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RESUMEN 

En el presente trabajo se analizaron ovocitos de rata pre-púberes para definir los procesos 

de muerte celular que están implicados en la atresia folicular en esta etapa de desarrollo, 

utilizando técnicas inmunohistoquímicas y moleculares. 

Para rea lizar las técnicas inmunohistuq uímicas de fluorescencia se hicieron cortes seriados 

dc ovarios de rata incluidos en parafina y Lowicryl K4M de las edades de 1 a 28 días de 

nacidas. Se inmunodetectaron proteínas características de la apoptosis como: pro-caspasa 3, 

caspasa 3 activa y la técnica de TONEL. Para visualizar e l núc leo se utilizó DAPI. Se 

idcntificaron marcadores de autofagia como el incremento sobre el nivel basal de la 

proteína integral de lisosomas lampl y el incremento de la actividad de la fosfatasa ácida 

con respecto a las células normales, así como la morfología a nivel ultraestructural de 

autofagosomas. 

La identificación de apoptosis y autofagia por medio de las técnicas bioquímicas y 

moleculares se rcalizaron en poblaciones de ovocitos a islados. Para apoptosis se identificó 

por medio de la Anexina V acop lada a FITC a la fosfatidilserina extemalizada y se observó 

el A DN fragmentado mediantc la electroforesis en ge les de agarosa. Para poner de 

manifiesto a la autofagia se utili zó al compuesto fluorescente monodansilcadaverina. Se 

desarrolló la técnica de RT-PCR en poblaciones puras de ovocitos, para analizar la 

expres ión de los genes impl icados en el proceso de autofagia como son Lc3 y lamp 1, así 

como de un gen implicado en la apoptosis: el de la enzima caspasa 3. 

En las diferentes edades , dependiendo del desarrollo en que se encuentren los folículos en 

proceso de atresia, los ovocitos son positivos a las diferentes inmunolocal izaciones: a la 

edad de 1 día, los ovoci tos son en su mayoría positivos a TUNEL y pocos son positivos a 

las otras proteínas. A los 5 y 10 días, los ovocitos son positivos a lampl y caspasa 3 activa, 

pero no a TUNEL. A partir de los 15 días de edad son positivos a caspasa 3 activa, lampl y 

TUNEL, algunos ovocitos en folículos con antro grande son positivos a todas las 

reacc iones. En las edades de 17 a 28 días ha y principalmente folículos con antro en 

formación y antro grande, que son doble positi vos a caspasa 3 activa-lamp loa pro-caspasa 

3-lampl, también es común que un mismo ovocito sea positivo a las tres proteínas e incluso 

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

a TUNEL. 
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En los ensayos in. vi/ro, encontramos que a la edad de 5 días, la frecuencia relativa (FR) de 

células que son positivas a la Anexina-V es de 0.068, a la edad de un día es de 0.57; a los 

19 días es de 0.20 y a los 28 días es de 0.15, encontrándose que una diferencia significativa 

a la edad de 5 con respecto a las edades de 19 y 28 días. Los datos de la incorporación de 

la monodansi1cadaverina ind ican que no hay una diferencia significativa entre las diferentes 

edades, mostrando que el compuesto se incorpora con la misma frecuencia en todas las 

edades. También se encontraron células con ambos marcadores de forma simultánea en las 

diferentes edades, sin que la frecuenc ia variara de forma significativa. Se detectó que las 

poblaciones aisladas de ovocitos, expresan los genes de caspasa 3, lamp I y Lc3, en todas 

las edades. La electroforesis de ADN en ge les de agarosa de ovocitos de 5 días , no presenta 

ADN fragmentado; pcro a las edades de 1, 19 Y 28 días se observó una clara fragmentación 

de ADN, lo quc sugicre que la apoptosis llega a su fase final. 

Las pruebas inmunohistoquímicas, bioquímicas y moleculares coinciden en que a la edad 

de I día, los ovocitos mueren fundamentalmente por apoptosis, aunque no presentan los 

caractensticos rasgos estructurales del proceso. En las demás edades, una vez que los 

folículos inician su crecimiento, los ovocitos son positivos a más de una proteína , siendo 

evidente la presencia simultánea de caspasa 3 (en su forma act iva e inactiva) y lampl , 

indicando que una vez que los ovocitos inician el proceso de muerte, en ellos se lleva a 

cabo no sólo el proceso de apop losis, sino también el de autofagia. La ausencia de un 

patrón de ADN fragmentado en la edad de 5 días, indica que aunque se llegan a encontrar 

al gunos ovocitos positivos a la Anexina-V, los ovocitos que mueren, no lo hacen 

fundamentalmente por apoptosis. En los ovocitos de ratas de mayor edad, se ha podido 

ident ificar a los procesos de autofagia y apoptosis tanto en las poblaciones celulares 

aisladas, como en los cortes seriados de un mismo ovocito. 

Los resultados inmunohistoquímicos, bioquímicos y moleculares , indican que los ovoci tos 

de ratas pre-púberes, son eliminados por medio de tres diferentes procesos: uno es la 

apoptos is, el otro la autofagia, y un último, en donde ambos se están llevando a cabo cn una 

misma célula, siendo más ev idente a la edad más cercana a la primera ovu lación (28 días). 
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ABSTRACT 

In the present work the processes of cell death of the oocytes of newbom and pre-pubertal ... 
rats (1 to 28 days old) were srudied by means of TUNEL reaction, immunocytochemical 

loca lization of pro-caspase 3, and active caspase 3 as markers of apoptosis. To determine if 

autophagy was present in dying oocytes, lamp 1 was irnmunolocalized and acid 

phosphatase was developed by a c1assical cytochemical test. r 
Most of the oocytes in one day old rats were positive only to TUNEL. In 5 and 10 days old 

ooeytes, active caspase 3 and inereased level of lamp 1 were present, but TUNEL was no!. 

Ahead of 15 days old the oocytes were positive to caspase 3 active, lamp 1 and TUNEL. 

Sorne oocytes in antral foUides were positive to all reaetions . In 17 to 28 days old animals 

numerous oocytes in pre antral and antral follicles were simultaneously positive to caspase 

3 active and lampl or to pro-easpase 3 and lampl. In these animals oocytes were frequently 

positive to three markers and even very degenera te ooeytes were positive to the four 

markers. 

In vitro assays we found tha! the relative frequency (RF=number of positives oocytes / 

.... 	 Total number of oocytes srudied) 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 monodansyleadaverine incorporation was: 5 

days: 0.29; 1 day 0.25, 19 days: 0.25 and 28 days: 0.19, being homogeneous. Both markers 

r 	 were present simultaneous in sorne oocytes. The smaller frequeney of this double labelling 

was found in 5 days (RF= 0.15) and the higher one in 28 days old rats (RF= 0.33). 

In vitro populations of oocytes of all the ages snldied, expressed caspase-3, lampl and Lc3 

genes. 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. 

r lmmunohistochemical, biochemical and molecular procedures coincided that the oocytes of 

1 day old rats die fundamentally by means of apoptosi s, although they do not present the 
,... 

c1assical struerural 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 simultaneous localization of 

- easpase 3 (in their active and inactive forms) and lampl, indieated the presenee of metabolie 

steps of apoptosis and autophagy from the very early steps of eell death process of the 
.... 

... 
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oocyte. The absence of a broken DNA pattem in the oocytes of 5 days old indicates that 

apoptosis is not thei r main process of death. In oocytes of older rats the simultaneous 

presence of markers of autophagy and apoptosis in the same cel! was evidenced in two 

different systems: in iso lated cel!ular 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 simultancous ly features of both of these processes of cel! death in the same 

ce l!. Thc last one is more frequent in 28 days old rats, which are near thei r first ovulation. 
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INTRODUCCIÓN 

Durante el desarrollo embrionario de los organismos femeninos, las células germinales 

primordiales, migran de la partc externa del embrión a las crestas genitales y se dividen por 

mitosis hasta que colonizan el ovario (1). Una vez que las células germinales se encuentran 

en las crestas genitales , se diferencian en ovogonias o espermatogonias (2). En el ovario, 

las divisiones mitóticas de las células germinales primordiales forman los grupos de 

ovogonias, las cuales cstán conectadas unas con otras por puentes citoplasmáticos 

intercelulares. Estas ovogonias son rodeadas por células somáticas, formando grupos de 

células germinales o cordones corticales. En muchas especies los cordone5 corticales se 

fusionan en el último estadio de desarrollo con proyecciones del epitelio superficial (3). 

Dentro de los cordones , las ovogonias se dividen varias veces por mitosis y después cntran 

a la meiosis para convertirse en ovocitos. Los ovocitos pasan a través de la profasc mciótica 

1, la cual consiste en 5 estadios: leptoteno, zigoteno, paquiteno, diploteno y diacinesis. Los 

ovocitos se detienen en la pro fase meiótica 1, en el estad io diploteno (4). 

Es durante estas fases de la meiosis, cuando se requiere de varias proteínas reparadoras de 

A DN Y de muchos otros factores para que se lleven a cabo el alineamiento correcto de los 

cromosomas y la recombinación. Durante la profase 1 de la meiosis , los niveles de 

transcripción 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 más grandes 

que las ovogonias y tienen más organelos citoplasmáticos (4). 

Meiosis 

La meiosis cs el proceso de división celular que só lo se realiza en las células gemlinales y 

tiene por objetivo la producción de gametos o células germinales masculinas y femeninas 

(espermatozoides y óvulos, respectivamente) cada una de las cuales contiene la mitad de la 

dotación cromosómica normaL A esa media dotación de cromosomas de cada gameto se le 

conoce como número haploide (n). 

La meiosis 1 tiene una pro fase I la cual consta de cinco estadios que son el leptoteno, 

durante el cual se forman los ejes cromosómicos rodeados de asas de c romatina laxa. 

Cigoleno durante el cual hay un apareamiento de cromosomas llamado smapsls y es 

caracteristico de la meiosis. Aunque no se conoce el mecanismo por cl cual cada 

cromosoma reconoce a su homólogo, la sinaps is parece requerir la presencia de la 
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membrana nuclear y de la formación de una estructura compleja formada por ADN y 

- proteínas denominada complejo sinaptonémico. Este complejo tiene aspecto escaleriforme 

con un elemento central y dos barras laterales. Durante la siguiente fase llamada paquiteno, 

- se produce el entrecruzamiento o crossing-over, proceso mediante el cual los cromosomas 

homólogos intercambian segmentos. En el diploteno, se desorganiza el complejo sinap

- tonémico, los cromosomas quedan unidos sólo en algunos puntos llamados quiasmas y en 

la diacinesis, los cromosomas se desplazan a la periferia del núcleo. 

Durante la pro-metafase, la membrana nuclear 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 aún unidos, son jalados hacia el ecuador por fibras del 

huso, formando la placa metafásica. Ya en la anafase l, los cromosomas homólogos sc 

... separan y las cromátidas hermanas pennanecen unidas por sus respectivos centrómeros. En 

la tdofase l, se reorganizan los núcleos y se produce citocinesis. En cada núcleo habrá 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 ocurre duplicación del 

material genético (6, 7), ya que la primera división meiótica es reduccional. 

La segunda división meiótica es básicamente una división mitótica, en donde las 
... 

cromátidas de cada cromosoma se dirigen hacia los polos opuestos de la célula. Por cada 

célula que entra en meiosis l se producen cuatro células en la telofase 11. La anafase l ... 
separa cromosomas matemos de paternos y la anafase Il separa cromátidas hermanas 

(figura 1). La importancia de la meiosis como proceso biológico radica en primer lugar, en 

que reduce el material genético a la mitad, de tal manera que cada célula hija recibe un 

- juego cromosómico haploide completo. En segundo lugar, debido al entrecruzamiento 

existe la posibilidad de aumentar la variabilidad, aumentando las combinaciones alélicas de 

los gametos. También se producen nuevas combinaciones como resultado del proceso de 

segregación independiente, por el cual cromosomas matemos y paternos presentan mezclas 

- diferentes de genes. La recombinación es el evento central en la meiosis de la mayoría de 

los organismos, ya que la segregación adecuada de los cromosomas y la viabilidad 

- dependen de los niveles normales de recombinación. La recombinación involucra una serie 

de cambios bioquímicos, que comienzan muy temprano en la profase meiótÍca con el 

,... rompimiento de la doble hebra. El rompimiento de la doble hebra tiene la misión de 

-
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exponer una hebra sencilla de ADN con terminación 3' que invade secuencias homólogas 

de una de las cromátidas hermanas dc su homólogo. Esta invasión genera una molécula 

heteroduplex en tre cromosomas homólogos, que promueve el intercambio cruzado de 

hebras o uniones Holliday. En una unión Holliday las dos hélices de ADN homólogas 

permanecen juntas por el intercambio recíproco de dos de las cuatro hebras prcsentes (7). 

MEIOSIS 1 

r-----A
----, ,,~ .- (j -:: 

r Zr -r~~ - ~ , ~ 
~ti~lJn;l). ",..lIniuidc, -scgrcgat:ion de 
,..),!)( 1"HUli henn;U1J,.'! - cromoroma .. scgrcsa\:loII Je

rccomblfl!lción 
"t.jlilfOC Ion de cromosoma..de ADN 
honllllo¡:u!. I.w. 'ic.,,~II...:KMI & 
hCnmU11\:S rt:l~ cmmnudC:5 hom;m;;¡1Ii 
UIIIIJilI~ \. y 

- METOSIS 11 
FIGURA 1. Representación gráfica del proceso meiótico, en el cual se originan cuatro células haploides a 
partir de una célula diploide. Imagen lomada y modificada de reL (8): - Ovogénesis 

Es el proceso por el cual las células germinales femeninas pre-meióticas se desarrollan en 

ovocitos maduros. Durante la ovogénesis se forma un núcleo haploide y se acumula una 

- reserva de proteínas citoplasmáticas, ARNm, productos metabólicos y organelos celulares(9). 

Los mecanismos de la ovogénes is va rían entre las especies, en casos como en el erizo de 

mar y las ranas, la hembra produce cientos o miles de huevos en cada ciclo reproductor, -
mientras en otras especies, como en humanos y la mayoria de los mamíferos, sólo se 

producen pocos gametos femeninos (ovocitos) durante toda su vida. Durante el desarrollo 

embrionario, muere una gran cantidad de ovocitos y los que restan están detenidos en la 

primera división meiótÍca. Estas últimas células, denominadas ovocitos primarios, se -
desarrollan a través de la primera profase meiótica hasta el estadio de diploteno, punto en el 

que scrán mantenidas hasta que inicie la pubertad (9) , fase del proceso de maduración del -
organismo en la cual en respuesta al pico de la hormona luteinizante los ovocitos reanudan 

la meiosis (10). Con el comienzo de la pubcrtad, grupos de ovocitos reinicianr 
periódicamente la melOSIS. En la mujer, la primera parte de la meiosis comienza en el 

embrión y la seña l para reiniciar la meiosis no es dada hasta casi 12 años más tarde. -
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Algunos ovocitos son mantenidos en la profase meiótica por casi 50 años. De los millones 

... de ovocitos primarios presentes al nacimiento, sólo cerca de 400 maduran durante la vida 

de una mujer (9). Cuando el ovocito primario se divide, su núcleo denominado la vesícula 

... germinal , se disgrega y el huso de la metafasc migra hacia la periferia de la célula. En la 

telofase, una de las dos células hijas contiene poco citoplasma, mientras que la otra célula 

retiene casi la totalidad del volumen de los constituyentes celulares. La célula más pequeña 

es llamada primer euerpo polar y la célula más grande es el ovoci to secundario. Durante la 

segunda división meiótica, tiene lugar una citocinesis que también es desigual: la mayoría 

del c itoplasma es retenido por el gameto femenino maduro (óvulo) y un segundo cuerpo 

... polar recibe mucho menos. La meiosis conserva un vo lumen mayor del citoplasma del 

ovocito en una sola célula en lugar de separarlo equitativamente cntre las cuatro células 

hijas (9). 

Formación de folículos primordiales. La IDlcIación de la melOS1S se produce en los 

folículos primordiales, formados por ovocitos primarios rodeados de una capa de células 

somáticas escamosas denominadas células de la pre-granulosa (2, 11). En los humanos 

aparecen alrededor de la semana 16 del embarazo. Genera lmente se acepta que la 

formación de los folículos primordiales termina no más allá dc las 6 semanas posparto. Este ... es tadio de desarrollo folicular es enteramente independicnte de las gonadotrofinas (9). 

Inmediatamcnte después de que se ensamblan los folículos primordiales algunos son ... 
reclutados del pool de reposo a la población en crecimiento. Los mecanismos por los cuales 

los folículos primordiales son inducidos a abandonar el pool de reposo no se conocen bien ... 
todavía. La activación del folículo primordial es progres iva e iniciada con la proliferación 

de las células de la granulosa y su cambio de forma escamosa a cúbica (12, 13). En muchas ... 
especies las cé lulas 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 folículos primordia les se caracteriza por estar en un 

relativo reposo transcripcional y traduccional hasta un poco antes de la pubertad cuando el 

r 	 ovario empieza a responder ante las hormonas gonadotrópicas (15). 

Fase de crecimiento preantraJ. El cambio de la fase primordial al de inicio del ... 
crecimiento folicular, implica la participación de va rios factores , ya sea inhibiendo o 

induciendo esta transición. La hormona anti-Mülleriana (AMH), que es el factor de 

r 

... 
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crecimiento que dirige la regresión del conducto de Müller en machos, se ha señalado como 

responsable para mantener a los folículos primordiales en reposo (16, 17). factor de 

transcripción tipo forkhead 03 (Foxo3) también está implicado en la inhibición de la 

activación de fulículos primordiales (18). La sub familia FOXO de factores de transcripción 

tipoforkhead son efectores al final de la ruta PTEN/PI3KJAKT. PTEN es una fosfatasa qne 

regula negativamente a la cinasa fosfatidllinositol-3 (PI3K) en la prohferaclón y 

sobrcvivencia celular (19). También se le ha involucrado en la regulación de la actlvación 

de folículos primordIales, ya que su ruta PI3K-AKT-Foxo3. es la misma que clligando para 

el receptor kit usa para inducir la activación del ovocito (20, 21). El ligando para el receptor 

Kit es un factor de crecimiento que se une a su receptor e-Kit (22). El ligando para el 

receptor Kit es producido por las células de la granulosa, esta involucrado en la activación 

del folículo primordial (23). Por otro lado, se ha demostrado que e-Kit (producido por el 

ovocito) y su ligando se requieren en el desarrollo folicular en el ovario en la fase indepen

diente de gonadotropinas (24). Otra nlta de señalízación involucrada en la regulación 

negativa de la activación del folículo primordial es la de la quimosina SDF·I y su receptor 

CXCR4 (25). Diversos experimentos realizados en ratones myectados con el anticuerpo que 

bloquea la función de e-kit, el ACK-2, concluyeron que la interacción ligando para el 

receptor Kit/e-Kit es importante para la activación del folículo en los primeros 5 días 

después del nacimiento (24). factor inhibidor de la leucemia UF cs una interleucina 

clase 6 de citosina que afecta el crecimiento y desarrollo celular (26). factor es 

producido por las células de la granulosa para promover la transición de folículo primordial 

a primario, aumentan la producción de ARNm y del ligando para el receptor Kit en cultivo 

de células de la granulosa (27). Estudios en cultivos celulares en ausencia o presencia de 

diversos factores y bloqueo con sus respectivos anticuerpos, han permitido evaluar el efecto 

de diversas señales en la estimulación de la transición de folículos primordiales a primarios. 

De esta forma se han realizado los siguíentes hallazgos: 

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

- La proteína morfogenéticas de hueso BMP4 miembro de la supcrfamilía de los TGF -~, es 

producido por células de la teca y del estroma, este factor también es importante para la 

sobrevivencia del folículo (29). 
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factor de crecimiento de queratinocitos (KGF) un miembro de los factores de 

crecImiento de fibroblastos que estimula la proliferación celular (30), se produce por las 

células precursoras de la teca, las células lecales y las estromales (31 l. 

El factor derivado de plaquetas (PDGF) un factor de crecimiento, es producido por el 

ovocíto (32). 

- El BMP7 (también de la familia de los TGF-j3), se inyectado directamente al ovario, 

activa el camblO de IV!llOlI!V' primordiales a folículos primarios (33). 

