspase 3 (Fig. 7a),
lampl (Fig. 7¢) and TUNEL positive signal (Fig. 7e).
The Ag-NOR reaction (Fig. 7g) ascertains that these
dense spherical hody corresponds o a sucleolus. Adja-
cent sections are positive to active caspase 3 (Fig. 7h) and
o lampl (Fig. 71).

The use of osmium ammine procedure which con-
trasts DNA specifically, allowed the visualization of very
small DNA fragments in the nucleoplasm of decaying
oocyles (Fig. 8). The fragmentation was nol accompa-
nied by the condensation of chromatin; most fragments
remain dispersed (Fig. 8a). Most of these small pieces of
DNA were well under the resolution of light microscope
(Fig. 8b).

The resnlts of the cytochemical and immunocytochem-
ical methods are the same in samples embedded in paraffin
or in the acrylic resin Lowicryl K4M.

Quantitative dala

[n ovder to validate our guantitative procedures we swdied
the relationships between the signal of pre-caspase and that
of active caspase in cocytes in the process of cell death in
five different types of follicles; primordial, growing folli-
cles without antrumn (secondary), growing follicles with
antruin (small antral) and large antral follicles. Graph 3
shows an inverse relation between both forms of caspase,
as expected berween the precursor and the active forn of
the same enzyme.
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Fig. 3 Five days old rat. {a)
The cells of primary follicles are
labelled 10 a different extent by
anti-lamp1 aniibody, Two
oocytes arc heavily labelled
(arrow and crossed arrow).
Anather aocyle in process of
cell death is laheied to a lesser
extent (arrow head). Granulosa
eells are negalive. The ooeyle
poioted hy the ¢rossed arcow is
the same in a 1o I 1t is positive
to active caspase 3 (c). lamp]
{d), numcrous clear vesicles and
iniense active acid phosphatase
reaclion—dark granules (g},
however most of 115 chromatin
15 not compacted (N). (b} Phase
contrast images showing
numerons clear vesicles in the
cytoplasm of 1he oocyles
pornied by the arrows. The
ougyle pointed by an arrow head
is deformed. Granulosa cells are
negative to all reactions except
¥or a few cells which are
postlive 10 aclive caspase 3

(c. accow head). () Low power
electron micrograph of an
oocyte in process of death.
Cytoplasmic organclles cannot
be recognized. Clear vesicles
and auphagic vacuoles are
frequent {arrows). Bars a=-f

10 pun: g 2 ym

The most {requent double association of markers of
degradation processes 1o altered oocytes )s the simulta-
nepus presence of small clear vacugles, which probahly
correspond 0 lysosomes, and the activity of acid phos-
phatase (==90%).

Incrermented active acid phosphatase and lampl were
the 1wo cytochemical markers more frequently found in the
population of decaying oocytes studied (Table 1).

@ Springer

Table 2 shows that 78% of the population of dying
oocyles positive 10 more than one reaction is positive to
three or four different signals simultaneously. Almost half
of rhe decaying oocyles are posilive to three markers.

Table 3 shows thai the most frequent double association
of markers, irrespeetively of the presence of other signals
in the same oocyte, is that of acid phosphatase with lampl,
two autophagic fealures.



Apaplosis (2008) 13:1253-1266

1259

Fig. 4 Seventeen days ofd rat ovary. (a) Low magnificalion showing
oocytes in small growing follicles. All oocytes are in advanced stages of
cell death. The cocyte indicated by a square 15 analyzed in the following
figures. (b—1) Fouradjacent sections of a growing atretic pre-antral follicle.
The coacyte 1s in an advanced suge of cell death and it is simulaneously
positive (o aclive caspase 3 (b), lampl (), acid phosphatase (d) and
TUNEL reuction (). The dashed line surrounds the cocyte. Some regions
of the cytoplasm of 1the oocyle are positive 1o active caspase 3 (b) and
iniensively labelled by anti-lamp] (¢). (d) Dark granules of lead phosphale
are located in numercus small clear vesicles disiibuted in a large pormon
of cywplasm. (e) TUNEL demonstrates small regions of DNA fragmen-
1ation in the nucleus of the ooeyte (armrow). (1) DAPI shaws thal mostof the
DNA clumps of the oocywe are also TUNEL posilive (arrow). Most
granulosa eells are nol labelled hy anti-lampl, anti-active caspase 3 and by
acid plosphalasc, but some of them are posilive lo the TUNEL reaction
(e, T, araws heads). (p) Eleetron micrograph showmg clear vesicles
consairing altered imutochondria (arrows) and other cytoplasmic strucnures
(arrow head). Bars a 200 i b—F 10 pm; g 100 pm