Se ha mostrado la presencia de tres genes especíllcos en el ovocito que son esenciales para 

la transición de folículos primordiales a primarios: el codificante de ovario de recién 

nacido homeobox (Nobox) (34, 35), el gen Soholh l y el gen Lhx8 (36). Nobox es un gen 

homeobox involucrado en la regulación de desarrollo y se expresa en ovocitos de folículos 

primordiales, primarios y en creCImiento (34). Nobox regula genes específtcos del ovocito 

como Oct4 y GDF9 (factor de crecimiento y diferenciación) (371. El Sohlhl y el Lhx8 son 

factores transcripcionales, que son expresados por grupos de células germinales y ovocitos 

dc folículos primordiales (36). La transición de folículos primordiales a folículos primarios 

es independiente de gonadotropínas (38). 

Cuando las células de la granulosa forman una capa que rodea completamente al ovo CIto 

este aumenta su tamaño y el folículo se denomina primario (12, 13). En esta fase las células 

granulosas empiezan a formar unIOnes gap entre ellas, sintetizan y secretan 

mucopolísacáridos, con lo que originan un halo translúcido que rodea al ovocito conocido 

como zona pelúcida. La zona pdúcida está compuesta por glicoproteínas (ZPI, ZP2 y lP3) 

Y es esencial para el desarrollo normal del folículo (1 13). 

Las prolongaciones citoplasmáticas de las células de la granulosa atraviesan la zona 

pelúcida para mantener un contacto intimo con la membrana plasmática del ovocito 

mediante las umones gap. En la fOIDlación de estos contactos interviene la proteína 

eonexína-37, la que es expresada por los ovocitos en todos los estadios de la 

foHculogénesis. Estos contactos citoplasmáticos constituyen una vía para la transferencia de 

informacÍón y nutrientes al ovocito. 

La proliferación de las células de la granulosa da .origen a múltiples capas celulares que 

callsan el agrandamiento folícular y que transforman al folículo primario en un folículo 

secundario (figura 2). aumento de diámetro de los folículos en maduración se debe a la 
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acción combinada de la proliferación y de la diferenciación de las células de la granulosa, la 

- hipertrofia de las células de la teca y el crecimiento de los ovocitos (9). 

ovocrro PRIMARIO... 
® 
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FIGURA 2. Proceso de maduración folicular. Tomado y modificado de ref. 12. 

Mientras se forma el folículo secundario, las células de la granulosa desarrollan receptores 

para la FSH , los estrógenos y los andrógenos. Durante ésta fase las células de la granulosa 
r 

también se conectan fisiológicamente mediante uniones gap. El folículo secundario en vías 

de di ferenciación migra a la médula del ovario, donde completa la adquisición del 
r componente tecal. La teca interna temprana se adquiere hacia el fmal del estadio de folículo 

primordial. La aparición de la estratificación tecal se asocia con la adquisición de... 
vascularización alrededor del folículo y con el desarrollo de la teca. Dicha vascularización 

,... 	 esta formada con arteriolas que terminan en una red de capilares cspiralados adyacente a la 

membrana basal. Al mismo tiempo, aparecen los vasos linfáticos. A medida que se forman 

,.. 	 los capilares, las células del intersticio tecal inician su diferenciación con la adquisición de 

... 
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receptores a LH y la capaCldad biosíntesis de esteroides. Las células del estroma 

precursoras de la teca se disponen en estratos concéntricos y se ubican paralelas entre sí 

dispuestas en formas concéntricas. Son células muy alargadas similares a los fíbroblastos 

que rodea completamente el f()J[culo. Las células de la teca cercanas a la membrana basal, 

se asemejan a las células epiteliales y adquieren organelos característicos de las células 

capaces de secretar hormonas esteroides formando la teca interna. Los estratos más 

periféricos de estas células conservan la configuración alargada y se tramiforman en células 

del estroma, conformando la teca externa (9). 

En el momento de la formación de la leca interna a los folículos se les define como 

folículos prc-antrales (41,42). En esta fase el ovoeito inicia su crecimiento extensivo y las 

células de la granulosa que lo rodean prolIferan más (2). En los ovocitos en crecimiento se 

incrementa la cantidad de ARN, la síntesis de proteínas. el número de ribo somas, 

mitocondnas y otros organelos. La acumulación de gránulos de glucógeno, proteínas y 

gotas de lípidos son indicadores de almacenamiento y transporte molecular a través de la 

membrana del ovoeito, así como del aumento de síntesis en el propio ovocito. 

El folículo comienza la fase antral inicial cuando la prodilcción y acumulación de fluido 

forma pequeñas cavidades dentro de las capas de células de la granulosa, posteriormente 

éstas se unen para formar una cavidad denominada antro que esta llena de licor folicular La 

formación de una cavidad folicular dentro de una multicapa de granulosas, es la 

característica de los folículos antralcs (43). Los análisis realízados al licor folicular del 

amro han demostrado la presencia de miembros de la superfamília de los TGPp: la inhibina 

y la activina; la folistatina, la PSH, la LH y el factor de crecimiento 1 tipo insulina (IGF -1 l. 

La inhibina inhibe la producción de FSH y la activina la estimula (44). La folistatina es una 

glicoproteína de cadena simple similar con las subunidades alfa y beta de la familia de la 

inhibina y dc la activina, la folistatina inhibe la producción de FSH (45). Estos tres 

reguladores son expresados en células de la granulosa y de la teca de folículos antrales y en 

células luteinizadas de la granulosa y son escasos en folículos más pequeños (46). 

Experimentos que demuestran que el IGF-l ailmenta los receptores en las células de la 

granulosa y en el ovocito, sugieren que este factor ticne una función similar a la activina y 

regula al receptor de la FSH. (47) La FSH funciona como regulador de la comunicación 

entre las células de la granulosa y el ovocito, pucsto que es capaz de inducir la retracción de 
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las prolongaciones celulares de las células de la granulosa que tienen comunicación con el 

ovocito (48). Las prolongaciones citoplasmáticas de las células de la granulosa son 

reguladores importantes en la comunicación ovocito-células de la granulosa y en el sostén 

del crecimiento del ovocito, ya que los ovocitos dependen del metabolismo de las células 

de la granulosa para muchas de sus s[ntesis macromo!cculares (49, 50). 

primates y en muchos otros mamíferos, inmediatamente después de que el folículo 

adquiere una cavidad antral, las células de la granulosa que se encuentran en contacto con 

la membrana basal, pierden su forma cúbica y asumen una apariencia columnar, mientras 

las células restantes de la granulosa mantienen su forma cúbica. A través de la acumulación 

del t1uido en la cavidad antral y la proliCeración de las células de la granulosa y las células 

de la teca interna, el folículo crece a través de estadios subsecuentes de desarrollo hasta que 

llega a ser un foliculo seleccionable para la ovulación (5 ¡) (figura 2). 

En el estadio antral dependiendo la ubicación células de la granulosa pueden ser 

células del cumulo y son las que rodean al ovocito, o células murales si forman la pared 

folicular (52). 

Aunque los folículos pre-antrales son capaces dc responder a la FSH, esta hormona no es 

necesaria para la proliferación de las células de la granulosa y para el crecimiento del 

folículo (53). Sin embargo, la segunda fase de la foliculogénesis, la fase antral, es 

dependiente de honnonas e involucra un compleJO proceso esenCIal para la meta principal: 

la ovulación de un ovocito fertilizable. La aparición de las células granulosas que 

responden a la FSH marca la iniciación de la segunda fase de la foliculogénesis y ésta es 

dependiente de los receptores de FSH, los cuales son regulados por IGF-I (47), En adición 

a IGF-l, el estrógeno actúa ayudar a la FSH en la proliferación de las células de la 

granulosa (54). El estrógeno es una hormona csteroíde endocrina producida por las células 

de la granulosa e induce los receptores para la FSH (55). 

Se ha observado que en ratones normales la producción de estrógeno por las células de la 

granulosa en respuesta a FSH y LH provoca una oleada masiva de proliferación en las 

poblaciones celulares dc la granulosa, generando la fOffi1ación de folículos pre-ovulatorios 

grandes (56). Una vez que las células de la granulosa han adquirido la capacidad de 

responder a la LH (vía el receptor de LH), las células de la teca producen grandes 

cantidades de andrógenos. Estos cambios inducen el pico de LH y el folículo pre-ovulatorio 
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activa a una cascada de proteínas señalizadoras, cuales producen una transfonuación 

mayor de las células foliculares. La proliferación se detiene y la diferenciación final inicia 

(luteinización), los ovocÍtos reanudan la meiosis y se lleva a cabo la o\'Ulación (57), 

Durante el crecimiento del folículo, el ovocÍto está detenido en la profase meió!Íca L 

Previo a la ov'Ulación, se reinicia la ¡m~iosis en respuesta al pico de LB (57), Sin embargo, 

sólo pocos ovocit05 que han completado su crecimiento son capaces de reiniciar la meiosls. 

Cuando el folículo crece y madura, el volumen del ovocito se incrementa debldo al 

almacenamiento masivo de ARN, de sustancias de reserva y a una compleja reorganización 

de organelos (58)" 

El folículo pre-o\'Ulamrio hace relieve en la supertlcie del ovario, Su pared tenuína por 

romperse (dehiscencia), expulsando al ovocíto rodeado de las células de la corona radia/a 

(o\'Ulacíón), Entonces las paredes del folículo se colapsan y es expulsado el liquido 

foHcular. El ó\'Ulo es captado por el infündibulo de la trompa uterina y se introduce hacia 

su interior. 

Maduración del OVO cito. En los folículos en crecimiento los ovocitos pennanccen 

detenidos en el estadio diploteno de la profasc meiólica L Los ovoc;ms meióticamentc 

competentes de los folículos dominantes o prc-ovulatorios reinician la meiosis cuando se 

produce el pico pre-ovulatorio de la LB" Esta señal no estimula a los ovocitos que no han 

completado su crecimiento, Durante el periodo entre el pico de LB y la o\ulación, el 

OvocilO lleva a cabo una serie de cambios no sólo en su núcleo sino también en su 

citoplasma, este proceso es conocido como maduraclón de ovocito (59)" 

La maduración de ovocito está acompañada de tres programas de desarrollo que son 

esenciales para la producción de un huevo competente para la fertilización y la 

embríogénesis, estos programas son: a) maduración nuclear, b) maduración epigcnétíca y e) 

maduración citoplasmática (60), 

a) Maduración nuclear: incluye la contmuación y el término de la primera división meiótica 

y la detención estable en una metafase IL Los ovocitos que han alcanzado su máximo 

crecimiento reinician la meiosis en respue,aa al pico prc-oV'Ulatorio de hormona luteinizante 

(LB). Los ovociloS detenidos en la profasc I se caracterizan por una membrana nuclear 

intacta en el núcleo llamado vesícula genuinaL La mamfestación más obvia del reinicio de 

la meíosis es rompimiento de la vesícula germinal, la condensación de los cromosomas y 
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el ensamble de un huso bipolar en la meta fase IL Durante la primera división meiótica, los 

cromosomas homólogos se segregan en grupos, uno es aislado dentro del primer cuerpo 

polar y otro permanece dentro del ovocito de mayor volumen citoplasmático, generando un 

genoma haploide. Después se forma un segundo huso meiótico y es cuando los ovocitos 

entran en la metafase I1, fase en la que se detienen hasta la activación por el espermatozoide 

(60). El ciclo de la meiosis es regulado por oscilaciones en la actividad de la cinasa p34cdc2 

(CDK1), la cual está regulada por la ciclina B; que son componentes de una actividad 

funcionalmente llamada factor promotor de maduración (61, 62). Este factor se desclibió 

por plimera vez en ovoeitos de ranas (63). En los ovoeitos, CDK 1 se activa poco antes del 

reinicio dc la meíos!s y es necesario para el rompimiento de la vesícula germinal, su 

actividad se incrementa y alcanza un pico máximo en la mciosis 1. Durante la transición de 

la rnciosis 1 a la meiosis Il, cuando se separa el primer cuerpo polar, la actividad de CDKl 

se incrementa significativamente y los niveles altos son mantenidos durante la detención en 

mctafase JI (63-65)_ Otro factor que el reinicio de la meíos!s son los niveles de la 

adenosina monofosfato cíclico (AMPc) en el ovocito. Se ha publicado que en ensayos in 

vitro los análogos de AMPc permean la membrana del ovocito y mantienen el arresto 

meiótico (66, 67), aunque los ovocitos de roedores de laboratorio son mas sensibles a estos 

compuestos que los de bovinos (68, (9), o los de plimates (70). 

b) Maduración epi genética: se lleva a cabo durante el crecimiento del ovoeito y genera 

modificaciones de la cromatina que regulan la expresión genética. Los fenómenos 

cpigenéticos son modificaciones de la cromatina estables y heredables que influencian la 

expresión genética sin cambiar la secuencia de ADN. En la ovogénesis, las modificaciones 

epigenélicas además regulan la expresión genética durante el proceso de maduración (60). 

Los mecanismos responsables para la regulación del desarrollo de las modificaciones 

epigenéticas durante la ovogénesis no son conocidos aún, embargo, se ha sugerido que 

pueden ser similares a los mecanismos que operan durante la inactivaeión del cromosoma 

X, en el eua) un ARN no codificante, el transcripto específico inactivo X (Xist), induce la 

represión de un cromosoma completo X (71 l. 
e) Maduración citoplasmática: se define comúnmente como el proceso quc se lleva a cabo 

en el citoplasma de ovocitos en crecimiento, que es para la fertilización y el 

desarrollo embrionario temprano. Los ovocitos acumulan ARN materno inactivo y 
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proteínas llamadas factores efecto-materno, que son esenciales para la transición huevo

embrión y para la embriogénesis temprana, Estos factores son codificados por efecto de 

genes maternos y pueden ser sintetizados durante el crecimiento y maduración del ovocito 

o después de la fertilización, El ARN materno sintetizado durante el crecimiento del 

ovocito se almacena en una forma inactiva y se traduce selectivamente en el momento 

apropiado después de su polí-adenilaci6n en el citoplasma (72), 

Eliminación del conjunto de células germinales por atresia 

Las hembras de mamíferos nacen con un número finito de folículos primordiales y 

constituyen a la población tetal de células germinales disponibles para toda su vida 

reproductiva (73} El número de los que serán seleccionados para desarrollarse hasta la 

ovulación es pequeño comparado con el número total de folículos primordiales presentes al 

naceL Este recurso de ovociloS es absolutamente esencial para la fertilidad. En muchas 

especie, de mamí feros, mueren grandes cantidades de ovoci tos durante el desarrollo 

temprano, ames de que se formen los folículos (74), Aunque se sabe poco de la futlción de 

la muerte células germinales, algunos amores lo consideran un proceso azaroso que 

continúa durante vida adulta. y que es exacerbada por limitaciones nutricíonales o factores 

ambientales, La propuesta de Allan y coL (75) indica que una sobreproducciótl de células 

germinales puede conducir al suicidio de las mismas para obtener un soporte celular 

óptimo, Otra posible función de la muerte de células germinales es la eliminación de 

células germinales con anormalidades cromosómieas o genes mitoeondriales defuctuosos (76J 

También se ha propuesto que los ovocitos que mueren durante el desarrollo embrionario, 

tienen la función de una célula nodriza, en donde algunos se sacrifican para que otros 

sobrevivan (77), proporcionando ARNm, proteínas y organelos a los ovocitos que van a 

sobrevivir, posteriormente las células nodrizas mueren por apoptosis, Lobascio y coL (78), 

indican que los ovocitos con defectos en el entrecruzamiento cromosómico, que es un 

proceso requerido para la segregaciótl de los homólogos en la meta fase I, pueden ser 

elíminados por apoptosis para asegurar un control de calidad del ovocito, 

Las células de la línea germinal femenina mueren durante la maduración por un proceso 

conocido como atresia hasta que todos los folículos son eliminados y se genera la faHa 

ovárica (menopausia en las mujeres). La atresia folicular es el proceso por el cual muchos 

de los folículos existentes en el ovario degeneran. Las evidencias proporcionadas por 
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estudios desarrollados en ovario de aves indican que en el proceso de atresia folicular 

pueden estar participando más de un tipo de muerte celular, ya que en células de la 

granulosa se identificó la coexistencia de la apoplosis, autofag¡a y necrosis (79). 

La forma por la cual se lleva a cabo la pérdida de ovocitos postnatates en mamíferos cs 

muy compleja, ya que los procesos de depleción de células germinales, referidas como 

atresia folicular pueden iniciarse como una consecuencia directa de la apoptosis de los 

ovocitos o como una consecuencia indirecta de la apoptosis de las células somáticas de 

soporte (granulosa), dependiendo de la fase de desarrollo tolicular, ya que se ha observado 

que en los folículos primordiales y primarios la degeneración del ovocito da como 

consecuencia la degeneraGÍón del folículo (80, 81). Por otro lado, en folículos más 

maduros, la atresia inicia c()n las células de la granulosa y posteriormente en células de 

la teca. provocando la muerte del folículo (82). La pérdida de células germinales se lleva a 

cabo tanto en folículos que ya han pasado a través de varias fases del desarrollo, com() en 

I()s folículos en maduración (pre-antral tardío o antral temprano) o folículos totalmente 

maduros (pre-ovulatorios) (76). 

Procesos de muerte celular 

han descrito diferentes formas muerte celular, en donde algunos autores como 

Rosales y cols. (83) incluyen a la necroSlS com() un proceso de muerte celular bien 

caracterizado el cual ongma un hinchamiento de las células y de algunos organelos 

intracelulares, particularmente mÍlocondrias y lisosomas. Esta hinchazón es rápidamente 

seguida de una ruptura de la membrana lisosomal y la liberación de componentes 

intracelulares, incluyendo enzimas hidro líticas, afectando a un conjunto de células vecinas 

ocasionando un proceso inflamatorio; la necrosis puede estar acompañada por picn()sis de 

distribución irregular de cromatina formando áreas de condensación. tipo de muerte se 

caracteriza por no ser genéticamente controlada, es producto de lesiones celulares 

provocadas por causas biológicas, fisicas o químicas, Se han asociado una gran variedad de 

cambios c()n la muerte por necrosis, por ejemplo: pérdida del equilibrio osmótico, por la 

cual el potencial de membrana se ve alterado a causa de una baja en A TP Y de esta manera 

se incrementa su permeabilidad. Otros autores como Majno y Jorís (84), el término necrosis 

lo utilizan para los procesos posteriores a la muerte celular. 
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Los otros tres tipos de muerte celular que han sido caracterizados son: la oncosis, apoptosis 

y la autofagia. 

Oncosis. Maíno y Joris (84) proponen el término oncosis para la muerte causada por 

isquemia. Los autores describen a este tipo de muerte celular, como un proceso en donde la 

integridad de la membrana se conserva al inicio del mismo. se observan prolongaciones 

citoplasmáticas que tlnalmente se desprenden (blebbling) y un hinchamiento de las 

mitocondrias durante las fases iniciales del proceso de muerte. Kato y cols. (85), definen a 

la oncosis como los pasos iniciales de la necrosis. En general el término oncosis (ónkos, 

significa hinchazón) se caracterizó inicialmente en la muerte celular por isquemia y se ha 

reintroducido recientemente para definir la muerte celular que ha penhdo las caracteristicas 

clásicas de la apoptosis. En la literatura se ha definido como una fonna de muerte celular 

caracterizada por un hinchamiento celular, el blebbling de la membrana y el incremento 

la penneabilidad de la misma (86). Liu y cols. (87) definen a la muerte celular oncótica, 

como el punto en donde la respiraCIón (la función mÍlocondrial y la formación de ATP) y la 

horneostasis iónica no pueden ser restauradas (88-90). Después la falla mitocondrial, los 

niveles de ATP bajan, en general, si la disminUCión de A TP es menor del 80-85%, las 

células pueden morir por apoptosis o sobrevivir si la función mitocondrial es restaurada. 

Sin embargo, si la disminución de A TP es mayor del 85%, empieza la oncosis (9 J) Esta 

disminución de A TP, explica por otro lado, que no se vea tan frecuentemente el proceso de 

apoptosis en la enfermedad del sindrome agudo de coronarias, ya que la apoptosis es un 

proceso que requiere ATP para llevarse a cabo. La reperfusión post-isquémica, incrementa 

las especies reactivas al oxigeno (ROS), la generación de radicales libres de oxigeno, la 

oxidación de ácidos grasos, la disminución de oxidación de glucosa y se recobra la 

producción de ATP (92). 

Durante el proceso de oncosis, se un incremento del calcio intracelular y pérdida de 

homeostasis del calcio, ya que en condiciones normales la concentración citosólica de 

calcio es muy baja, El daño celular incrementa dicha concentración, con desacoplamiento 

de la respiración-fosforilación mitocondrial y activación de enzimas bidrolíticas. También 

hay una liberación de enzimas intracelulares y lisosomales, debido al rompimiento general 

de membranas internas (tabla 1). 
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Tabla 1. Características morfológicas y bioquímicas de la oncosis (tomado de reL 93) 

CARACTERíSTICAS CARACTERíSTICAS BIOQUÍMICAS 
MORFOLÓGICAS 

- Hmchamicnto celular. - No inducida por cstímulos patológicos o 
- Hinchamiento y ruptura de milocondrias y fisiológicos. sino por isquemia y/o rcperfusíón. 
organelos. - Genera la formación de especles reactivas 

Cúmulos de cromatina nuclear anormal derivadas del ox[geno (H¡O¡, OH-) que causan 
- Ruptura de lisosomas, vacuolizaeión, deslrucción de la membrana y estructura celuJar. 
cuerpos mitocondriales densos, - Inicialmente hay daño mitocondrial, 
- Ruptura de membrana, incremento en la pcrmeabilidad de la membrana, 
- Afecta a un gmpo de células. que generan una disfunción de las bombas de 
- Inflamación Iones. 

En aproximadamente 24 horas una - No hay una fragmentación especifica de ADN. 
coagulación de proteínas, un encogimiento - Debido a una disminución o cese de la 
celular, canolísis y necrosis. producción de ATI' (mitocondrial, glicolitico o 

del ciclo de Krebs) hay hinchazón celular, 
sinlesis proteica disminuida, transporte activo 
disminuido, Iipogénesis. 
- Todos estos cambios contribuyen a la 
alteración de la mcmbrana celular, es decir a la 

¡ pérdida de la permeabilidad selectiva de la 
i membrana. 

Apoptosis. El témlino apoptosis (apo-separa y ptosis-caer) fue propuesto y empleado por 

Kerr en 1972 (94) con el propósito de descnbir la muerte que se observaba durante el 

desarrollo embrionario, en la regeneración hepática y la relación enU'e proliferación y 

muerte existente en modelos de tumores murinos in vivo, la cual es diferente a la que se 

ocasiona por intoxicaciones y algunas patologías. 

La muerte celular por apoptosis es ejecutada por una familia de proteasas denominadas 

caspasas (95), por ser cisteín-proteasas que hidrolizan a su sustrato junto a un residuo de 

ácido aspártico. Las caspasas responden al estimulo apoptótico mediante la activación de 

una cascada intracelular proteolítica que ocasiona la activación o inactivaCÍón de diferentes 

sustratos celulares y provoca la muertc celular. 

Las caspasas son un grupo de proteínas pertenecientes a las cisteínas proteasas, se 

caracterizan por presentar un residuo de cisteína que media la ruptura de otras proteínas. 

Realizan un corte después de un residuo de ácido aspártico (Asp) (96, 97). Las caspasas son 

proteínas altamente conservadas, Se conocen actualmente catorce caspasas en mamíferos 

(95), de las cuales hay siete que están implicadas en el proceso de apoptosis, hay tres 
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-

caspasas que participan en los procesos de maduración proteica como en el caso de 

mediadores del sistema inmune del tipo de las interleucinas y probablemente una esté 

involucrada en la diferenciación de queratinocilOS. Todas ellas comparten semejanzas en 

,... cuanto a secuencia proteica, estructura y especificidad de sustrato (98) (figura 3). 

caspasa 5 


caspasa 4 


caspasa I 


caspasa 7 


caspasa 3 


caspasa 6 


lo - R 1 '" 
.2 

caspasa 101 u '" 
t:'" caspasa 9 '" 

caspasa 2 

Icaspasa 14 

:> e 

-


Figura 3. Estructura de caspasas (tomado 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 homóloga en mamíferos de la caspasa-l o ICE (Interleukin-I -Converting Enzyme), 

(99, lOO), 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-apoptótica, y ced-9 antagoniza la función de ced-3 y ced-4. 

Divcrsos estudios funcionales y de secuenciación de ADN han evidenciado una estrecha 

semejanza entre estos genes y los de los vertebrados, de tal forma que ced tiene homología 

con las caspasas. 
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De las 14 caspasas identificadas, 11 se han identificado en humanos: I-JO y J4, La primera 

caspas a identificada, la 1 es la responsable de la maduración de la pro-interlcucma 1/3 (ICE, 

caspasa 1) a su fonna pro inflamaluria y biológicamente activa (100), 

Las caspasas son reguladas a nivel pos-traduccional para una activación más eficiente, por 

lo que son sintetizadas como pro inactivas, denominadas pro-caspasas, que una vez 

activadas por proteolisis hmitada y asociaclón de subunidades (96), adquieren la actividad 

catalítica para proteolizar a sus sustratos tras un residuo de ácido aspártico, Reconocen, sin 

embargo, diferentes motivos trctrapcptídicos (secuencia de 4 aminoácidos reconocida 

específicamente por las caspasas) lo cual les confiere cierta especificldad de susttato. Las 

caspasas inactivas pueden ser sustrato a su vez de las activas, de manera que unas caspasas 

activan a otras siguiendo un orden jerárquico y en fonna de cascada (102). 

Las caspasas tienen 3 regiones que consisten de un pro-dominio amino tenninal, una 

subunidad grande (p20) con un centro activo de Cys285, el cual es parte de una secuencia 

de pentapéptidos conservados: glutamina, alanína, císteína, X, glicina y una His237 y el 

extremo carboxilo pequeño de 177 residuos (P10). El pro-dominio y la subunidad larga 

están separados por un lugar de corte con Asp y la subunidad grande está separada de la 

pequeña por uno o dos sitios de corte con Asp, La presencia de Asp en los motivos de corte 

para la maduración es consistente con la capacidad de las caspas as de autoactivarse o de ser 

activadas por otras caspasas como parte de una cascada de amplificación, Cada caspasa con 

pro-dominio largo contiene un módulo de interacción proteína-proteina que pennite la 

unión y asociación con sus reguladores, Las caspasas 8 y 10 contienen un dominio efector 

de muerte (death-effector domain, OEO) mientras que las caspasas 2 y 9 contienen un 

dominio de reclutamiento y activación de caspasas (caspase activation and recruitment 

domain, CARO), Estos dos dominios tienen secuencias distintas, pero se pliegan en una 

disposición espacial similar que consiste en seis a hélices antipara lelas, mIsmo 

plegamiento lo encontramos en el dominio de muerte (death domain, DO), una tercera 

proteína de interacción presente en varios reguladores iniciales de la apoptosis como C095 

y la molécula adaptadora FADO. Parece que el 00, DEO Y CARO derivan de un dominio 

ancestral común (103), 

Ya en la fonna activa, las caspasas son tetrámeros con dos dominios catalíticos con una 

Cy5-285 en cada dominio (figura 4), 
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Figura 4. Estructura de caspasas (tomado de rel. 103) 

,... 	 Las caspasas se han clasificado de diversas formas, tomando en cuenta su estructura, su 

función o la preferencia de sustrato. 

A) En humanos de acuerdo a su función, se clasifican de la siguiente forma: 

- Caspasas pro-inflamatorias: caspasa 1, 4, 5, 11 Y 12. 

- Caspasas ejecutoras de muerte: caspasa 3, 6 Y 7 

- Caspasas iniciadoras de muerte: caspas a 2, 8, 9 Y 10. 

- - Caspasa con posible relación con la maduración de queratinocitos: caspasa 14 

B) De acuerdo a su estructura general: 

... 	 - Prodominio largo con CARD: caspasa 1, 2, 4,5,9, II 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 [: caspasa 1, 4 Y 5 (P4 con secuencIa óptima: triptófano, ác . gl utámico, 


his tidina y ác. aspártico) 


,... Clase 11: caspasa 6, 8, 9 Y I I (P4 con secuencIa óptima (leucina/valina; ác. 


glutámico, X, ác . aspártico) 


Clase lJI: caspasa 2, 3 Y 7 (P4 con secuencia óptima: ác. aspártico, ác. glutámico, 


X, ác . aspártico; X=valina o histidina) 


La clasi ficación más utili zada es de acuerdo a su función : caspasas pro inflamatorias (l , 4, 


5, 11 Y 12) Y las caspasas que participan en apoptosis, que a su vez pueden div idirse en dos 


grandes grupos: caspasas iniciadoras (8, 9, 2 Y 10), que se activan en respuesta a señales 
-
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apoptóticas y activan a las caspasas efectoras (3, 6 Y 7), las cuales proteolizan sustratos 

celulares provocando la desorganización de la célula y los cambios morfológicos típico~ de 

la apoptosis (95), Además, parece existir especificidad de tejido en cuanto a la caspasa 

requerida para el proceso apoptótico. 

Activación de las caspasas. En la activación de se lleva a cabo un 

procesamiento proteolítíco entre dominios, scgUldo de una asociación entre las subunidades 

grande y pequeña para ronnar un hetcrodímero. La estructura de las caspasas está 

compuesta de dos heterodímeros para fonuar un tetrámero, con dos centros activos que 

parecen funcionar forma independiente (figura 4). 

Tipos de activación: 

a) Activación por otra caspasa, se genera durante la exposición de una pro-caspasa a 

una caspasa previamente activada, Esta estrategia de activación denominada 

cascada caspasas es muy utilizada por las células para la activación de las tres 

caspasas que tienen pro dominio corto: 3, 6 Y 7, 

b) Activación inducida por proximidad: La caspasa 8 es la caspasa mlciadora clave en 

la vía de los receptores de muerte. Después de la unión del ligando, los receptores 

de muerte como CD95 (Apo-l/Fas) se agregan y forman un complejo de 

señalización de membrana. Estos complejos reclutan a través de sus proteínas 

adaptadoras, varías moléculas dc pro-caspasa 8 con lo que se aumenta la 

concentración local de la pro-caspasa. En estas condiciones, la baja e intrínseca 

actividad de proteasa de la pro-caspasa 8 es suficiente para permitir que varias 

moléculas de pro-enzima se corten mutuamente y se activcn unas a otras, 

e) Asociación con una subunidad reguladora: El mecanismo de activación más 

complejo es el utilizado por la caspasa 9. El procesamiento catalítico de la pro

caspasa 9 tiene un efecto mínimo en su aClÍvación, el requerimiento clave para su 

aclÍvación es su asociación con un cofactor de proteínas: Apaf-l. También se 

necesita citocromo-c (cyt-c) liberado por la mitocondria. El cyt-c y Apaf-I se 

asocian en un proceso dependiente de ATP. La olígomerización de Apaf-l reduta 

pro-caspasa-9 fonnando el apoptosoma. La activación de la caspasa 9 es debida a un 

cambio confonnacional, no a proteólísis. 
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Las caspasas efectoras son activadas proteolíticamente por otras caspasas, mientras que las 

caspasas iniciadoras se activan por interacciones reguladas de proteína-proteína. 

Actualmente se han descrito con detalle cada una de las rutas activadoras de las caspasas: la 

ruta extrínseca mediada por receptores de la membrana citoplasmática y la ruta intrínseca 

en la cual está involucrada la liberación de cyt-c al citoplasma por la mitocondria. En la 

ruta del receptor dc muerte, la unión de miembros agonistas de la superfamilia del factor de 

crecimiento nervioso con TNF (Tumor Necrosis Factor), puede inducir la activación de la 

caspasa iniciadora: la caspas a 8, la cual a su vez activa a la caspasa efectora la caspasa 3 

(104, 105). En la ruta mediada por el cyt-c, convergen diversos estímulos en la mltocondria 

y generan la liberación de cyt-c al citoplasma, un evento regulado por la familia de 

proteinas Rcl,2 (l06, 107). 

La ruta extrinseca se inicia por la unión de un ligando a su receptor transmembranal para 

promover el reclutamienlo de proteínas adaptadoras. Los receptores C095/Fas/Apol, 

TNFRI (TNRF, receptor de factor de necrosis tumoral), TNFR2, OR3iWsl-l/Tramp, 

OR4iTRAIL-RJ, OR5/TRAIL-RRJTRICK2/KiHer y ORó se caracterizan por la presencia 

de repeticiones múltiples ricas en U>':;;:II'" en la porción extracelular y en el módulo de 

interacción conocido como DO en los tallos citoplasmáticos, todos estos pueden ser 

inducidos por Jígandos. Una vez inducido por el ligando, el receptor genera la foonaeión de 

un complejo inductor de señalización de muerte (DlSC) que contiene múltiples moléculas 

adaptadoras incluyendo FAOO (Fas asociado a 00), TRAD (Receptor TNF asociado a 

DO), OAX.X, REIP (receptor interacmantc con proteína cinasa), RAIDD (RIP asociado a 

00), la granzima B (liberada por los linfocitos T citolóxicos (C08+») y FLlP (proteína 

inhibidora tipo FLlCE -enzima convertidora de lL-1 p tipo FADO-). FAOO es reclutado al 

DlSC a través del DD que tiene en su región carboxilo tem1inal y luego interactúa a través 

de su DED en su extremo amino tenninal con el OEO de la caspasa 8 (108). La caspasa 8 

es la caspasa apieal en la ruta por receptor de muerte e interactúa con proteínas adaptadoras 

para generar su propia tonna activa. El reclutamiento y oligomerización de la ca;;pasa 8 en 

el DlSC genera su activación autocatalítíca (109). Una vez activa, la caspas a 8 puede 

disparar la activación de las caspasas efectoras como la caspasa 3 (95). Por otro lado, se han 

hecho observaciones en donde la activación extrínseca también puede interferir con la ruta 

intrínseca, ya que en respuesta al ligando Fas () TNF la caspasa 8 induce un corte a Bid 
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(proteína pro-apoplética de la familia Bcl-2), para formar Yield, un fragmento carboxilo 

tenninal truncado que se transporta del cltosol a la membrana mitocondrial externa. Los 

oligómeros del Bid tnmcado pueden disparar la permeación de la membrana y provocar la 

liberación del cyt-c. (110). También hay evidencia de que Bid truncado puede disparar 

cambios conformacionales en Bax, el cual se localiza en el canal 811iónico dependiente de 

voltaje en la membrana externa de la mitocondria para iniciar la pcnneación de la 

membrana (111). 

La ruta intrínseca es independiente de receptores de muerte y es inducida por agenles 

quimioterapéuticos, radiación ultravioleta o las moléculas de estrés (especies reactivas al 

oxígeno~ROS-, el ON). lmplíca la penneación de la membrana mitocondrial para liberar 

proteínas mitocondria1cs como cyt-c, OrnÍflItr2 (serina proteasa) y Smac/diablo. Una vez 

liberado en el citasal, el cyt-c se puede combinar con Apaf- l (factor activador de proteasa 

apoptótica) y caspasa 9 para fonnar el apoptosoma (112-114). Apaf-l consiste de tres 

dominios funcionales: un CARD (caspase recruitmcnt domain) amino terminal, un dominio 

central de unión a nucleótido y doce o trece repeticioncs (triptófano-ác. aspártico) en el 

carboxilo tenninaL Apaf- l recluta y activa a las pro-easpasas 9 a través de las interacciones 

de CARO que ambas proteínas tienen. Apaf-I requiere A TP para la inducción de la ruptura 

autolíliea de la pro-caspas a 9 en caspasa 9 activa. Esta última se libera del apoptosoma para 

activar a caspasas 3, 6 Y7, que provocan la ruptura de diversos sustratos y la apoptosis 

(115,116). 

La ruta intrínseca está regulada por la familia de proteínas BeI-2, por proteasas o por 

agentes que promueven la transición de penneabilidad mitocondrial ceramida, ROS Y 

Ca l +). 

Los pnneípales reguladores intracelulares de la muerte celular programada son la familia de 

proteínas Bcl-2, proteína de mamíferos homóloga estructural y funcionalmente a la proteína 

CEO-9; esencial para la prevención de la muerte celular en e elegans (117). Se conocen 15 

miembros de la familia de Bcl-2 en mamíferos hasta el momento (118) Y todos ellos 

presentan al menos uno de los cuatro dominios conservados de homología a Bcl-2 (BHl a 

BH4) (tIgura 5). En condiciones de estrés, los miembros de la familía de proteínas con 

multídominios anli-apoptóticos Bcl-2 (BeI-2, BclxC Mcl-l, Bc1-w y BI1-1 /Al), residentes 

en la membrana mitocondrial externa bloquean la liberación del cyt-c. Esta acción puede 
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ser revertida por la disminución de su expresión o por la inducción de miembros de Bcl-2 

pro-apoptóticos (Bax , Bim, Bid, Bad, Bik, Hrk y Bak). En este caso, si la concentración de 

los miembros pro-apoptóticos empieza a ser demasiado alta, comienza la formación de 

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

Los miembros de la familia Bcl-2 pueden tener cuatro dominios BH 1, BH2, BIn y BH4, 

compuestos de dos a -hélices . Los anti-apoptóticos tienen los 4 dominios BH. Los pro
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apoptéticos pueden tener multídominios (BH 1, BH2 Y BH3) o sólo el BH3 (conocidos 

como BH3 only), más un segmento hidrofóbico en el carboxilo terminal, que es el que los 

dirige hacia las membranas de los organelos, Algunos como Bik, Blk, Bim poseen un 

extremo e-terminal hidrofóbico y otros como Bad, Bid, Bmf, NOXA y PUMA hidrotllico, 

Las Bcl-2, como Bax y Bak, pueden activarse directamente por interacción con la proteína 

Bid que posee un dominio BH3, Por otro lado, Smac/diablo se une y antagoniza a las 

proteínas inhibidores de la apoptosis (IAPs), promoviendo la ruta apoptótica (120), La 

liberación regulada de factores pro-apoplóticos de la mitocondria causa la induccIón de las 

easpasas iniciadoras y efectoras o ejecutoras y una pérdida del potencial de membrana 

mitocondríaL 

Existen al menos cinco diferentes IAPs en mamíferos: XIAP (inhibidor de apoptosis unido 

a X), e-1AP 1, c-lAP2, lAP neuronal y survívina, El espectro de estímulos apoptóticos que 

son bloqueados por las lA1's de mamíferos es amplio e incluye Iigandos y transductores de 

la familia de receptores del TNF, miembros pro-apoptóticos de la familia de Bcl-2, el cyt-e 

y agentes quimiolerapéutícos (121), XLAP, e-1APl y son inhibidorcs directos de 

easpasas, Todos ellos se unen e inhiben a las caspasas 3 y 7 activas y también a la pro

caspasa 9, pero no a las easpasas 1,6,8 ni 10, La unión y la inhibición de las caspasas por 

las IAI's son mediadas por BIR (dominios repetidos IAl' de baculovirus) que está presente 

dentro de las IAPs y que es un sitio conservado de unos 70 aminoácidos repetidos en 

landem, Otra característica de las IAPs es el dominio RING, que actúa como una ¡¡gasa de 

ubiquitina promoviendo la degradación de la propia IAP (122) Y presumiblemente, 

cualquier caspasa unida ella, Cerca del dominio RlNG, tanto en e-IAP I como en c-lAP2, 

existe un dominio CARD que sugiere que cstas IAPs podrían regular directa o 

indirectamente el procesamiento las caspasas a través de interacciones por el dominio 

CARD, De esta manera, las IAPs frenan la apoptosis uniéndose, inhibiendo y quizá 

degradando caspasas, 

La caspasa 3 activa, es capaz de romper muchas proteínas celulares incluyendo ICAD 

(inhibidor de ADNasa activada por caspasa), RQCKI (cinasal formador de mUed coil 

asociados a Rho), poly (ADP-ríbosa) poLimcrasa (PAR?, una enzima reparadora de ADN), 

acrina, fodrina y laminina, La caspasa 3 puede generar el burbujeo en la membrana celular 

(blebbing) vía ROCKI, por medio de la [osforilación pennanente de la cadena ligera de 
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míosína, desensambla la estructura celular y fragmenta ADN vía ICADíDFF45 (inhibidor 

de ADNasa activada por caspasa), haciendo que CAD (ADNasa activada por caspasas) se 

mueva libremente en el núcleo y rompa el ADN internucleosomalmente, lo cual genera la 

característica "escalera de ADN" que se observa en células apoptóticas. 