The changes of the fraction of the total number of
oocytes posilives 10 acid phosphatase and lampl are
roughly in parallel in different types of follicles. This

strengthens the possibility that Lthese oocytes are involved
in an autophagic process of cell death, but does nol pre-
clude the possibility thal some apoplotic markers were also
present (Graph 4).

Two markers of apoptosis, active caspase 3 and TUNEL
rcaction, also change in the same sens¢ in oocyles in dif-
ferent ype of follicles. This suggests that both reaclions arc
reliable markers of the presence of an apoptotic process in
these owcyles. Howcever, it is possible that markers of
autophagy were also present (Graph 5). The lower fre-
quency of the four individual markers was found in
primary follicles and their higher frequencics correspond Lo
small antral and primordial follicles. The frequency of
double association of markers show that active caspase is
almost five times more frequently associated to lampl than
to TUNEL reaction for broken DNA, which is one of the
products of the protease cascade in apoptosis (Table 3).
This data suggest that early in the process of oocyte death
some features of autophagy and upoptosis are simuia-
neously present.

Almost half of the oocytes in process of death are
positive simultaneonsly to three markers (Table 2). The
association of aclive caspase 3 with mcreased acjid phos-
phatase and lamp| is the most frequent triple associalion in
dying cocytes in all kind of follicles (Graph 6). The aclive
caspase 3 is more [requently assocliated (o proteins
involved in autophagy than o fragmented DNA. which is
one of the final products of the proteolytic cascade. The
tripte association of active caspase 3, Jaupl and TUNEL is
only present in oocytes in primordia) follicles (Graph 6). A
number of these oocytes are dying with structural signs of
meiotic prophase I in one-day-old rats (Fig. 2).

The four markers studied, two of apoptosis and 1wo
markers of autophagy, are frequently present simulta-
neously in oocytes in process of cell death (Graph 7).
Almost half of the oocytes in small anwral follicles are
positive to the four markers simulianeously. [n other types
of follicles the frequency of the quadruple labelling is
smaller {Graph 7).

The markers of apoptosis and those of autophagy also
vasries along the pre-pubenal period studied. The dismiss of
the oceyles in the ovaries of one-day-old rats 15 charac-
terized by the presence of high levels of markers of
apoptosis as active caspase 3 and TUNEL (Craph 8). The
frequency of TUNEL rapidly diminish and it is not preseni
in decaying oocyies of 5 and 10 days old rats, in which
actuve acid phosphutase and lampl are the two most fre-
quent markers. Howcver, in these ovaries active caspase is
present in a variable number of cocytes. In 15 days old rats
all markers are present in moderate ameounts. Tn the ovarics
of 19 days old rals 4 large proporiion of decaying oocytes
are active caspase 3 and TUNEL positive. Tn 25 and
28 days old rats the TUNEL signal diminishes but nol that
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Fig. 5 Nincteen days old rat.
(a) Numcrous granulosa cclls of
antral follicles arc positive o
TUNEL procedure. The arrows
peint o TUNEL positive
oncyles in fullicles with
different degree of
development. {¢) Enlargement
of the framed portion of a. The
arrow heads eorrespend 1o the
oocytes in primordial or primary
follicles which are positive to
TUNEL method. (b and d)
TUNEL and DAPI merged.
Bars a and b 200 pm; ¢ and d
10 pm

of active caspase. In these oocytes lampl and acid phos-
phatase predominate. Active acid phosphatase is always
abundant in decaying cocyles cxcept in 1-day-old rafs
(Graph 8).