Durante la apoplosís, la integridad de la membrana plasmática se conserva, sin embargo, la 

estructura y/o función de esta membrana puede ser modificada por los pasos iniciales de 

este proceso. Uno de los cambios bioquímicos durante la apoptosis es la externalización de 

la fosratidilserina, fosfolípido que forma parte de la membrana citoplasmática, el cual 

normalmente se restringe a la parte interna de la membrana (123) Y se plerde la asimetría de 

los fosfolípidos de la membrana" Las técnJcas actuales permiten identificar este proceso, 

mediante Anexina-V acoplada a t1uorescencia, que se asocia a la fosfatidilserina situada en 

la cara externa de la membrana celular. 

La apoptosis ha sido implícada en un espectro de procesos asociados con el desarrollo y 

función normales del ovaDO, incluyendo la muerte de células germinales prenatales (124), 

atresia folicular postnatal (muerte celular de la granulosa, 125), ovulación (126) Ylutcollsís 

(127)" 

En mamíferos hay evidencia de que Bax, media la muerte de células germinales en ovarios 

(128). La proteína Bax por sí sola es suficiente para disparar la apoptosis en los ovocítos 

(129). Hay suficientes datos que apoyan que Bax tiene un papel fundamental en la 

producción de apoptosis tanto de células de la línea germmal como las células de la 

granulosa" Se ha observado que en ratones hembras deficientes de Bax, no se altera el 

número de ovocítos al nacer, pero se reduce de forma significativa la velocidad a la cual los 

ovocitos son eliminados por apoptosis durante la vida pre-púber y adulta (130). Por otro 

lado, ovarios de hembras seniles deficientes de Bax tienen mucbos ovocitos en todas las 

fases de desarrollo, en contraste con las hembras seniles lipo silvestre, cuyos ovarios 

carecen de ovocitos. Además en hembras mutantes de Bax, los úteros muestran un alto 

nivel de hipertrofia, lo cual que la función del ovario se mantiene. Este eswdio 

concluyó que el fenómeno equivalente a la menopausia se puede prevenir, en ausencia de 

Bax (130). 

La caspasa-2 se expresa en los diferentes tipos celulares del ovarío íncluyendo a los 

ovocítos (J3 l), embargo, cuando se inhibe la expresión de esta caspasa, no se observan 
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folículos atrésícos aberrantes, lo cual sugiere que esta enzima no es escnCÍal para cl proceso 

de muerte de las células de la granulosa, Por otra parte, en ensayos con ratones hembras sin 

caspasa-2, éstas nacen con una gran reserva de ovocitos primordiales (131), que es el 

resultado de un proceso de apoptosis deficiente, Mientras que la caspasa-2 es claramente 

importante para la apoptosis que ocurre en los ovocitos carentes de caspasa 3, la enzima no 

parece ser requcrida para la ejecución de la muerte celular programada de los ovoeitos en 

general 

Existe una gran cantidad de evidencias de que la caspasa 3 es el ejecutor principal de la 

muerte celular programada en el ovario, Por ejemplo, existe una correlación entre la 

expresión de caspas a 3 y la apoptosis en las células de la granulosa en el ovario de ratas 

(132). 

Autofagia. un fenómeno fisiológico que consiste en la destrucción de organelos 

celulares o fragmentos citoplasmáticos, Con este proceso no hay pérdida de los 

componentes químicos, ya que vuelven a ser utilizados por la célula, Está relacionada con 

la renovación cíclica de organelos; con la diferenciación celular (ya que aparece durante la 

misma) y surge como respuesta a sustancias tóxicas. La autofagia y el reciclamiento 

citosólico por el protcosoma son las principales rutas la degradación de constituyentes 

celulares, Estas rutas degradativas son particularmente importantes durante el desarrollo y 

bajo ciertas condiciones de estrés (133), 

En células eucarióntlcas, el lisososoma, es el principal organeJo degradativo, Los lísosomas 

son vesículas que se forman a partir del aparato de GOlgl, contienen hidrolasas ácidas y 

tienen la propiedad de fusionarse con diversos tipos de vesículas fagocfticas (134), Son 

puntos de encuentro donde convergen diferentes corrientes del tráfico intracelular, las 

enzimas digestivas son descargadas en ellos mediante una ruta que va por el retículo 

endoplásmico y el complejo de GoIgi. Son organelos rodeados de membrana con un 

espacio interno ácido conteniendo enzimas hidrolíticas para la degradación de proteínas, 

lípidos, ácidos nucleicos y sacáridos. Las sustancias que deben ser digeridas llegan a ellos a 

través de por lo menos tres vías: endocitosis, autofagia y fagocitosis, Durante la endocitosis 

ocurre la formación de endosom3s tempranos y desde ellos, algunas de las moléculas 

endocitadas son seleccionadas y recicladas a la membrana plasmática, mientras que otras se 

dirigen a cndosomas tardios. los cuales tienen un pH aproximadamente de 6 y tienen 
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hidro1asas lisosomales que provienen del complejo de Golgi, pH óptimo de la catálisis 

de las enzimas hidrolítícas se correlaciona con el pH bajo del compartimiento lisosomal, 

que es alrededor de 46, La elevada concentración interna de protones se mantiene mediante 

un transportador protones (una APTasa de H+) presente en la membrana que limita al 

orgando, 

La membrana lísosomal tiene múltiples funciones: es responsable de la acidificación en el 

interior, del secuestramienlo de enzimas lísosomales activas (135), del trasporte y 

degradación de productos del 1umen lisosomal al cÍlosol y de la regulación y fusión entre 

los lisosomas mismos y con otros organelos (I36, 137), membranas !ísosomales 

conticnen varias proteínas altamente N-glicosíladas dc las cuales las mcjor conocidas son 

lamp 1 y lamp2, Estas dos glicoproteínas están estructural y evolutivamente relacionadas 

(138), Lampl y 2 son los mayores componentes de la membrana lisosomal, estimaciones 

basadas en procedimientos de inmuno-purificación calcularon que ambas proteínas 

constituyen aproximadamente el 50% de las proteínas de membrana de lisosomas (139) Y el 

OJ % de las proteínas totales de las células (140), Son proteínas transmembranales tipo J, 

con un dominio luminal grande, un dominio transmembranal y un tallo citoplasmático en el 

extremo carboxilo tenninaL Los taHos citosólicos conservados de lamp I y 2 son II 

residuos y contienen infonnación necesaria para su destino intracelular después de la 

biosíntesis (141), A pesar de su homología en la secuencia de aminoácidos (37%) lampl y 

2 son proteínas distintas, las cuales parece ser que ól\'ef!;lclron muy tempranamente en la 

escala evolutiva, esto es evidenciado por su localización en diferentes cromosomas (1 

Lampl es un componente proteico abundante de la membrana lIsosomal, sin embargo en 

células deficientes de \amp 1, las propiedades lisosomales incluyendo las actividades del 

lísosoma, el pH, la estabílidad osmótica, la densidad, la morfología, la distribución celular y 

el procesamicnto lisosomal, no se ven afectados, En cambio, se observó una alta expresión 

de lamp2, llevando a la conclusión de que ante la deficiencia de lampl, hay una 

compensación por parte de lamp2, contraste con lo anterior, en ratones detlcientes de 

lamp2, los daños son más severos, ya que hay una acumulación masiva de vacuolas 

autofágicas en tejidos, Estos hallazgos apoyan la tcoría de que lamp2 es crucial en la 

ruta de señalización y marcado de lisosomas que guían a los autoíagosomas en la ruta de 

degradación y reciclamicnto de material citoplasmático (142), ya que vacuo las 
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autofágica, se origman de membranas que aislan contenido citoplasmático para finalmente 

fusionarse con los endosomas/lisosomas (143). La importancia fisiológica de lamp2 se 

evidencia en la en fermedad de Danon, que la deficiencía de esta proteina origina tal 

patología (144). Para hacer hincapié en la importancia de estas proteínas, se hicieron 

estudios con ratones doblemente del1ctcntes de lamp l y 2 Y se observó que los embriones 

murieron entre los días 14.5 y 16.5, con una variedad de patomorfología caracterizada 

principalmente por una disgenesis facial. La microscopía electrónica reveló que muchos 

tejidos acumularon vacuo las autofáglcas, hechos que implícan a lamp 1 y 2 en la autofagia 

(145). Todo lo anterior redunda en lo imponante que es la presencIa de las proteínas lampl 

y 2 como parte de las membranas de los l¡sosomas, ya que la función primordial del 

organelo que es la degradación de material citoplasmático, no se lleva a cabo debido a que 

los lisosomas no tienen la maquinaria nccesaria para realizar el contacto con las vacuolas 

autofágicas. 

En eucarionles, durante el proceso de autofagia las células degradan parte de su propio 

citoplasma y organelos (l46), Los estudios morfológicos y bioquímicos han revelado que 

porciones de citoplasma, primero son secuestradas por una vacuola de doble membrana 

(autofagosoma) qlle es originada del retículo endoplásmico (147). La vacuola autofágica 

naciente está cargada con varias hidrolasas ácidas por una fusión con lisosomas, cndosomas 

o elementos del Golgi, para formar una vacuola degradativa con una sola membrana 

llamada autolisosoma (148,149). 

Se han descrito tres tipos de autofagia: la macroautofagía, microautofagia y la autofagia 

mediada por chaperonas (150). Estos procesos difteren eutre sí en los mecanismos por los 

cuales los sustratos son liberados en los lisosomas, en su regulación yen su selectividad. La 

macroautofagia o simplemente allto[agia y la microautofagia son procesos conservados 

desde levaduras hasta mamíferos, mientras que la ruta mediada por chaperonas, se ha 

descrito solo en mamíferos. maeroautofagia es inducida por estrés, en donde organelos 

intracelulares y citosol son secuestrados por una vacuo]a de doble membrana 

(autofagosoma), la fusión de la vacuola con los lisosomas permiten el contacto del 

contenido vaeuolar con las hidro lasas y forman una vacuola de una sola membrana 

denominada autoütgolísosoma, en el cual se lleva a cabo el proceso de degradación, 

después, madura a lisosoma secundario o a cuerpo residual (dependiendo si la degradacióll 
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es completa o parcial) (142). Los diferentes pasos en la macroautofagia como la fonnación 

de la membrana limítante, la elongación, la maduración, la fusión Iisosomal y la 

degradación, están mediados por un grupo de más de 14 proteínas, que fueron descritas 

primero en levaduras, y genéricamente se conocen como proteínas Atg (151). 

autofagia mediada por chaperonas también se puede inducir igual que la autofagia, ya 

que se activa principalmente por diferentes agentes es tres ames como limitación nutricional, 

exposición a compuestos tóxicos y estrés oxidativo (152). Bajo esas condiciones, las 

proteínas sustrato son selecllvamente llevadas a los li,osomas después interactuar con la 

chaperona citosólica hsc70, que es un miembro constitutivo de la familia de proteínas de 

choque térmico con peso de 70 kDa. La interacción de la chaperona con el sustrato se lleva 

a cabo por medio de un sitio de aminoácidos (bioquímlcamente relacionado con el 

pentapéptido: lisina, fenílalanina, ác. glutámico, arginina y glutamina), el cual se presenta 

en todos los sustratos que van a tornar esta ruta (1 complejo sustrato-chapcrona se 

une a un receptor en la membrana lisosQmaJ (lamp2A o proteina tipo 2A asociada a 

membranas de lisosomas) y después de desplegarse, el sustrato atraviesa la membrana 

lisosomal asistido por una chaperona residente en el lumen lisosomal (154), Este tipo de 

autofagia es la ruta degradación de proteínas con mayor especificidad. 

En la microautofagia, los componentes cÍtosólicos son secuestrados directamente por el 

li50soma, el cual se deforma para crear invaginaciones o tubulaciones atrapando citosol, el 

contenido es posteriormente degradado en ellumen dellisosoma (155). 

La ruta de degradación por autofagia está regulada por varios factores, algunos ejemplos 

son los siguientes: en células de mamíferos, la fosforílación de la proteína ribosomal S6 se 

correlaciona fuertemente con la inhibición de la macroautofagia (156). La actividad de la 

cmasa p70S6 está regulada por la cinasa mTor (157, 158). La inhibición de la fosforilación 

que se genera de la inaclÍvación de mTor por tratamiento con rapam¡cma, induce la 

autofagia bajo condiciones de abundantes nutrientes. En células de mamíferos la inhibición 

de PP2A (proteína fosfatasa 2) por ácido ocadaico tiene un fuerte efecto inhibidor en la 

autofagia (159). Los cambios en la localización y/o la actividad de PP2A puede ser un 

mecanismo que controla la autofagia. además de otras fosfatasas que también están 

involucradas en ésta regulación (160). La Apg 13 es parte de un complejo proteico 
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dinámico, el cual incluye la serína y treonina cinasa Apgl (160, 161). La cinasa Apgl se 

requiere para la autofagia en eucariomcs superiores (133). 

La fonnación del autofagosoma está fuertemente regulada y bajo control de GTPasa, 

fosfatidílinositol cinasas y varias fosfatasas. La liberación y fusión del aUlofagosoma 

completo con lísosoma, depende de microtúbuJos y del mantenimiento de una 

acidificación adecuada. Le3 es una proteína asoCiada a microtúbu!os, está implicada en el 

transporte lisosomal y en la degradación vía autofágíca (!62), originalmente se identificó 

como una proteína co-purificada con proteínas I A Y lB asociadas a microtúbulos de 

cerebro de rata (163). Lc3 es una proteína soluble con una masa molecular de 17 kDa que 

está distribuida de fOIT1l3 generalizada en tejidos de mamíferos y células en cultivo. ena 

forma citosólica de Le3 (Lc3-1) está conjugada a la fosfatidiletanolamina para formar el 

conjugado fostadiletanolamina-Lc3 (Lc3-11), el cual es reclutado por las membranas 

au!ofagosomales (164). La degradación eficiente en los autolísosomas, depende de la 

proteinasa B, la acidificación del lumcn y la proteína CVl17 (un candidato de lipasa que 

puede degradar el cuerpo autofágico) (133). 

La autofagia tiene un papel crítico en el proceso homeostático del reciclam!ento de 

proteínas y organelos; sin embargo, también se ha relacionado con condiciones de 

desarrollo y patológicas. La autofagia también ha sido descrita como una característica 

prominente de muerte celular durante el desarrollo embrionario (165) Y durante la regresión 

en tumores dependientes de hormonas, como el de mama (166). diversos 

estudios que indican una función de la autofagia en la muerte celular programada tipo 11, o 

muerte no apoptótica (167, 168, 169). La apoptosis y la autofagia tienen caracteristicas 

morfológicas diferentes, ya que en la muerte celular programada autoJagica, las cisternas 

del Golgi, los poliribosomas y retículo cndoplásmico son degradados antes de la 

destrucción nuclear, el citoesqueleto es conservado durante el evento de degradación 

nuclear (I67). En el desarrollo de las neuronas la muerte celular programada claramente 

involucra a la apop!osis (170): sin embargo, la muerte celular en neuronas también puede 

involucrar a la autofagia (171,172). Asimismo la pérdida de las neuronas Rohon-Beard en 

la espina dorsal de Xenopus requiere la actividad de hidrolasas jisosomales y se cree que 

ocurre por medio de una muerte relacionada con la auto[agia. Enfermedades del corazón 

como la cardíomiopatía de Danon se ha asociado a I.a deficíencia de la proteína lamp2 
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(144). Por otro lado, ratones 3m lamp2 son deficientes en la maduración de autofagosomas 

(173). De igual forma, se observan bajos niveles de autofagia en algunos tipos de cáncer 

(174). Una función de la autofagia es controlar el crecimiento desmedido que está asociado 

con el desarrollo de los tumores Ulilizando un gen supresor de tumores, la heclina 1 r175). 

La heclina 1 es el gen de autofagía homólogo en humanos del gen APG6 en levaduras. 

Beclina 1 interactúa con la proteína antiapoptótica Bcl-2, la cual previene la liberación del 

cyt-c de la mitocondrias, dependiente de Bax. La autofagia se asocia específIcamente con la 

muerte celular programada tipo II (no apoptótíca) (176); sin embargo, bay evidencias de 

que los estadios tempranos de la autofagía pneden jugar un papel en la mllerte celular 

programada tipo 1 (apoptótica) (177). 

La muerte celular por autol'agia es un proceso fisiológico caracterizado por una exacerbada 

degradación de contenidos celulares, incluyendo organelos esenciales como la mítocondria; 

ésta se lleva a cabo por una complicada reorganización intracelular de membranas y 

vesículas, así como por una alta actividad lísosomal (1 ,178). Recientemente se ha 

demostrado que los genes de autofagia Atg7 y Beclina-I son requeridos para la muerte de 

ciertas células, indicando que el mecanismo de proteo lisis está involucrado en la 

sobrcvivcncia y muerte celular (179), Los componentes citoplasmáticos son degradados 

dentro de los lisosomas por microalltofagia y por macroautofagia (146, 180, 181). 

Muchos genes involucrados en la autofagia participan en la formación del autofagosoma 

cuyas características de sistemas conjugación tipo ubiquitinas son conservados en 

eucariontes: el Atg-12-Atg5 y el Atg8 (Lc3)-PE (fosfalidiletanolamina) (182) (figura 6), 

Aunque se necesitan otros complejos Atg para la formación del autofagosoma, los dos 

sistemas anteriores se han descrito en levaduras y en algulJos casos sus ortólogos han sido 

identificados en mamíferos. 

El sistema de conjugación Atgl2-Atg5 es un mecanismo molecular que fue descubierto en 

levaduras y después se encontró quc las células de mamíferos también lo utilizan. La Atgl2 

es una proteína pequeña la cual puede unirse covalentemente a Atg5. La forma de 

conjugación de Atgl2-AtgS es similar a la ubiquitinación, ya que Atgl2 se activa primero 

por Atg7 que funciona como una enzima ubiquitina El activadora y después es transferida 

a AtglO (que tiene una función similar a E2) En este punto Atg7 es liberada, después 

Atgl2 se une de forma covalente a un grupo amino de la ¡isina de Atg5 y AtglO es liberada. 
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Atgl6L unida a su complejo es necesaria para la elongación de la membrana pre

autofagosomal y para la fonnación de la membrana autofagosomal. Este complejo 

finalmente se disocia del autofagosoma maduro. El conjugado Atg12-Atg5 es un proceso 

constitutivo ya se fonna inmediatamente después de la síntesis de Atg 12 y Atg5, 

independientemente del ayuno o de factores inductores de autofagia, de ahí que las fonnas 

... libres de Atgl2 y Atg5 sean vistas raramente (183-187) . 
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Figura 6. Modelo esquemático de formación y maduración de autofagosomas en células de mamíferos. Una 
porción del citoplasma es rodeada por una membrana autofágica para formar el autofagosoma . La membrana 
externa del fagosoma se fusiona con el 1¡sosoma en donde el contenido es degradado. La beclina 1 y dos 
sislemas tipo ubiquitina (AIgI2-AIg5 y Lc3-PE) están involucrados en la formación de aulofagosomas (lomado ... y modificado de ref. 188) 

Otra molécula tipo ubiquitina esencial para la autofagia es Atg8 cuyo ortólogo en 

mamíferos es el MAP 1 Lc3/Lc3 (proteína ti po 1 asociada a microtúbulos de cadena ligera 

3). Lc3 es cortada por la autofagina (Atg4) para producir la fonna citosólica activa de Lc3-1 

(18kDa) la cual es activada por Atg7 y después transferida a Atg3 y modificada en la forma 

activa de Lc3-11 (unida a membrana), la cual interactúa y se conjuga con fenilctanolamina . 
.... 

Esta lipidación pennite un cambio esencial en la confonnación de Lc3 que permite su unión 

a las membranas de los pre-autofagosomas, los autofagosomas y los cuerpos autofágicos . .... 
Este marcado de membranas autofagosomales es dependiente de que Atg5 y Lc3 

pern1anezcan unidos y de que el complejo Atgl2-Atg5 se disocie del autofagosoma (188) . 
.... 

El complejo Lc3 -feniletanolanima se localiza en dos sitios: uno es cuando se ubica en la 

superficie externa de [os autofagosomas y es eliminado antes de la fusión con los .... 
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1í50somas; éste es un mecanismo de seguridad que previene la fusión prematura con los 

lisosomas. El otro es cuando Lc3-feniletanolamina está en la membrana interna de los 

autofagosomas liberados, en csta parte se puede detectar después de que es degradado por 

las hidro lasas (189). 

es el marcador más confiable de fornlación de autofagosomas en células de mamíferos, 

la cantidad relativa de Lc3-1I refleja la abundancia de autofagosomas (190). Las células 

autofágicas se caracterizan bioquímicamente por el rompimiento de Lc3 y su distribución 

punteada dentro de la célula. 

Otra fornla de identitkar a los autofagosomas es por medio del reactivo autot1uoresccnte la 

monodansílcadaverina, que se ha mostrado tiñe vesÍCulas autofagicas (191), Al igual que 

los compartimentos lisosomalcs, las vesículas autofágicas tienen un pH ácido el cual es 

generado por una A TPasa de H+ tipo V (192). cree que las bases débiles capaces 

atravesar membranas biológicas se concentran en los compartimentos ácidos por 

protonaCJón (193). Este mecanismo de atrapar iones ha sido propuesto por una variedad de 

sustanCias llamadas lisosomotróficas tales como el N-(2-[(2,4-dinitrofenil)-amino ]-propíIl

N-(3-aminopropil-mctilamina)dihidrocloruro (DAMP) (194), la primaquina y la doroquina 

(193). La sustancia autoflouresccnte monodansi1cadaverína es una base débíl, marca a las 

vesículas autofágicas in vivo (191), es una sustancia efectiva como inhibidor de la enzima 

transglutaminasa (195), es un inhib¡dor de la endocítosis (196) y es un estimulador de la 

síntesis de fosfolípidos tipo fosfatidilinositol (197). 

Planteamiento del problema. 

La degeneración folicular, ha sido un proceso estudiado de fornla parcial, ya que los 

análisis realizados se han dirigido hacia las células de la granulosa yen algunos casos hacia 

las células de la teca. embargo, los ovocitos generalmente, han sido menos estudiados y 

cuando se han tornado como modelo, se han generado diferentes resultados. Debido a la 

controversia entre algunos investigadores con respecto al proceso involucrado en la muerte 

de los ovocitos, surge la necesidad de realizar una investigación más profunda para 

determinar si el proceso de muerte de los ovocitos es diferente al de las células 

folJculares. Por otro lado, ya que al nacer y durante la pubertad se onginan las mayores 
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pérdidas de células germinales, es importante conocer si el proceso de muerte de ovocitos 

primordiales de ratas recién nacidas es diferente al de los ovocitos de ratas pre-púberes. 

Como se ha mencionado, los diferentes csmdios que se han hecho sobre la atresia folicular 

en los ovarios han sido la mayoría de los casos enfocados hacía las células granulosas y 

mucho menos frecuentemente hacía el ovocíto, consideramos necesario aumentar el 

conocimiento acerca de la participación de diferentes [anTIa, por las cuales los ovocitos 

mueren durante el proceso de atresia folicular; esto aunado a que cada ovocito está bajo una 

continua amenaza muerte y existen aquellos que la evitan, todo esto hace de los ovocitos 

un modelo único para el estudio de muerte celular programada. 
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OBJETIVO GENERAL 

Delemúnar los diferentes procesos de muerte de los ovocitos en ovarios de ratas 

pre-púberes (1 a 28 días) 

OBJETIVOS PARTICULARES 

Analizar la expresión de proteínas implicadas en procesos de muerte celular 

programada apotótica y autofágica, 

Analizar a ultraestrucrural las alteraciones en los ovocitos durante el proceso 

de muerte_ 

Evaluar la presencia de apoptosís en ovocitos de rata en un ensayo Ín vi/ro por 

medio de la Anexina-V, 

Determinar la presencia de [isosomas y autofagosomas, característicos de la muerte 

autofágica, mediante la incorporación de monodansi!cadaverina, 

Evaluar si ADN fragmentado en poblaciones purificadas de ovocitos de rata, 

Evaluar la expresión de ARNm de proteínas implicadas en la apoplosis y en la 

autofagia por medio de la técnica de RT-PCR 
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MATERIAL Y MÉTODOS 
El proyecto, se desarrolló en dos fases: en la primera "in Sí/u ", se hicieron cortes 
seriados de tejido incluido en parafina y en resina acrílica Lowicryl K4M, para 
inmunolocalizar a las proteínas pro-caspasa 3, caspasa 3 activa y lampl" También se 
efectuó la técnica de precipitación de plata para identificar la fosfatasa áCJda y se detectó la 
fragmentación del ADN mediante la técnica de TUNEL Se realizaron las técnicas 
generales para microscopía electrónica en cortes de incluido en Epon y Lowicryl 
K4M, para observar la morfología ultraestructural de los ovocÍlos en proceso muerte" En 
la segunda fase in virro, se obtuvieron fracciones enriquecidas de ovocitos aIslados a partir 
de cultivo celular. A los ovocitos aislados, se les realizaron pruebas de detección de 
marcadores de apoptosis y autofagm en las células vivas" También utilizando poblaciones 
celulares puras de ovocitos, se desarrolló la técnica de electroforesis de ADN y la técnica 
deRT-PCR 

li'ASE l. A'"ÁLISIS "IN SITU" 

I. Obtención de ovarios de rata 
Ratas "Wistar" hembra de 1,5,10,15,17,18,19,20,21, Y28 días de nacidas" 
Extracción de ovarios. 
Se anestesia la rata en una cámara saturada con gases de éter y se coloca en una bandeja de 
disección, sujetando las cuatro extremidades. Se hace una incisión en forma de ojal en la 
parte baja del abdomen y se descubre [a cavidad abdominal. Se ¡dentítican los ovarios y se 
extraen" 

U. Procesamiento para microscopia electrónica 
Los ovarios se fijan de las siguientes formas: parafonnaldchído al 4% y se incluyen en las 
resinas acrílicas: LR \"'hite y Lowicryl K4M; parafonnaldehído 4% con glutaraldehído al 
2"5% y se incluyen en resina epóxic3" 
a) lnclusión en resina Lo\Yicryl K4M 

L- Parafornlaldehído al 4% en amortiguador de fosfatos 0"16 M" Durante 1 
hora a 4"e 
2.-Lavado en amortiguador de fosfatos 0"16 M" pH 3 lavados de 10 minutos cada 
uno. 
3"-Deshidratación. 

Metanol 30% durante 10 minutos a -20°e. 

Metanol 50% durante 10 minutos a -20oe 

Metanol 60% durante 10 minutos a lOce 

Metanol 70% durante 10 minutos a -20°e. 

Metanol 80% durante 10 minutos a -20°C" 

Metanol 90% durante 30 minutos a -20oe 


4"- P re i n c 1 u s ión . 

Metanol-Lowicryl 1: 1 durante 60 minutos a -20oe 

Metanol-Lowicryl 1: 1 durante 60 minutos a -20°c' 

Lowicryl durante 60 minutos a -20°e. 

LowlCryl durante toda la noche -20°e. 


5"- Incluir en cápsulas de gelatina. Polimerizar a -20"C durante 24 horas en cámara de 
luz ultravioleta y 24 horas a temperatura ambiente en cámara de luz ultravioleta" 
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b) Inclusión en resina Epón. 
l. 	 Glutaraldehido 2.5% - Paraformaldehído 4% en amortiguador de fosfatos 0.16 M. 

pH 7.2. Durante 1 hora. 
2. 	 Lavado en amortiguador de fosfatos 0.16 M, pH 7.2. 3 lavados de 10 minutos cada 

uno, 
3. 	 Deshidratación, 


Etanol 60% durante JOminutos, 

Etanol 70% durante 10 minutos, 

Etanol 80% durante 10 minutos, 

Etanol 96% durante 10 minutos, 

Etanol absoluto 2 cambios de 20 minutos cada uno, 


4, 	 Oxido de propileno 2 cambios de 15 minutos cada uno. 
5. 	 Pre-inclusión 


Oxido de propileno + Epon en proporCIón 2:1 durante 12 horas. 

Oxido de propileno + Epon en proporción 1: I durante 12 horas, 

Oxido de propileno + Epon en proporción 1:2 durante 12 horas, 


6, [ncluir en moldes de plástico, Polimenzar a 60C 
( durante 24 horas, 


In. Procesamiento para microscopía óptica. 
l. 	 Paratormaldehido 4% en amortiguador de fosfatos 0.16 M, pH Durante 1,5 

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

uno. 
3. 	 Deshidratación. 


Etanol 60% durante 30 minutos, 

Etanol 70% durante 30 minutos, 

Etanol 80% durante 30 minutos. 

Etanol 96% durante 30 minutos, 

Etanol absoluto 2 cambios de 30 minutos cada uno, 


4, 	 Etanol absoluto-xílol 30 minutos, 

Xilol 15 minutos, 


5. 	 Pre inclusión. 

Parafina-Xi101 1: I durante 1 hora. 

Parafina 1 durante l hora. 

Parafina 2 durante l hora. 


6, 	 Incluir en moldes de plástico, 

IV. Inmunolocalizaciones en cortes de ovarios incluidos en parafina 
Para identificar a la apoptosis se realizaron las inmunolocalizacioncs de las proteínas: pro
caspasa 3 y caspasa 3 activa, así como la técnica de TUNEL Para identitlcar a la aurofagia, 
se inmunodetectó la proteína integral de ¡isosomas lampl y la identítlcación de las 
fosfatasas ácidas activas, por medio de la técnica de precipitación de plata de Gomori, el 
cual es un método citoquímico en donde se incuban los cortes de tejido con un sustrato para 
la enzima que es el ~-ghcerofosfato, en presencIa de una sal soluble de plomo como el 
citrato de plomo; cuando la fosfata ácida separa el fosfato orgánico del sustrato se forma un 
precipitado insoluble de fosfato de plomo en el sitio, el cual puede identilkarse en el 
microscopio electrónico y en el microscopio óptico. como precipitados obscuros, 
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a) lnmunolocalización de pro-caspasa 3 y easpasa 3 activa. 
Desparafinar e hidratar. 
Recuperación antigénica en el microondas con buffer dc citratos 3 minutos a potencia 
\O y 6 minu tos en potencia 3. 
Dejar enfriar durante 30 minutos. 
Tres lavados con buffer sa lino de tris con Tween (TBST) durante cinco minutos. 
Bloquear con TBS durante una hora a temperatura ambiente. 
Incubar con anti-caspasa 3 (1120), caspasa 3 activa ( 1/20) en amortiguador de fosfatos 
durante toda la noche a 4"C en cámara húmeda. 
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-buffer sa lino de fosfatos (PBS)-Tween durante 10 minutos. 
Incubar con estrepta vidina acoplada con Rojo Texas ( 1/500) en amortiguador de 
fosfatos durante l hora a temperatura ambiente y protegido de la luz. 
Tres lavados con TBST durante c inco minutos. 
Contrastar con DAPI (1 / 10) cn amortiguador de fos fatos durante l minuto. 
Tres lavados con amortiguador de fosfatos durante tres minutos. 
Montar. 

b) lnmunoloealización de lampl. 
Desparafinar e hidratar. 
Recuperación 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-Tritón 0.025%. 
Bloquear con TBS durante dos horas a temperatura ambiente. 
Incubar con anti-Lampl (11100-10 ¡.tg/ml) en PBS-BSA-Tween durante toda la noche a 
4'C en cámara húmeda. 
Tres lavados con TBST durante 3 minutos. 
Incubar con anticuerpo secundario GAR IgG en amortiguador de fosfatos 1/200 durante 
2 horas a temperatura ambiente y protegido de la luz. 
Enjuague ligero con TBST -tritón. 
Tres lavados con TBST durante 3 minutos. 
Tres lavados con amortiguador de fosfa tos durante tres minutos. 
Contrastar con DAPI (1 11 O) en amortiguador de fosfatos durantc l minuto. 
Tres lavados con amortiguador de fosfatos durante tres minutos. 
Montar. 

e) Técnica de precipitación de plomo. 

- Desparafinar e hidratar. 

- Incubar con ~-gli cero fosfato de sodio 0.0 1M en buffer de citratos O.OSM pH 5 con 4 mM 

de citrato de plomo, durante 4 horas a 37° C en cámara húmeda. 

- Lavar con agua destilada. 

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

- Teñir con eosina acuosa durante l minuto y montar con medio de gelatina . 
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FASE n. AXÁLlSIS IN VITRO. 
Para realizar técnicas bioquímicas y moleculares, que no se pueden desalTollar en ovarios 
enteros o en cortes de los mismos, se obtuvieron fracciones enriquecidas de ovocÍlos de 
ovarios de ratas de l. 5. 19 Y 28 días de edad, mediante una separación por adhesión 
celular. Las fracciones son de una pureza del 85 al 92% y una viabilídad del 75-96°;(1. 

I. Obtención de fracciones celulares de ovocitos de rata 
Disecar ovarios y pasarlos a solución salina balanceada libre de Ca+- y Magnesio. 
Lavar 2 veces con solución salina balanceada libre de y Mg; t para remover restos 
de sangre en el tejido. 
-Incubar en 10 mi de tripsina al 0.1% en solución salina balanceada libre de Ca" y 
Mg

H 
Mantener a 37° C en baño de agitación a 90 cielosi minuto. durante 5 minutos 

Disgregar el tejido con una pipeta Pasteu( bajo la lupa. 
Recuperar las células en un volumen igual de Dulbecco's Modificd Medium 
(DMEM, Sigma) con 0.1 % albúmina (Sigma labs.) + 0.2% de inlúbidor de tripsina de 
soya. 
Centrifugar a 1.2 g por 10 mino a temperatura ambiente. 
Decantar el medio con cuidado y rcsuspender en l mI de DMEM-albúmina, observar 
las células en el hematocitómetro para determinar viabilidad y pureza. 
Sembrar todas las células en cajas de 2.5 cm de diámetro con DMEM albúmina O 1 %, 
4% suero fetal bovino y 10 ftl de antibiótico por mi de medio. Dejar al menos 24 horas 
en la incubadora. 
Al día siguiente las células somátícas de la gónada forman una monoeapa sobre la 
superficie de la caja, sobre los que se observan unos cúmulos de células más grandes y 
redondeadas, que corresponden a las células germinales. 
Decantar el medio y hacer 3 lavados con 15 mi de DMEM albúmina, esto con el fin de 
remover restos celulares y células no adheridas. 
Después del último lavado, despegar las células genninales con DMEM con 
micropipeta de 1 mI. Es importante pipetear de arriba abajo muy suavemente y 
asegurarse de "lavar" toda la superficie, ver bajo el microscopio para asegurarse que 
sólo se han despegado las células germinales. Es recomendable no excederse en este 
paso pues se corre el riesgo de desprender células somáticas del fondo, hay que tener 
cuidado de no pasar la pipeta sobre la mOrlocapa de células somáticas. 
Pasar la suspensión de células a un ependorf o tubo Falcon de 15 mi (centrifugar a 
1000 rpm por 10 min.). 

Decantar el medio y resuspender en un volumen adecuado de medio (0.2-1 mi) y ver 

bajo el microscopio. 


Para asegurar que las células con las cuales se realiza el presente trabajo. son ovocitos. 
además de la identificación morfológica de las células, se desarrolló la inmunodetección del 
antígeno V ASA, que es una proteína eitoplasmática de células germinales, con el 
anticuerpo V ASA. 
n. Inmunodetección de V ASA. 

Lavar el botón celular con amortiguador de fosfatos. 
Decantar y resuspender en el sobrenadante. 
Poner las alícuotas sobre porta objetos con poli-l~lisina y dejar secar protegiéndolos del 
polvo. 
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Fijar con Methacanl (ácido acético 10%, metanol 60% y clorottmno 30%) durante 20 
minutos a -20°C. 
Lavar 2 veces con PBS frío durante 10 minutos. 
Bloquear con albúmina al 1% en PBS durante 2 horas a temperatura ambiente en 
cámara húmeda. 
Incubar con anticuerpo pnmano antí-VASA 1/500 en amortiguador de 
fosfatos/albúmina 1% toda la noche a 4°C en cámara húmeda, 
Lavar 4 veces con amortiguador de fosfatos durante 5 minutos. 
Incubar con anticuerpo secundario anti-conejo con fluoresceína (ZYMED)IIIOO en 
albúmina al 1% durante I hora a temperatura ambiente. 
Lavar con amortiguador de losfatos durante 5 minutos 4 lavados. 
Incubar con DAPI I minuto. 
Lavar con amortlguador de fosfatos durante 5 minutos 4 lavados, 
Montar con medio de montaje para fluorescencia. 

El proceso de apoptosis en células aisladas se realiza mediante la lllcorporaclOn de la 
Anexina-V marcada con FlTC a la fosfatidilserina citoplasmátíca cxtenlalizada, en un 
ambiente neo en calcio proporcionado por el buffer de unión, utiliza el íoduro de 
propídio como colorante supravital, de tal forma que la incorporación de Anexina-V sin 
lindón nuclear con íoduro de propidio, es el indicativo de que las células están vivas, Las 
células con ioduro de propidio y Anexina-V, se definen como muertas, por lo que no son 
tomadas en cuenta para el análisis. Las observaciones se hacen con un microscopio 
con focal Leica. 

nI. Ensayo de incorporación de anexina-V-FITC/ioduro de propidio en células vivas. 
Preparar 500 ¡.tI de buffer de unión con 5 fll de Ancxina-V -FiTC más 9 ¡.¡l de ioduro de 
propidio. 
-Agregar al botón de células y resuspender muy suavemente. 
Incubar en oscuridad durante 10 minutos a 37°C o a temperatura ambiente. 
Centrifugar a 1600 rpm durante 3 minutos. 
Retirar el sobrenadante con una pipeta con cuidado y no perder de vista el botón de 
células. 
Lavar las células con amortiguador de fosfatos 3 veees y centrifugar. Resuspender muy 
suavemente las células en PES y finalmente ponerlas en el centro de un portaobjetos 
nuevo, colocarle el cubreobjetos cuidadosamente y observar con el microscopio 
confocaL 

Una de las características de la muerte aUlofágica es la alta actividad lísosornal, lo que 
pemlÍte identificar al proceso mediante marcadores específicos de la presencia de los 
cuerpos ¡¡sosornales, como la monodansílcadaverina, la cual ha sido utilizada como un 
marcador para vacuo las autofágicas. La intensidad de tinción con monodansilcadavenna 
incrementa en las células que están en autofagia. 

IV. Incorporación de monodansilcadaverina en células vivas 
Preparar medio de cultivo con monodansil.cadavenna a una concentración O, I mM. 
Agregar al botón de células y resuspender muy suavemente. 
Incubar en oscuridad durante 10 minutos a 37°(:, 
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Centrifugar a 1600 rpm durante 3 minutos, 
Retirar el sobrenadante con una pipeta sin perder de vista el botón de células, 
Lavar con medio de cultivo, 

las células con amortiguador de fosfatos 3 veces y centrifugar. Resuspcndcr muy 
suavemente las células en amortiguador de fosfatos y t1nalmeme depositarlas en el 
cemro de un portaobjetos nuevo, colocarle el cubreobjetos cllldadosamente y observar 
al mícroscopio de fluorescencia, 

Para idcntiticar la fase final de la apoptosis, la cual está dada por la fragmentación de ADN, 
se una electroforesis del ADN de los ovocitos de 1,5, 19 Y28 días, 

V. Electroforesis de ADN. 
Homogenizar las células en l mI de DNAzol durante 3 minutos. 
Pasar el sobrenadante a un tubo limpio, 
Precipitar el ADN del homogenizado agregando I mi de etanol al 100%, 
Mezclar por inversión 3 minutos y dejar reposar 10 minutos a 4°C, 
Centrifugar a 14000 rpm durante 10 min_ a 4ü C y decantar. 
Lavar el ADN dos veces con l mI etanol al 75 % invirtiendo los tubos de 3 a 6 
veces, 
Centrifugar a 14000 rpm durante 10 min, a 

al aire de 5 a 15 segundos, después de quitar el etanol. 
So]ubilizar en NaOH 8 mM_ 
Correr el ADN en gel de agarosa al 2% con bromuro de etidio, a 37V durante 1.5 a 2 
horas. 