Discussion

Our structural, cytochemical and immunocytochemical
observations demonstrate the following points:

The most constant structural traits of the oocytes in
process of death are the presence of cytoplasmie clear
vesicles, as well as the compleie absence of apoptetic
bodies, membrane blebbing, and Jarge clumps of
compacl chromatin ineluding those associated with
nuclear envelope.

Acid phosphatase activily and clear vesicles are
associated in the same region of the cytoplasm in more
than 90% of oocyles in the early slages of the process
of death. Botb traits are characteristic of autophagic
dismiss.

@ Springer

[t 1s remarkable that in advanced stages of oocyte death
active acid phosphatase is located mainly in hignly
altered regions in which lamp!| positive vesicie have
already disappeared.

During cocyte cell death the DNA is cut (o extrernely
short fragments without compaction of chromatin.
Acuve caspase 3 and an tncreased signal of tampl co-
exist in the cytoplasm in 73% of cocytes in process of
death. indicating a frequent simultaneous presence of
proteins characteristic of apoptosis and autophagy.
The four markers {anti-active caspase 3, TUNEL,
increased signal ant-lamnpl and increased activity of acid
phosphatase) are simultanecusly positive in one-third
(319} of the oocytes in the process of cell death analyzed.
In the vocyles of rats of different ages the ratio of
autophagy markers o apoplosis markers changes.
probably due to different physiological conditions
associated 1o development and the formation of antral
follicles of different sizes.

Granulosa cells are frequently internal negative control
in several immunolocalizations, because a number of
them are negative (o the marker.
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Fig. 6 Twenty-five days old ral. (a) Phase contrasl. Most growing pre-
antral and antral folhcles sre undergoing atresia (arrows). The square
indicales he oocyte analyzed in the lollowing (gures. (a—¢) Four
adjacent sections of an cocyie in an atretic anteal follicle. (b) The armow
head points o a region of the cyloplasim positive Lo active caspase 3. (¢)
The arrow hcad points 10 a region in which lampl signal is present as a
diftusc fluorescence and also as brlliant points, which possibly

Several studies demonstrate that apoplosis participates in
various physiological processes in the ovary of insects as
well as in mammals [3-5. 26). In mammals apoprosis is the
main process of granulosa cell deletion [27-30]. [n caspase 3
knock out mice the process of granulosa cells death is
altered, while that of oocyles remains normal [31). However,
there are ewidences that n adults oocyles caspase 3 is
expressed [2Y, 30], and that selective inhibitors of caspase 3
repress the vocyle death [31].

Apoptesis was thought to be the only process of follic-
ular awrcsia [32]. However, in the goose and quail ovary,
two other forms of programmed cell death, aulophagy and
necrosis-like form, coexist with apoptosis in the dismiss of
pranulosa cells [33, 34].

Autophagy may be induced by a stress of the melabo-
lism of the energy. [n several orgamisms as flies, plants, and
worms, autophagy is primarly an adaptive response (o
survive (o food deprivation. Several reports indicate the
role of autophagy in maintenance of cellular homeostasis.
In mice lacking autophagy, neural cell death is increased
leading to neurological disorders [32]. [n most situations,
antophagy probably functions initially as a cytoprotective
mechanism, but if cellular damage is too extensive, or if

correspond to lysosomes, (d) The acid phesphalase sctivily 15 mainly
distributed in the most damaged region of the cytoplasm (arrows), The
armow head, as in preceding (igures points w a region of the cywoplasny
wilhout large vesicles. (¢) TUNEL procedure demonstrates that most of
the fragmented DNA is surrounding the nueleglus. Few gianulosa cebts
are positive to active caspase 3 and lampl. however, several are
TUNEL positive. Bars a 200 um; b 10 pm