Se realizó la técnica molecular de RT-PCR para identificar a los mensajeros de caspasa 3 
(apoptosis), lampl y Lc3 (ambos parn autoíagiH), Para realizar lo anterior, requerimos tilla 
tracción celular de ovocitos 100% pura, por lo que se utilizó la técnica de separación 
individual, manejando un micromanipulador y micro puntas de vidrio. De esta fonna, se 
toman los ovocitos uno por uno y se reciben en un tubo estéril y libre de ARNasas, para 
realizar la extracción de ARl'\!. Las micropuntas, se han hecho de diferentes diámetros (30 a 
100 .,m), hasta lograr obtener las del diámetro adecuado_ Se extrajo el ARN total de cada 
fracción celular para poder obtener el ADNc por medio de la transeriptasa reversa, Una vez 
obtenido el ADNe, se incubó con los oligos diseñados para la reacción la polimerasa en 
los diferentes genes: lamp 1, Le3 y caspasa 3. secuencias de los in,c,adores fueron: 

GenBa,~!~~~~:~~=====r~~~~;rif¡~~~===~__~___ 
NM 0011 00778 5'~qe.:e.:'TG1'e.:e.:I(JGAIA",\q;>'CC;>'~3' ([orward) 
NM 001100778 
NM 012857 
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Los tamaños de los fragmentos amplificados fueron: para caspasa 3, 209 bp; para lamp 1, 
245bp; para Le3, 240 bp Y para J)-actína, 455 bp, PCR se con un paso inicial de 
desnaturalización a 94° C por 40 segundos, alineación a 61" C por 40 segundos y la 
elongación a C por 40 segundos, La reacción fue completada por una elongación final a 
72Q C por 5 minutos, La PCR para ~-actína se desarrolló de la misma forma, excepto que la 
temperatura de allllcamiento fue a 60"C Se desarrollaron 30 ciclos, 

VI- RT-PCR 
a) Ohtención de ARN. 

Homogenizar las células en 1 mI de Trizol durante 3 minutos, 
Homogenizar los ovocitos en 1mI de TrizoL 
Incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente. 

ar",,"r 200 f.ll de cloroformo, 

Tapar muy bien y agitar vigorosamente durante 15 segundos (vortex), 

Incubar a temperatura ambiente durante 2-3 minutos, 


a 11500 rpm a 4°C durante 15 minutos. 
acuosa a un tubo limpio, cuidar que no se contamine con la interfase. 

Agregar 500 ¡,d de alcohol isopropílico, 
Incubar a temperatura ambiente durante 10 minutos, 
Centrifugar a 11500 rpm a 4"C durante 1 Onllnutos (El A RN como un botón 
ligeramente blanco), 

el botón con I mI de etanol EtOH al 75%. 
Vortex, 
Centrifugar a 8500 rpm a 4ó C durante 5 min, 
Secar al aire (pero no completamente para facilitar su disolución), 
Disolver el ARN en 10-20 f.ll de agua DEPC, Se puede pasar ligeramente por una pipeta 
pasleur estériL 
Tomar 10 ¡,tI y agregar 990 )11 de agua para checar pureza y cuantificar el ARN en el 
espectrofotómelro con UV en una cubeta de cuarzo a ADNc 0/240nrn, 
Cuantificar en contenido de ARN con la siguiente relación: 

I densidad óptica de ARN aprox. A 40 )1g /ml. 
h) Síntesis de ADNc a través de la reacción de la transcriptasa reversa. 

Colocar 2 ¡,tg de ARN en un tubo libre de ARNasas y agregar: Agua grado PCR, oligos 
para obtener un volumen final de 13¡J.L 

Incubar a 65°C por 10 minutos pasar inmediatamente a hielo, 
Posteriormente, agregar buffer 5X, inhibidor de ARNasas, dNTP-Mix (I0mM) y la 
enzima transeriptasa reversa (Roche), 
Mezclar por vortex y centrifugar. 

Incubar por 30 min. a 55°C y 5 min a 85°C, 


e) Reacción en cadena de la polimerasa 
Colocar en un tubo Ubre de ARNasas, los reactivos: IhO grado PCR, Buffer 10X, 
MgCh,DNTP's, aligo forward S', aligo reverse 3', DMSO, la enzima Arnp Taq 
(Applicd) y el ADNc, 
Incubar durante 30 ciclos, 
Cargar los productos de la PCR en un gel de agarosa al 2% teñido con bromuro de 
etidío, correr a 85 V durante 1 hora. Visualizar en cámara Uv. 
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Para verificar la correcta amplificación de los genes deseados, se purificaron los productos 
de PCR y se secuenciaron en el Instituto de Fisiología Celular, UNAM, por medio de un 
secuenciador automático ABT PRISM 310 Genctic Analyzer de Perkin-Elmer Applied 
Biosystems que permite secuenciar ADN de diferentes tipos utilizando técnicas de 
electrofóresis capilar. El equipo estA acoplado a una computadora Macintosh en la que se 
colectan y analizan los datos. Los datos son obtenidos como electroferograma. 

d) Purificación y secuenciación de productos PCR (MinElute Gel Eslraclion Kit 
Protocol) 

Cortar el fragmento del gel de agarosa que contiene el ADN con un escalpelo. 
Pesar el fragmento de gel en un ependorf. Añadir 3 volúmenes de Buffer QG por 
volumen de gel (100 mg aprox. 100 fll). 
Incubar a 50°C durante 10 minutos (o hasta que el gel se haya disuelto completamente). 
Para ayudar a disolver el gel, mezclar con vor1ex de 2 a 3 minutos durante la 
incubación. Para geles cuya concentración sea mayor de 2%, incrementar el tiempo de 
incubación. 
Cuando el gel se haya disuelto completamente, verificar que el color de la mezcla sea 
am.arillo (similar al Buffer QG sin agarosa disuelta). Si el color de la mezcla es naranja 
o violeta, añadir 10 ,tl de acetato de sodio 3 M, pH 5.0, Y mezclar. El color debe ser 
amarillo. 
Añadir 1 volumen del gel de isopropanol a la muest.ra y mezclar invirtiendo el tubo 
vanas veces. 
Colocar una columna MinElute en un tubo colector, el volumen máximo del tubo es de 
SOO flL 
Colocar la muestra en la columna MinElute y centrifugar por un minuto. Para mejores 
resultados, transferir todos los restos de la mucstra a la columna. El volumen máximo 
del reservorio es de 800 flL 
Desechar el filtrado y colocar de nuevo la columna en el tubo de colecta. 

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

Desechar eltiltrado y volver a colocar la columna. 

Para lavar, agregar 750 fll de buffer PE a la columna y centrifugar por I minuto. 

NOTA: Si el ADN sc va a utilizar para aplicaciones sensibles a las sales, tales como 

ligación y secuenciación directa, deje reposar la columna de 2 a 5 minutos antes de 

añadir el Buffer PE, antes de centrifugar. 

Desechar el filtrado y centrifugar la columna por un minuto más a 13000 rpm. 

IMPORTANTE: puede que el etanol residual del Buffer PE no se elimine 

completamente hasta la centrifugación adicionaL 

Colocar la columna en un ependorf de 1.5 mL 

Para diluir el ADN agregar 10 [11 de H20 en el centro de la membrana, dejar reposar 

durante 1 minuto y centrifugar por 1 minuto. 


ESTADÍSTICA. 

Los resultados obtenidos son sometidos a pruebas estadísticas utilizando una prueba de 

ANDEVA (P<O.OS) y la prueba de t de Student (P<O.05). 


http:muest.ra
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RESULTADOS 

PRIMERA FASE: ENSA VOS IN SITU 

Las observaciones morfológicas, indican que hay varios estadios de desarrollo folicular en 

los ovarios, que cambian con respecto a la edad de los organismos. En las imágcncs las 

barras de calibración corrcsponden a 10 ¡.tm. 

1 DÍA 

... A la edad de I día, los ovarios presentan principalmente folículos primordiales, los cuales 

están rodeados por una sola capa de células alargadas, incluso hay ovocitos aún desnudos. 

r 	 A esta edad, los ovoeitos son positivos a pro-caspasa 3, a TUNEL y algunos otros a lamp 1, 

Sin embargo, en los ovocitos positivos a la técnica de TUNEL, se detectan con mayor 

frecuencia con respecto a pro-caspasa 3 y lamp 1. También hay algunos ovo citos que son 

simultáneamente positivos a pro-caspasa 3 y a TUNEL (imagen 1). 

-

... 

Imagen 1. Cortes seriados de ovario de rata de 1 dia de nacida. Todas las imagenes con sobreposición de 
DAPI. A: lamp1 , se observan algunos QVQCitos positivos . B: pro-caspasa 3, la punta de flecha indica a un 
avocito que es positivo C: TUNEL la flecha indica a un Dvocilo positivo y la punta de flecha un ovocito positivo 
a TUNEL y pro-caspasa 3 (lB). 

Los resultados de la identificación de caspasa 3 activa, lamp I y fosfatasa ácida a esta edad, 

indican una menor cantidad de ovocitos con respecto a los ovocitos positivos a TUNEL. 

También se observan ovocitos que tienen elevada señal de lampl y de fosfatasa ácida al 

mismo tiempo (imagen 2). Es ev idente que a esta edad, una gran mayoría de los ovocitos 

que están en proceso de degeneración, son positivos a TUNEL. 
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-

Imagen 2. Ovario de rata de 1 día. Los cuadros con imagenes fluorescentes son inmunolocalizaciones y el 
.... campo claro es una localización de la actividad enzimática de la fosfatasa ácida. Las nechas rojas indican a un 

ovocito que es positivo a caspasa 3 activa (A), lampt (8) y fosfatasa ácida (O), pero no a TUNEL (e). La 

.... 
flecha amarilla indica un ovocito que únicamente es positivo a TUNEL, pero no a las otras técnicas. La necha 
blanca muestra un ovocito positivo s610 a caspasa 3 activa. Las flechas azules muestran a QVQCitos que son 
positivos sólo a una técnica . 

.... 5 DÍAS 

A los 5 días se observaron ovocitos primordiales, primarios y secundarios. Los primarios 

están rodeados por una sola capa de células granulosas que van tomando forma cúbica . .... 
Algunos ovocitos fueron positivos a pro-caspasa 3, caspasa 3 activa y lamp 1, pero no a 

TUNEL. Las células de la granulosa que rodean a los ovocilos tienen menor cantidad de 
1""' 

marcado que los ovocitos. 

Se presentaron ovocitos que de forma simultánea tenían caspasa 3 activa y lampl. Por otra 

parte, la técnica ciloquímíca para fosfatasa ácida y la inmunolocalización 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 degradación 

(imagen 3). 

í 

-

... 


Imagen 3. Ovario de 5 dias. A: muestra la reacción positiva para DAPI . B: lampl y DAPI sobrepuestas. para 
evidenciar que la marca de lamp1 es citoplasmática. C: lamp1 sola . O: fosfatasa ácida. Las flechas indican 
ovadtos positivos tanto a lamp1 como a fosfatasa acida. 

10 DÍAS 

-
... 

.... 

A los 10 dias, ya hay folículos secundarios rodeados por más de una capa de células de la 

granulosa e incluso algunos folículos están iniciando la fonnación del antro. La preswencia 

de las proteínas identificadas en los ovocitos es diversa, ya que unos son positivos a sólo 

una de las técnicas, pero hay varios, que son positivos a pro-caspas a 3 y a lamp 1 de forma 

simultánea. Otro patrón de marcado está dado por aquellos ovocitos que son positivos a 

pro-caspasa 3, lamp l y TUNEL, ilust.rado en la imagen 4. Esta imagen permite observar un 

folículo con antro en formación muy alterado, un ovocit.o que ha perdido la clásica forma 

esférica para tomarse más 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 patrón nuclear 

compacto (evidenciado con DAPI). El núcleo del ovocito tiene una importante 

condensación nuclear, que coincide con la marca positiva de TUNEL. 

... La imagen 5 muestra ovocitos secundarios positivos a caspasa 3 activa y a lamp l . Los 

folículos están en estado atrésico inicial, cuyas alteraciones son evidenciadas por la 

deformación del ovocito y e l desprendimiento de las células de la granulosa. Dc éstas, lasr 
que se sitúan más próximas a los ovocitos, también son positivas a ambas proteínas. 

r 

Imagen 5 . Ovocito de ovario de rata de 10 días de nacidas 
(folículos secundarios): A y e muestran la reacción positiva 
para DAPI , (B) caspasa 3 activa y (D) lamp1 . 

Imagen 4. Ovario de rata de 10 días de nacida. A, e y E 
muestran la reacción positiva para DAPI , evidenciando 
a los núcleos. La punta de flecha en A indica el núcleo 
de una célula de la granulosa. La s flechas señalan a un 
ovocito en folículo con antro en formación, el cual es 
posilivo a pro-caspasa (B), lamp1 (D) y TUNEL (F). 

15 DÍAS 

El aumento de la edad va acompañado con una mayor variedad de estad ios foliculares en el 

ovario, a los 15 días de nacidas, hay folículos desde primordiales hasta con antro, cuyos ... 


,.... 
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ovocitos pueden tener más de Ull marcador de apoptosis o aulofagia al mismo tiempo. En la 

imagen 6 se observa un folículo con antro, el ovocito es positivo a pro-easpasa 3 y lamp 1, 

pero no a TUNEL La cromatina de este ovo cito es abundante como puede observarse eon 

DAPI y además sin tinción se pueden observar a dos nucleolos redondos. Las células de la 

granulosa de este folículo antral lienen una mayor reacción positiva a pro-caspasa 3 y 

algunas a lamp 1, una es positiva a TlJNEL 

A esta edad, encontramos folículos primarios y con antro en fOffi1ación, con caspasa 3 

activa, lamp 1 y en una misma célula: algunos con antro grande son positivos a 

todas las reaccIones. 

La imagen 7, evidencia un ovocito en un folículo en crecimiento, positivo a lampl y a 

TlJNEL También se puede observar un nucleolo positivo a lamp 1 (7B, flecha). Por otro 

lado, las células de la granulosa también tienen lamp l. La reacción positiva a TlJNEL 

corresponde con una alta compactación dc la cromatina. 

En esta etapa de desarrollo, también se encuentran ovocitos que son positivos a todas las 

técnicas destinadas a identificar el proceso de apoptosis y el de autofagia. La imagen 8 

muestra un ovoc¡to en folículo antral inicial, muy alterado, cuyo citoplasma presenta zonas 

totalmente degradadas. importante señalar que la zona más alterada del citoplasma, 

corresponde a una reaccrón positiva a fosfatasa ácida. El ovocito es positivo a lamp1, 

caspasa 3 activa y TlJNEL sobrepuesta de TllNEL-DAPI (8C), muestra 

claramente que la marca de TUNEL corresponde a la cromatina nuclear tanto de las células 

de la granulosa como del ovocito. Por otro lado, también se puede ver que las células de la 

granulosa son positivas a lamp 1, a caspasa 3 activa y a TUNEL, pero no a fosfatasa ácida. 

A esta edad, en material incluido en resina Lowicryl, también se observan ovocito~ con 

reacción positiva múltiple; en la imagen 9 se observa un folículo antral en formación con 

ovocÍlo positivo a caspasa 3 actlva, lamp 1 y fosfatasa ácida de manera simultánea. 

17 DÍAS 

Las edades de J 7 a 28 días, muestran resultados muy ¡nteresaIlte~, ya que es cuando se 

puede observar una mayor diversidad de etapas de crecimiento folicular como son folículos 

primordiales, primarios, en crecimiento inicial y los más evidentes son los de antro en 

formación y los antrales. 
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Imagen 6. Folículo de 15 días con 
antro. A, e y E muestran la 
reacción positiva para DAPI , 
evidenciando a los núcleos. OVQcito 
positivo a pro-caspasa 3 (B) Y a 
lamp1 (D). pero no a TUNEL (F).-

-

-

-

-


Imagen 7. Ovocito de ovario de 
rata de 15 días. A y e muestran la 
reacción positiva para DAPI, 
mostrando la cromatina. Foliculo 
con antro en crecimiento, positivo 

.... 

a lamp1 (B), la flecha indica al.... 
nucleolo con marca positiva. (O) 
TUNEL 

.... 

-

r 
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Imagen 8. Ovario de 15 días. 
Ovocito antral en fase muy 
temprana, altamente de
generado y positivo para 
todas las reacciones 
utilizadas. Caspasa 3 activa 
(A) y lamp1 (B), ambas 
marcas están distribuidas en 
el citoplasma tanto del 
ovocito como de las 
foliculares. En el ovocito en 
forma irregular, la señal es 
más intensa en la región 
perinuclear y en la periferia 
junto a la membrana celular. 
C: sobreposición de TUNEL 
y DAPI, evidenciando la 
marca nuclear de la técnica. 
O: fosfatasa ácida, el 
citoplasma está altamente 
degradado y con 
precipitados de plomo . 

.... 

Imagen 9. Ovario de 15 días. 
Cortes de Lowicryl. Foliculo con 
antro en formación, el ovocito es 
positivo a caspasa 3 activa (A), 
lamp1(C) y fosfatasa ácida (B). 
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A los 17 días, algunos ovocitos son positivos a las diversas inmunodeteccíones, estos 

folículos están muy alterados; francamente atrésicos, Algunas células de la granulosa, 

también son positivas a las proteínas sobre todo las de los folículos con 

mayor grado de alteración, 

En la imagen 10, se ve un folículo antral grande, cn atresia avanzada, evidenciada por la 

deformación del ovocito, el desprendimiento de las granulosas y el nucleol0 altamente 

compacto, esta célula es positiva a pro-caspasa 3, caspasa 3 activa y lamp 1 pero no a 

TUNEL Las células de la corona radiata también son positivas, 

Es muy frecuente encontrar que los ovocitos son positivos a lampl y a caspas a 3 activa e 

incluso, un mismo ovocito puede presentar ambas proteínas a la vez, En la imagen 11 se 

presenta un ovocito primario positivo a caspasa 3 activa, a 1amp! ya la técnica de fosfatasa 

ácida, Caspasa 3 activa y lampl, se encuentran distribuidas en el cítoplasma del ovocito y 

en el de las células de la granulosa, estas últimas no son positivas a fosfatasa ácida, como Se 

muestra en la imagen de campo claro, En el ovocito se ven zonas positivas a fosfatasa 

ácida, las cuales son señaladas con flechas, haciendo una comparación con 1amp1, se 

indican las mismas zonas y coincidcn el depósito de plomo con la señal de lamp 1 en el 

mismo ovocito, 

18 DÍAS 

A los 18 días los ovocitos también presentan triple marcado, algunos tiencn pro-caspasa3, 

1amp 1 y TUNEL, como en la imagen 12 y otros tienen 3, easpasa 3 activa y 

lampl, como en la imagen 13, La imagen 12 muestra un folículo atrésico, el núcleo del 

ovoeito está altamente compacto, Se ha visto que los folículos con mayor grado de 

alteración, tienen células de la granulosa positivas a la pro-caspasa 3 y a lamp 1, pero no a 

TUNEL En la imagen 14, observamos un ovocito en un foliculo antra1 en atresia avanzada, 

las células de la granulosa también son positivas a caspasa 3 activa y a lamp l, 

También hay ovocitos en folículos con antro en formación son positivas a más de una 

proteína como puede ser caspasa 3 activa-lamp!, caspasa 3 activa-TL"NEL, o en su caso a 

todas como en la imagen 14, en donde el ovocito es positivo a todas las técnicas, El ovocito 

de esta imagen se encuentra alterado, ya que una parle del citoplasma está degradado y con 

gran actividad dc enzimas lisosomales como muestra el precipitado plomo en la imagen 
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Imagen 10. Ovocito de ovario 
de rata de 17 días. A, e y E: 
muestran la reacción positiva 
para DAPI. Folículo antral 
grande, citoplasma del ovocito 
positivo a pro-caspasa 3 (B), 
caspasa 3 activa (D) y lamp1 
(F). En el núcleo del ovocito un 
nucleolo positivo a pro-caspasa 
3 y a caspasa 3 activa. 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 ácida (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 ácida, que- coinciden con la marca de lamp1. 
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Imagen 12. Ovario de rata de 
18 dlas de nacida. Foliculo 
con antro 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 
positivas . C: muestra la 
reacción positiva para DAPI 

Imagen 13. Ovocito de 

ovario de rata de 18 

días. Folículo antral, 

con ovocito positivo a 

pro-caspasa 3 (A), 

caspasa 3 activa (B) Y 

lamp1 (D). (C) muestra 

la reacción positiva 
para DAPI. Las células 
de la granulosa 

también son positivas 

en todos los casos. 


... 
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de campo claro. Este ovocito también presenta una región cito plasmática mas conservada, 

la cual es más positiva a lamp 1, indicando una alta concentración de cuerpos lisosomales en 

esa zona, para su posible degradación posterior. 

19 DÍAS 

En los ovarios de 19 días, también hay toda una gama de las etapas de desarrollo folicular. 