apoptosis 1s compromised, an jncrease in autophagy may
kill the cell [36, 37]. Crosslalking between autophagic and
apoptotic pathways has been shown 1n double knock oul
mice fibroblasts for apoptotic genes bax and bak [38] and
also in cancer cells [39]. These conditions favor the auto-
phagic cell death pathway. Recent evidences show that
H,0; and 2-methoxyestradiol {(which is an inhibitor of
manganese-superoxide dismutase) induce both apoptotic
and autophagic cell death [40]. Studies on steroid-triggered
salivary gland cell death during Drosophila development
show that soroe caspases are active in a process exhibiting
an autophagic moerphology. Caspase 3 aclivation and Atg
gene transcription immediately precede autophagic cell
death in salivary glands [36. 41]. Several signal transduc-
tion pathways that are triggered by common cellular stress,
as well as more specific signaling pathways, can elicit both
autophagy and apoptosis [42]. Reactive Oxygen Species
{(ROS) can favor pro-apoplotic membrane permeabilization
arnd also stimulaie the proteolyc activity of Algd and
thereby induce autophagy [45].

It has been recentiy reporied that some members of the
antiapoptotic Bel-2 family can regulate autophagy [44-46],
possibly by interacling with Beclin | [44, 45]. Beclin | is
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Fig. 7 Nucleolar alierations.
{a-f) Sections of the same
nuclcolus. (a—b} Active caspase
3 immunolocalizalion and DAPL
staining of the same section.
(c—d) lumpl
nnmunelocalization and DAPI
staining of the same section.
(e~} TUNEL procedure and
DAPI staining of the same
seetion. (g—i) Adjacent seetions
of the same nucleolus.

(g} Ag-NOR prolcin specific

of the nucleolus. (h} Active
caspase 3. (i) lamp]
immunalocalization. Bars

10 pum

essential for autophagy induction |47, 48], and was found
to interact with Bel-2 via the BH1 and BH2 domains of the
latter [45]. Aulophagy helps apoplosis-deficient cells to
adapt 10 the stress; however, prolonged autophagy results
in cell death. In this case its absence imparis protection.
A previous immunocylochemical and ultrastructural study
demonstrated the presence of active caspase 3. lampl and
TUNEL signal in the population of dying mammalian
oocyles [23]. In the present work we observed the simulta-
neous presence of markers of aulophagy and apoplosis in the
same oocyte in process of cell death. Main autophagic
features found in these oocytes were structural changes as
clear vesicles, lysosomes, aulophagosomes accompanied
by increased activity of acid phosphatase and lampl
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unmunolocalization. Lamp1 is a protein of the membrane of
lysosomes. This increase of the number of lysosomes is a
typical feature of autophagic cell death. In this process
lysosomal activity increases because autophagic vesicles are
directed 1o the lysosomes (49]. Furthermore, autophago-
somes in maluration process are positive to lysosomal
markers [50]. Active caspase 3 is ap apoplotic marker fre-
quently present in dying oocyle. It coexists in the same oocyle
more olten with autophagic markers than with positive
TUNEL reaction, which is a final expression of apoptotic cell
death. These observations allow us to propose that in early
slages of Lhe process of oocyte death, apoptotic and ol auto-
phagic fealures are present simultanecusly in the same
oocyte. [L is interesting to note that most oocytes dye their
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Fig. 8 Fuigh power views of
auclei of decaying aocyles
stained with osinium ammine
procedure specilic for DNAL (8)
DNA is fragmented. Remains of
peripheral chromalin are
puinted by arrows. The DNA of
the extended inlemal chromatin
15 extensively fragmented. (¢)
Cyloplasm. (b) Higher
magnification of a region of
extended chrematin. The DNA
is cut in small fragments which
rcrmain dispersed in
nucleoplaym. Bars 100 nm
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Graph 3 The changes of the frequency of pro-caspase 3 and that of Lhe
active enzyme show an inverse reladon in dilferent types of aocyles

Tabhle I Relalive frequency of the four markers of cell dealh in the
general populalion of aliered oocyles

Relative frequency

Aclive acid phesphalasc 0.258
Lampl 0.281
Active Caspase 3 0.236
TUNEL 0.185

Table 2 Relative frequency of more than onc cell death marker in
the tolal population of dying oocytes

Relalve (tequency

Double associations 0.22
Tripte 45s0Ciattons 0.47
Quadruple associalions om

cytoplasm destroyed hy autophagolysomes and their chro-
matin fragmented bul never compacted, except in those
oocyles that dye in pachytene stage of meiotic prophase 1.