Hemos encontrado ovocitos que son positivos a más de una proteína o ensayo a la vez. La 

imagcn 15, muestra un folículo con antro en (ormación en donde el ovocito es positivo a 

pro-caspasa 3, a lampl ya TUNEL, el contraste para ADN, coincide con el marcado de la 

técnica para ADN fragmentado (TUNEL). 

En la imagen 16 observamos un ovocito en antro en formación, el cual es positivo a todas 

las técnicas: caspasa 3 activa presente en el citoplasma del ovocito y de las granulosas, 

sobre todo las más cercanas al ovocito; TUNEL positivo en el núcleo del ovocito. Lamp 1 

positivo en el citoplasma del ovocito y de las células foliculares, coincidiendo con una alta 

cantidad de marca para la tosfatasa ácida en el ovocito como se ilustra en la imagen de 

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

La imagen 17 es un ovocito en folículo en crecimiento inicial o secundario de ovario 

incluido en Lowicryl. Aquí se muestra un ovocito positivo a lamp 1 y a tosfatasa ácida; la 

alta concentración de la marca de la proteína lamp 1 distribuida en el citoplasma, se puede 

correlacionar con una amplia cantidad de precipitados de plomo indicando fosf~ltasa ácida 

(imagen de campo claro). Por otro lado es muy notorio que el ovo cito tiene un nucleolo 

altamente compacto y positivo a lamp l. Las células de la granulosa que rodean al ovocito 

son positivas a lamp 1, pero cuando se observa la reacción de Gomori en las mismas células, 

sólo algunas son positivas. 

Es importante mencionar que un evento que se ha repetido con relativa frecuencia, es la 

doble tinción positiva de un mismo ovocito a caspasa 3 activa y a lamp 1, en ovocitos de 

folículos en diferentes etapas de desarrollo. 
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Imagen 14 . Ovario de 18 
días. Ovocito en folículo con 
antro en formación, con 
múltiples reacciones 
positivas. Caspasa 3 activa 
(A) en ciloplasma de ovocilo 
y foliculares . B: TUNEL. 
positivo en el núcleo del 
ovocito. En lamp1 (C), las 
nechas muestran la 
distribución alrededor de 
zonas negativas del 
citoplasma , indicando lisQ
somas presentes en la 
periferia . La imagen de 
fosfalasa ácida (O), muestra 
zonas positivas a la técnica 
en la periferia del citoplasma 
altamente degradado. 

-

-

í 

Imagen 15. Ovario de rata de 
19 días. Folículo con antro 
grande, el ovocito es positivo 
a pro-caspasa 3 (A), lamp1 
(B) y a TUNEL (O), las células 
de la granulosa también 
tienen una elevada marca a 
pro-caspasa 3 y a lamp1 . (C) 
muestra la reacción positiva 
para DAPI. 
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Imagen 16. Ovocito 19 
días, antro en formación, 
positivo a caspasa 3 
activa (A), TUNEL (B) con 
un fragmento del núcleo 
del ovocito positivo, lamp1 
(e) y fosfatasa ,;cida (D). 

-

-
 Imagen 17. Ovario de 19 días. Folículo en crecimiento inicial, positivo a lamp1 (A), con nucleolo también 

positivo. B: muestra los sitios de precipitación del plomo, indicando la reacción positiva para la fosfatasa. 
Ambas marcas se encuentran ampliamente distribuidas en el citoplasma del ovacita. Las células de la 
granulosa s610 son positivas a lamp1. 

r 
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IMAGEN 18. Ovario de rata de 20 dias. Folículo con antro. A y C: muestran la re acción positiva para DAPI. 
Ovocito positivo a pro-caspasa 3 y lamp1. Las granulosas también son positivas . 

... 20 DÍAS 

- En las edades de 20 a 28 días, los ovarios presentan un mayor número de folículos 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 

folículos, desde primordiales, que son los menos frecuentes, hasta los de antro muy grande. 

-
En las edades de 20 y 21 días se observan varios ovocitos que son positivos a pro-caspasa 3 

y a lam p I al mismo tiempo, esto es común en ovocitos de folícu los muy alterados. Las 

células de la granulosa que los rodean también son pos itivas, como se ve en la imagen 18. 

También es importante mencionar que, aunque no se ilustra aquí , algunos ovocitos son 

positivos a una sola proteína. 

-
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Algunos folículos atrésicos tienen ovocitos positivos a pro-caspasa 3 y lampl al mlsmo 

tiempo. En la imagen 19, se muestra un folículo antral muy degenerado, el citoplasma del 

ovocito ya presenta una gran deformación y las granulosas también están muy alteradas, 

con la tinción DAPI se ve la cromatina de estas células muy condensada, el núcleo del 

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

a la técnica de TUNEL. 

-

Imagen 19. Ovocito de 
ovario de rata de 20 dias. 
Folículo antral, altamente 
degenerado con Qvocito 
positivo a pro-caspasa 3 
(B) Y lamp1 (D). Las 
células de la granulosa 
también son positivas. A y 
C: muestran la reacción 
positiva para DAPI. 

-

Es frecuente encontrar en folículos antrales o con antro en formación ovocitos positivos a 

más de una técnica a la vez, En la imagen 20 se puede ver a un ovocito en folículo con 

antro en formación muy alterado, ya que las células de la granulosa están prácticamente 

desprendidas del ovocito, por otro lado, el ovocito tiene una forma irregular y es positivo a 

todas las técnicas. La caspasa 3 activa está 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 

ácida, Es muy interesante ver que la señal de lamp I se encuentra distribuida hacia la 

periferia del ovocito al igual que la señal de fosfatasa ácida. 
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Imagen 20. Ovario de 20 días. Folículo con antro en formación, Qvadlo positivo a caspasa 3 activa (A),,.. 
TUNEL (8), lamp1 (e) y tostatasa ácida (O). La distribución de la tosfatasa en el citoplasma del ovocilO al 
igual que lamp1 evidencia la presencia de lisosomas sobre todo hacia la periferia del ovocito. 

La imagen 21 también de la edad 20 días obtenidas a partir de cortes de Lowicryl, muestra 

un ovocito muy degenerado en folículo antral con reacción positiva a lamp 1, fosfatasa ácida ... 
y caspasa 3 activa, cuya marca se encuentra distribuida en el citoplasma. Por otro lado, las 

células de la granulosa son positivas a lamply caspasa 3 activa, pero no a fosfatasa ácida. 

21 DÍAS 

La diversidad de fases foliculares a la edad de 21 días abarca desdc la fase folicular 

primordial , hasta la fase de folículo antral. Los ovocitos en estado atrésico de esta edad , 

t.ambién presentan marcado múltiple. La imagen 22 muestra un ovocito alterado, con 

presencia de lamp 1 y pro-caspasa 3 . 

... 
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Imagen 21 . Ovario de 20 días. Folículo 
antral. Ovocito positivo a: lamp 1 (A), 
foslatasa ácida (B) y caspasa 3 activa (C) . 
Todas las marcas se encuentran 
distribuidas en el citoplasma del ovocito. 
lamp1 y caspasa 3 activa, también Se 
encuentran en las células de las 
granulosas, no asi la fosfatasa ácida . 

Imagen 22. Ovario de rata de 21 días. Folículo atrésico antra!. OVDcito positivo a pro
caspasa 3 (B) Y a lamp1 (O) . Las gra nulosas lambién son positivas . A y C: muestran la ... reacción no~iti vrl QrlrrI OAPI . 



-
-
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-
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... Imagen 23 . OVQcito de 21 dias. Foliculo antral grande, citoplasma del ovocito positivo a pro-caspasa 
3 (B), caspasa 3 aCliva (D) y lamp1 (F). En el cenlro del ovocilo el nucleolo, posilivo a pro-caspasa 3, 
caspasa 3 activa y lamp1. Las células de la corona radiata y de la granulosa también son posilivas . 
Ovocito positivo a TUNEL (H). A, e, E y G: mueslran la reacción positiva para DAPI. ... 
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En la imagen 23, se ilustra un folículo antral grande de 21 días, cuyo ovocito es 

intensamente positivo a pro-caspasa 3, caspasa 3 activa y lamp 1 al mismo tiempo. El 

nucleolo está fuertemente compactado y es muy positivo a las tres inmunodetecciones y 

también a TUNEL 

imágenes 24 Y corresponden a cortes de ovarios de 21 días, de material incluido en 

parafina y LowicryJ respectivamente, los cuales presentan reacción positiva múltiple. En la 

imagen 24 observamos a un ovocito en folículo en crecimiento inicial, positivo a caspasa 3 

activa, TUNEL, lamp 1 y fosfatasa ácida. Las células de la granulosa también son positivas 

a caspasa 3 activa, TUNEL y lamp 1, sobre todo aquellas más ccrcanas al ovocito, pero no 

son posillvas a fosfatasa ácida. La imagen de lampl (24C), muestra puntns más brillantes 

que son cúmulos de la proteína en el citoplasma que corrcsponde con la abundancia de 

fosfatasa ácída (24D). 

La imagen muestra un ovocllo positivo a lampl, fosfatasa ácida y caspasa 3 activa, en 

folículo con antro grande; células que rodean al ovocito son positivas a lampl y a 

caspasa 3 activa. el ovocito hay una alta marca positiva a fosfatasa ácida, lo cual 

coincide con la amplia distribución de lamp I en el mismo ovocito, evidenciando la 

presencia de una elevada cantidad de IisoBomas en algunas zonas citoplasmáticas 

25 DÍAS 

La imagen 26 (ovario de rata de días de nacida), muestra la marca positiva a pro-caspas a 

3, lamp 1 y TUNEL de un ovocito sumamente alterado. La marca de TUNEL, coincide 

perfectamente con cúmulos de cromatina altamente compactada en el núcleo del ovocito. 

Pro-caspasa y lamp son positivos tanto en el citoplasma del ovocito como en las células 

que lo rodean que también se encuentran muy alteradas 

La imagen 27 muestra a un ovocito con múltiple marcaje, en este caso el ovOCito está 

pseudosegmcntado y la ha dotado de un fragmento de núcleo a cada zona e 

incluso en un segmento, se logró distinguir una fracción de tlucleolo (27Dl. 
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Imagen 24. Ovario de 21 días. Antro en formación muy inicial, ovocito muy alterado, positivo a todas las- técnicas: lamp1 en cúmulos ciloplasmálicos, los cuales tienen correspondencia con la fosfatasa ácida. (A): 
caspasa 3 activa, (6): TUNEUOAPI , (e): lamp1 y (O) : rosratasa ácida . 

-

Imagen 25. Ovario de 21 dias. Foliculo antral 
grande. Ovocito positivo a lamp1 (A), rosratasa -
ácida (6) y caspasa 3 activa (C). Las células de la 
granulosa son positivas a lamp1 y a caspasa 3 
activa. La distribución citoplasmática de fosfatasa 
ácida en el ovocito es bastante homogénea y 
abundante. 
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Imagen 26, Ovario de rata de 25 días de nacida. Folículo en alto grado de degeneración, citoplasma del 
ovocilO muy positivo a pro-caspasa 3 (B) Y lamp1 (D). También positivo a TUNEL (G) , las flechas indican el 
núcleo positivo como se ve en el DAPI (E) , 
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Imagen 27. Dvodto de ovario de rata de 25 días. A, e y E: muestran la reacción positiva para DAPI. 
Folículo antral grande, restos de ol/ocito pseudo-segmentado, positivo a pro-caspasa 3 (8) , caspasa r 3 activa (D) y lampl (F) . 

r 
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En las Imágenes 28 y 29 los ovoeitos ilustrados son positivos a vanas 

inmunolocalizaciones, incluyendo a la fosfatasa ácida. En la imagen 28 observamos un 

ovocito en folículo antral el cual presenta una región citoplasmática altamcnte degradada y 

cuyas reminiscencias son positivas a fosfatasa ácida; por otra parte, tiene una región más 

conservada y menos positiva a fosfatasa ácida; sin embargo, justamente esa zona mas 

conservada es donde lamp 1 es más abundante. También es importante notar que el núcleo 

ya empieza a tener ADN fragmentado evidenciado por TlJNEL. En cuanto a la caspasa, la 

mayor reacción positiva se encuentra en la región más conservada del citoplasma del 

ovocito. 

En la imagen 29 observamos a un ovocito en folículo con antro grande, positivo a lamp 1, 

fósfatasa ácida y caspasa 3 activa. La abundancia de la marca de lamp I coincide con la 

gran cantidad de f()sfatasa ácida, indicando una alta cantidad de lisosomas. La caspasa 3 

activa y lamp 1 también se encuentran prcsentes en algunas células de la granulosa. 

28 DÍAS 

La última edad analizada que es la de 28 días, tiene diversos estadios de desarrollo 

folicular, con una gran cantidad de folículos alterados. Es muy frecuente encontrar ovocitos 

positivos a pro-caspasa 3 y lamp 1, así como los positivos a las tres técnicas: pro-caspasa 3, 

lampl y TUNEL 

A los 28 días. abundan los folículos de mayor desarrollo, sin que esto implique que no se 

encuentren presentes las otras fases foliculares. La mayoría de los folículos que ya han 

alcanzado una fase avanzada de desarrollo, a tal punto de tener características de folículos 

seleccionables, están en proceso dc degeneración, lo que permite que a esta edad. se puedan 

ver una bucna cantidad de ovocÍlos con reacciones positivas a más de un indicador en la 

misma célula. La doble tinción positiva involucra a lamp 1 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. 

La imagen 30 ejemplifica a un ovocito positivo a todas las técnicas y aunado a esto, tiene 

unnucleolo altamente compactado positivo a TUNEL. Las células de la granulosa también 

son muy positivas a caspas a 3 activa y a lampL 
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Imagen 28. Ovario de 25 días. Ovocito antral muy degenerado. Ovocito y granulosas positivos a caspasa 3 
activa (A), TUNEUDAPI (B) , lamp1 (C) y fosfatasa ácida (O). En la imagen D puede observarse una gran 
zona del citoplasma del ovoeito muy degradada, y que es positiva a la fosfatasa ácida (flecha), la zona 

conservada es la de 

,.. 

,... 

-
Imagen 29. Ovario de 25 días. FolículO antral 
grande con ovoeito positivo a lamp1 (A), 
fosfatasa ácida (B) y easpasa 3 activa (e). La 
amplia distribución de lamp1 y fosfatasa ácida 
en el ovocilo coinciden, implicando una alta 
actividad lisosomaL La caspasa 3 activa está 
presente en el mismo QVQCito así como en las 
células de la granulosa. 

-
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Imagen 30. Ovocito de rata de 28 días de nacida en folículo antral. A, e, E y G: muestran la reacción positiva 
para DAPI. B: pro-caspasa 3. o: caspasa 3 activa , F: lamp1, H: TUNEL. Ovocito con marca positiva múltiple, 
la flecha indica la zona positiva a TUNEL, en las otras fotos se puede observar la reacción positiva del ovocito 
y de las granulosas a las diferentes proteinas. 

-
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Imagen 31. Ovario de 28 dias. Ovocito en 
foliculo con antro en formación. DI/oeito y 
granulosas positivos a caspasa 3 activa (A) 
y lamp1 (B). En la imagen e , puede 
observarse una gran zona del citoplasma 
del al/oeito muy degradada , que es positiva 
a la fosfatasa ácida. 

-


r 
Imagen 32. Ovario de 28 días. DI/oeito en folícu lo con antro grande. Positivo a todas las detecciones: 
caspasa 3 activa (A), TUNEUOAPI (B), lamp1 (e) y fosfatasa ácida (O). El ovocito tiene un nucleolo 
altamente compacto positivo a caspasa 3 activa, TUNEL y lamp1. Las células de la granulosa también r 
son positivas a todo excepto a fosfata sa ácida . 
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En la imagen 31 se ilustra un foliculo con antro en formación, cuyo ovocito y granulosas 

son positivos a caspasa 3 activa, lamp I y a fosfatasa ácida, zona más conservada del 

citoplasma de este ovocito, tiene una m"'vor "O!1ticioiÍ lampl; embargo, la región 

degradada, tiene una mayor cantidad de fosfatasa 

El ovodo de la imagen 32 corresponde a un folículo con antro grande, El ovocíto es 

positivo a todas las técnicas, Las células de la granulosa que rodean al ovocito también son 

positivas a caspasa 3 activa, TUNEL y tamp L Es muy notorio que el ovocito tiene un 

nucleolo altamente compacto y que es positivo a caspasa 3 activa, TUNEL y lamp 1, 

Las pruebas realizadas para identificar los procesos de muerte celular apoptosis yautofagia, 

indican que los ovocitos son positivos a alguno de ellos o en algunos casos a ambos, Los 

datos obtenidos muestran que dichos procesos están presentes en los ovocítos a cualquier 

edad del organismo (tabla l), 

Tabla 1, Procesos de muerte cetular identificados en los ovocitos de diferentes edades, 

EDAD OVOCITOS ·OVOCITOS OVOCITOS CON APOPTOSlS y 
(DÍAS) CON CON AUTOFAGlA 

APOPTOSIS AUTOFAGIA 
1 +++++ + + 
5 + +++ +++ 

10 + + +'1 
.............. 

15 ++ ++ ++ 
17 ++ ++ ++ 
18 : + + ++ ++ 
19 ++++ ++ +++ 
20 +++ ++ +++ 

--------------

21 +++ +++ +++ 
25 +++ +++ ++++ 

28 I +++ +++ +++++ 
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MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA. 

La ultraestructura de los en folículos con atresia inicial y avanzada de las 

diferentes edades estudiadas, muestra alteraciones a nivel del citoplasma y nueleares. En la 

edad de 1 día, se observa que los ovocitos alterados, tienen compactaciones de cromatina y 

muchos de ellos. presentan restos de complejos sinaptonémicos (imagen 33A). ovoeitos 

de 5 días se pueden observar vesículas aUlofágicas cn el citoplasma (imagen B). Las 

vesículas son un evento constante a lo largo del desalTollo pre-púber de la rata, ya que se 

presentan en las diversas edades estudiadas y en OVOeltos de diíerentes tases de desarrollo 

folicular. 

Otra característica ultraestructural es la fragmentación del citoplasma de ovocitos en Mr'I'<'¡" 

muy avanzada (34A). Los de ovocitos, presentan prolongaciones 

citoplasmáticas, el contenido cítoplasmático parece estar repartido de forma indiscriminada 

en los fragmentos, e incluso en algunas ocasiones puede verse una parte de núcleo en cada 

sección y un nucleolo altamente compacto (imagen 34B). 

Se han podido identificar vesículas autofágicas con diversos niveles de degradación su 

contenido, las vesículas se han observado en OVOCltOS de las diferentes edades estudiadas 

(imagen 35). 

La técnica de tinción específica para ADN con amina de osmio, ha permitido observar que 

el ADN se encuentra distribuido en el núclco como pequeños fragmentos (imagen 36A y 

C), la cromatina no es tan compacta como para formar el clásico cuerpo apoptótico, 

embargo, los fragmentos son equiparables a los observados con un gran aumento de la 

cromatina en cuerpos apoptóticos la granulosa (imagen 36B), que tienen el 

ADN fragmentado en secciones cortas evidenciadas también con la técnica de amina de 

osmIO. 