Table 3 Relauve frequency of the associations of 1wo markers in the
pepulatien of double-positive oocylcs

Relanve frequency

Lampl-actuve caspase 0.11%
Lampl-acid phosphatase 0.595
Lamp!-TUNEL 0.095
Aclive caspase-acid phosphatase 0.095
Active caspase-TUNEL 0.024
Acid Phosphatase-TUNEL 0.071
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Graph 4 Relalive frequency of acid phosphatase and lampl, changes
in parallel in different Lypes of cocytes

Nucleolar alterations include the presence of proteins
normally located in the cytoplasm as lampl and active
caspase 3. The presence of these proteins in the nucleolus
of oocytes in the process of cell death must involve alter-
ations ip at least 1wo sleps regulating the disinbution of
macromolecules in cell compartments. One 15 Lhe transpaort
of the protein through nuclear pore and the other is the
capture of the protein by the nuclenlus.

The wansport of molecules larger than 40 kD requires a
nuclear import signal, which is a specific sequence of
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Graph 6 Changes in the frequency of the simultaneous presence of
three cell death markers in different rype of oocyles
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Graph 7 Changes in the frequency of TUNEL, active caspase 3,
lamp1 and acid phosphalase in the samc oocyle, in different 1ypes of
follicles

ainine acids, and a transport seceplor. The transport receplor
must engage with nucleoporins with domains with multiple
phenylalanine—glycine repeats. This type of transport employs
enesgy from GTP hydrolysis. Our immunolocalizations
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Graph 8 Relative frequency of lampl, acid phosphatase, TUNEL
and active caspase 3 1n oocyles of different ages

demonstrate that the importation of caspase 3, lamp] to the
nucleus do not take place in normal oocytes and granulose
cells, thus importaton of these enzymes 1o the nucleus must
involve an important alteration ot the se transport mechanisms.

Classically the nucleolus was considered 10 be the place
where nbosomes are built. Recenlly several evidences indi-
cale that it is related with the hiogenesis of small RNAg
transcribed by RINA polymerase [II and encoded by genes
located outside the nucleolus as 5S rRNA, tRNA, RNAse P,
SRP RNA and U6 snRNA [51}. Recently close to 700 human
proteins were identified in purified nucleoli [31], many of
these proteins are relaled to processes other than ribosome
production as cell cycle regulation, DNA repair, pre-mRNA
processing, RNA editing, telomere metabolism, tRNA pro-
cessing and regulation of protein stability [52]). The
nucleolus was proposed 10 be a domain of the sequestration
of molecules Lhat normally operate outside this organelle
(mainly in nucleoplasm) [53]. These sequestrations may be
involved in normal eell cycle regulation and other normal
cell functions by preventing proteins from reaching their
targets [54]. So the sequestcation of caspase 3 and lampl in
the nucleclus may be related to some specific but sttl
unknown steps of the complex process of cocyte death.

All these resulls allow us 10 propose that the process of
death of the oocyte prohably begins with the aulophagic
degradation of cytoplasmic components including mito-
chondria. This initial phase promotes the activation of
caspases which tigger a non-typical apoptotic route of cell
death. Our data indicates Lthal oocytes may use different
combinations of a proteolytic mechanism mediated by
caspases leading 1o DNA fragmentation without compac-
uvon of the chromaun and an autophagic processes
mediated by autophagolysosomes 1o desiroy the cytoplasm
of the cell.
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