La identificación de la fosfatasa ácida activa en los espacios lisosomales y 

autofagolisosolames a nivel de microscopía electrónica, permitió observar la precipitación 

de plomo en sitios del citoplasma cOlTespondientes 11 vesículas cuyo contenido estaba en 

proceso de degradación (imagen 36C). 
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Imagen 33. Micrografías electrónicas . A: ovoci to de 1 dia, célula muy alterada, con restos de complejos 
sínaptonémicos (fiechas). B: ovocito de 5 dias, el citoplasma presenta varias vesículas autofagicas (fiechas) 
en una célula en proceso de degeneración , Tinción general con acetato de uranilo y citrato de plomo. e: 
citoplasma; N: nucleo, n: nucleolo. Barras: 2 micras 

... 
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Imagen 34. Ovocítos pseudosegmentados de 25 días. A: ovocíto a bajo aumento. la zona pelúcída (ZP) se ha 
desprendido del ovocito. el cual está dividido en dos (flechas) . B: vista a mayor aumento de otro ovocilo con 
dos secciones (flechas), en el de mayor tamaño se ve el núcleo con nucleolo muy compacto (punta de flecha) . 
Tinción general con acetato de uranilo y citrato de plomo. e: citoplasma: N : núcleo, n: nucleolo. Barras: 500 nm 
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Imagen 35. Vesiculas aulolagicas en ovocitos 
de 20 dias (A) y 25 dias (B y Cj.Tinción general 
con acetato de uranilo y citralo de plomo. 
Barras: 100 nm. 
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Imagen 36. Micrografías eleclrónicas de: A: 19 dias, B, e y o: 28 dias. Las imágenes A-e son ovocilos 
contrastados con la técnica especifica para AON ami na de osmio. A y e muestran la cromatina contrastada; B: 
cromalina fragmentada de un cuerpo apoplólíco de una célula de la granulosa. O: lécnica de fosfalasa ácida, 
la imagen muestra los precipitados de plomo sobre los lísosomas (flechas). c: citoplasma, N: núcleo. Barras: A 
y e : 2 micras; B: 100 nm y O: 500 nm. 
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ANALISIS CUANTITATIVO 

Tomando en cuenta las características morfo lógicas de los ovocitos, se clasificaron de 

acuerdo a su nivel de alteración en normales o alterados, para poder cuantificar la 

,.. intensidad de marcado de los ovocitos que presentaron lamp I y fosfatasa ácida. Se 

analizaron 189 ovocitos de di ferentes edades y por medio de l programa PhotoShop se, se 

hizo un análisis de la intensidad de luminosidad para fosfatasa ácida y de intensidad de 

tluorescencia para lamp I en el área total de cada citoplasma. 

Se observó que los ovocitos alterados tient:n una mayor cantidad de precip itados de plomo 

(que indican fosfatasa ácida activa) quc los nom1ales, indicando una cantidad más alta de 

lisosomas en los ovoc itos alterados, lo que provoca que e l citop lasma sea más obscuro y 

por consecuencia la luminosidad disminuya en los ovocitos con mayor marca (gráfica 1) . 
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FOSFATASAÁCIDA 

Gráfica 1. La intensidad de marcado mostrando a la fosfatasa ácida activa es significativamente menor en los 
ovocitos estructuralmente normales Que en los alterados. Los ovocitos alterados tienen menor luminosidad 
que los normales, indicando una mayor ca ntidad de precipitado obscuro. Diferencia estadísticamente 
significativa. Comparación 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 I presentt: en los ovocilos alterados es significativamente mayor que en - los ovocitos normales, indicando también una alta actividad liso so mal en Jos ovocitos en 

proceso de degeneración (gráfica 2). 

El 78% de la población total de aquellos en proceso de muerte, son positivos a más de una 

reacción y casi la mitad son positivos a tres diferentes marcadores de forma simultánea. 

La ex presión de la caspasa 3 activa y la pro-caspasa 3 (gráfica 3), mantienen una relación 

inversamente proporcional , ya que cuando la caspasa 3 activa se encuentra en su punto más 
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alto, la pro-caspasa 3 mantiene sus niveles más bajos. Esto indica que cuando la pro

caspasa está en los niveles más bajos, es porque ya ha pasado a su fonna activa, lo cual se 

corrobora con el marcado incremento de caspasa 3 activa. Por otro lado, cuando la forma 

inactiva de la proteasa está en los niveles más bajos es debido a que aún no ha recibido la 

señal de activación, lo que es evidenciado por los bajos niveles de la caspasa 3 activa. 
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LAMP 1 

Gráfica 2. La intensidad de la señal de fluorescencia correspondiente a la inmunolocalización de lamp1 es 
mayor en los ovocitos alterados que en los normales. Diferencia estadísticamente significativa. Comparación 
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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Gráfica 3. Los cambios de la frecuencia de pro-caspasa 3 y la de la caspasa 3 activa muestran una relación 
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 proteínas detectadas y técnicas desarrolladas, ha sido evidente que la 

principal asociación está dada por los dos marcadores de autofagia lamp 1 y fosfatasa ácida 

(tabla 2), poniendo de manifiesto que está involucrada la autofagia durante el proceso de 

eliminación de los ovocitos. 

Tabla 2. Frecuencia relativa de la asociación de dos marcadores en la población de ovocitos doble positivos. 

Frecuencia Relativa 

Lamp l-caspasa activa 0.119 

I Lamp1-fosfatasa ácida 0.595 

Lamp 1-TUNEL 0.095 

Caspasa activa-fosf. áci¿~'-I -' 0.095- Caspasa activa-TUNEL 0.024 

Fosfatasa ácida-TUNEL 0.07 l 

El comportamiento de la frecuencia relativa de la fosfatasa ácida y de lampl, con respecto a 

la fase de desarrollo folicular, son paralelos, ya que ambos siguen la misma tendencia y 

manifiestan su máxima frecuencia en los ovocitos de folículos con antro inicial (gráfica 4), 
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Gráfica 4. Frecuencia relativa de fosfatasa ácida y lamp1, los cambios son paralelos en los diferentes tipos de 
ovocilos.- La frecuencia relativa de los marcadores para el proceso de apoptosis: TUNEL y caspasa 3 

activa, también tienen un comportamiento paralelo a lo largo del desarrollo folicular, 
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presentando sus picos máximos en los ovocitos de folículos primordiales y con antro 

inicial, la frecuencia más baja se encontró en los de folículos primarios (gráfica 5). Estos 

ovocilos también son los que tienen menor porcentaje de fosfatasa ácida y de lamp 1, lo que 

demuestra una menor incidencia de muerte celular en ese grupo. 
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Gráfica 5. Las frecuencias de los dos marcadores de apoplosis son similares en cada grupo de ovocitos. 
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Grafica 6 . Cambios en la frecuencia de la presencia simultánea de los tres marcadores de muerte celular en 
diferentes tipos de ovocitos. -
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La triple asociación más frecuente está dada por caspasa 3 activa, fosfatasa ácida y lamp 1, 

- en cualquier fase de desarrollo folicular (gráfica 6). La triple asociación de caspasa 3 activa, 

TUNEL y lampl sólo se presentó en ovocitos de folículos primordiales. 

Los dos marcadores de autofagia y los dos dc apoptosis, estuvieron presentes en ovocitos 

en proceso de muerte. Casi la mitad de los ovocltos en folículos de antro pequeño fueron 

positIVOS a los cuatro marcadores de forma simultánea. En otros tipos de folículos la 

frecuencia del marcado cuádruple es menor (gráfica 7). 
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Gráfica 7. Cambios en la frecuencia de TUNEL, caspasa 3 activa, lamp1 y fosfatasa ácida en el mismo Qvocito 
en diferentes tipos de folículos. 

... 

Los marcadores de autofagia y apoptosis varían a lo largo del periodo estudiado, ya que en 

los ovocitos de ovarios de un día es característica la presencia de altos niveles de 

indicadores de apoptosis como la caspasa 3 activa y TUNEL (gráfica 8). La frecuencia de 

TUNEL, disminuye rápidamente y no está presente en ovocitos de 5 y 10 días, en los cuales 

la fosfatasa ácida activa y lamp l son más frecuentes. Sin embargo, en los ovocitos de estas 

edades también puede haber un cierto número de ovoeitos con caspasa 3 activa. A los 15 

días los marcadores están presentes en cantidades moderadas. En ovarios de 19 días una 

gran cantidad de ovocitos en proceso de degeneración son positivos a caspasa 3 activa y a 

TUNEL. En 25 y 28 días la señal 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 ácida . 

... 
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Una reacción que siempre está presente en los ovocitos en proceso de degeneración es la 
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Gráfica 8. Ovocitos positivos a lamp1, fosfatasa ácida, TUNEL y caspasa 3 activa en las diferentes edades 
estudiadas. 
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FASE 2. ENSAYOS IN VITRO 

La inmunodetección del antígeno VASA con el anticuerpo anti-VASA, para identificar 

células post-migratorias, en las fracc iones celulares obtenidas por medio dc di sgregación 

enzimática del ovario y cultivo celular, fueron en su mayoría positivas al anticuerpo VASA 

(imagen 37). 

La morfología que presentaron las células germinales fue la dásica fo rma esférica de los 

ovocitos; las células germinales también se di stinguieron por la no adherencia al plato de 

cultivo, a diferencia de las células somáticas que forman una mono capa en el fondo de la 

caja . 

.... 

-
... 

.... 
Imagen 37. Inmunodetección de VASA. A y C: VASA; B y D: DAPI; E: sobreposición. Las flechas indican 
células negati vas a la técnica. e-E vista aumentada de cél ulas positivas a VASA. La marca fluorescente sólo 
se encuentra en el ciloplasma. excluyéndose en el núcleo (E). Barras: A y B 50 ~m; C. D y E 10 ~m . 

.... 
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En las diferentes edades analizadas, hay diversos tamaños de ovocitos , lo cual es 

... 	 concordante con el hecho de que en los ovarios existen folículos en diferente etapa de 

desarrollo, lo que influye en el tamaño del ovocito. En la edad de l día, los ovocitos. 

presentan un tamaño muy homogéneo, ya que en los ovarios de esta edad, sólo hay ovoc itosr 
primordiales o desnudos, el núcleo es grande con respecto al citoplasma. A esta edad , hay 

pocas cé lulas somáticas. por lo que en el plato de cultivo se observan pocas células 

adheridas. A los 5 días, hay ovocitos de diferentes tamaños y el volumen citopl asmálico 

aumenta con respecto al tamaño de los de I día, hay un incremento en la cantidad de células 

somáticas, que es ev idenciado por la población de células adheridas al plato de cultivo. A 

... los 19 y 28 días hay ovocitos de diversos tamaños, los mayores de ellos poseen un enorme 

volumen citoplasmático con respecto al núcleo . Las células somáticas son muy numerosas 

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

-

-

... 

... 


-

Imagen 38 . Ovocitos observados en las cajas de cultivo, las células somaticas están adheridas al fondo y se 
observan de forma extendida. Los avocitos en cambio (flechas) son completamente esféricos y no se adhieren 
a la caja . (A) ovocitos de rata de 1 dia, (B) 5 dias, (C) 19 dias y (D) 28 dias. 
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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 diámetros variables entre 30 y 200 )lID (imagen 

39). 

,... 

Imagen 39. Extracción de ovocitos del 
cultivo celular, utilizando micropuntas y el 
micromanipulador. A: acercamiento de la 
punta al OVQcito, B: ovocitos dentro de la 
micropunta, C: micropunta con aprox. 100 
ovocitos. Ovocitos de 1 día. 

Anexina-V 
r 

La identificación de la Anexina-V marcada con FITC, incorporada a la fosfatidilserina 

- externalizada en la membrana citoplasmática de los ovocitos, se realizó empleando un 

microscopio confocal Leica. 

En este ensayo, se utilizó el ioduro de propidio que es un colorante supravital que penetra 

únicamente a las células muertas, de tal forma que la incorporación de Anexina-V sin 

- tinción nuclear con ioduro de propidio, fue la indicación 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 análisis. La técnica nos permitió identificar a las células 

con marcado verde, que ya han iniciado su proceso de eliminación por medio de la 

apoptosis. 

-
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,... 


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

únicamente en la membrana citoplasmática. 

ANEXlNA V IODURO DE PROPlDIO CONTRASTE DE FASES 

1 DÍA 

5 DÍAS 

19DÍAS 

28 DÍAS 

Imagen 40. Detección de fosfatidilserina externalizada, en ovocitos de diferentes edades. La Anexina-V 
acoplada con FITC, se encuentra unida a la membrana citoplasmática de los ovocitos que ya han iniciado el 
proceso de apoptosis, las células son negativas a iedura de propidio. A la edad de 5 días, difícilmente se 
encuentran Qvocitos con marcado de Anexina-V la marca se encuentra en la periferia del citoplasma . 

,... 
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La frecuencia relativa de ovocitos positivos a la Anexina-V varía de acuerdo a la edad, 

siendo menos frecuente encontrar células positivas a la edad de 5 días. A esta edad la 

frecuencia relativa es de 0.06, la cual es inferior con respecto a las cdades de l y 19 días 

(gráfica 1). La frecuencia relativa más alta es a la edad de l día con respecto a todas las 

edades (prueba dc ANDEV A). 

Anexina V 

<t 0,7> 
1 0,6 

a 
<t 
...J 0,5w 
c:: 

0,4<t 
U 0,3z 
w 0,2
::J 
U 0,1w 
c:: 

°u.. 
1 OlA 5 OlAS 19 OlAS 28 OlAS 

EDAD 

Grafiea 1. Frecuencia relativa de células positivas a la incorporación de Anexina-V. Los ovocitos con mayor 
frecuencia con respecto a las demás edades son los de 1 dia (a vs. b, e y be; P «0.05)). Los ovoeilos de 5 
dias tienen una frecuencia menor que los ovoeitos de las edades de 1 y 19 dias (e vs. a y b; P «0.05)) 
Prueba de ANDEVA. 

Monodansilcadaverina (MDC). 

El ensayo de incorporación de monodansilcadaverína a los lisosomas y autofagolisosomas 

de ovocitos aislados, pennitió observar diferentes patrones de intensidad de distribución del 

compuesto en el espacio citoplasmático. Las células tienen diferentes patrones de 

intensidad de marcado con mondansilcadaverína como se observa en la imagen 41. En 

algunos ovocitos, la marca es más intensa indicando una mayor actividad lisosomal 

(imagen 41E, 41F, 4JJ, 4IL). 

La frecuencia relativa de ovocitos con marca de monodansilcadaverina es similar en todas 

las edades, aunque a la edad de S días la frecuencia es ligeramente mayor, la diferencia no 

es significativa de acuerdo a la prueba estadística ANDEVA (gráfica 2). 
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Anexina -V /Monodansilcada verina 

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 diseñó un ensayo en 

donde se incorporaron ambos marcadores al mismo tiempo. Los resultados obtenidos con 

este ensayo, indican que una célula puede tener ambos marcadores al mismo tiempo. 

Algunas células son positivas sólo a alguna de las técnicas (imagen 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 tamaños (gráfica 3). 

1 DíA 5 DÍAS 19 DíAS 28 DÍAS 

-
-

Imagen 41. Identificación de lisosomas y autofagosomas por medio de la monodansilcadaverina en ovocitos - de 1, 5, 19 Y 28 días 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 día de edad, algunos ovocitos presentan mayor cantidad de 
marcado. e y o: una gran cantidad de ovocitos tienen mayor incorporación de la sustancia, indicando una alta 
actividad lisosomal y aulofágica. Las flechas indican a los ovocitos que tienen mayor intensidad de marcado. 

-

-




92 

1« 0,3 
....1 
w 0,25 
o:: 
« 0,2 

u 
z 0,15 
w 
::::l 

0,1 
u 
w 0,05 
o:: 
u.. ° 1 OlA 5 OlAS 19 OlAS 28 OlAS 

EDAD 

.... 


-

... 


-


... 


-


.... 


... 


Monodansilcadaverina 
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Gráfica 2. Frecuencia relativa de células posilivas al compuesto monodansilcadaverina. No hay diferencia 
estadísticamente significativa. Prueba ANDEVA (P< 0.05) . 

1 DÍA 5 DÍAS 19 DÍAS 28 DÍAS 

ANEXINA-V 

IODURO DE 
PROPIDlO 

MONODANSIL
CADAVERINA 

ANEXINA-V/ 
MONODANSIL
CADAVERINA 

CONTRASTE 
DE FASES 

Imagen 42. Anexina-V (verde) y monodansilcadaverina (azul). La mayoría de los avceitas son positivos a 
ambos marcadores , sin embargo también se encuentran algunos que lo son solamente a una de las 
marcas (flechas). La hilera de sobreposición de las imágenes, permite 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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... Gráfica 3. Frecuencia relativa de ovocilOS positivos de forma simultanea a Anexina-V y a monedan
silcadaverina. No hay diferencia estadísticamente significativa . Prueba estadistica ANDEVA (P< 0.05) . 

r 
Electroforesis de ADN. 

La técnica bioquímica de electroforesis para ADN en ge les de agarosa, permite detectar el 

ADN fragmentado, evento clásico del proceso de apoptosis. 

... 

-

Nuestros resultados del ADN fragmentado de ovocitos por medio de la electroforesis en gel 

de agarosa, ind ica que en las edades de 1, 19 Y 28 días, hay una ruptura de ADN en 

fragmentos de aproximadamente 180-200 pares de bases, denotando la clásica "escalera de 

la muerte" propia del proceso apoptótico (imagen 43). 

... 
El corrimiento del ADN obtenido de ovocitos de ovarios de rata de 5 días no presenta 

fragmentación, evidenciando que el proceso de apoptosis no es el principal actor en la 

ejecución 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 expresión de los tres genes involucrados en los procesos de 

apoptosi s y autofagia, en las edades de 5, 19 Y 28 días (imagen 44). En las muestras de la 

edad de I día , se amplificó durante 40 ciclos para lograr la amplificación del gen Lc3 

(imagen 45) . 
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Se verificó 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 secuenciación corresponde a los genes que identificamos. 

-


100 pb 

A 

magen 43. Eleelroforesis de AON en gel de 
agarosa al 2%, con bromuro de elidio. AON de 
fracciones enriquecidas de ovocitos de 1, 5, 19 
Y28 dias. 

- _. -. - .-... .... 
" 

'" 5 19 28 e AJ 5 19 28 e Ad 5 19 28 e Ad 
100 pb caspasa 3 209 pb lampl 245 pb Lc3 240 pb 

-
B ---- '" 

MPM 5 19 28 e- Ad 
100 pb P-,clina 440 pb 

Imagen 44 . A) Productos de PCR de los genes caspasa 3, lamp1 y Le3 en las edades de 1, 5, 19 Y 28 dias. El 
carril C- indica el control negati vo de la técnica , Ad es muestra de un ovario completo de rata adulta. Se 
puede observar la expresión de todos los genes mencionados en las edades de 5, 19 Y 28 dias. ya que en los 
ovocitos de 1 día sólo se observa a caspasa 3 y lamp1 . Estos resultados son obtenidos por medio de 30 ciclos 
de amplificación. B) Productos de PCR del gen p-actina. 

-

MPM 5 19 28 e
100 pb Lc3 240 pb 

Imagen 45. Productos de PCR del gen Lc3 en ovocitos de 1, 5 19 Y 28 días. Se puede observar la expresión... de los genes por medio de 40 ciclos de amplificación . 

.... 
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MPM casp3 lampl Lc3 
100 pb 209 rb 245 pb 240 pb 

Imagen 46 . Productos de PCR purificados, preparados para enviarse a secuenciar . 

.... 
SECUENCIACIÓN DE PRODUCTOS DE PCR 

,.. 	 Los productos de PCR para los genes de Caspasa 3, lamp 1 y Lc3 se secuenciaron y se hi zo 

una alineación por medio del programa BLAST, para analizar la homología de los 

productos de PCR con la secuencia reportada por el GenBal1k. La secuencia de los 

productos de PCR pertenece a las secuencias reportadas para los genes de Caspasa 3 , lamp 1 

y Lc3, 

Secuencia de Caspasa 3 (forward) 
NNGNNAA TgACCTT ACTCGTGAAGAAA TTatGGAA TTGA TGGA T AGTGTTTCTAA 
GGAAGATCACAGCAAAAGGAGCAGTTTTGTGTGTGTGATTCTAAGTCATGGAG 
ATGAAGGAGTAATTTTTGGAACGAACGGACCTGTGGACCTGAAAAAACTAACT 
AGTTTCTTCAGAGGCGACTACTGCCA 

Electroferograma de Caspasa 3 (forward), Primeras 80 pb, 
10 20 30 . 0 50 60 70 80 

- _ _ - _ __ . ... . . . _ _ _ .aLa_ • ~ . • .... _ _ , . . • ••_ ... ... ... .. 

l ' G ¡,,¡ AA T gocct TlCTC GTGlIIGl/,\';l'a t GGliTTG.\T G G.\TAGTGITTcrMGGMGIJ=GCilMG~GCOGTrrTC;-
... 

... 

,... 
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Secuencia de lampl (forward) 
~CCAGCCCCTCACCACCACTTGTGCCCACAAACCCCAGTGTGTCCA 

AGTACAATGTGACTGGTGACAATGGAACCTGCCTGCTGGCCTCTATGGCACTGC 
AACTCAACATCACCTACATGAAGAAGGACAACACGACTGTGACCAGAGCATTC 
AACATCAACCCAAGTGACAAATATAGTGGGACTTGCGGTGCCCAGTTGGTGAC 

!'"' CCTGAAGGTGAN~AGCNNAGTCTNNGAGCTGCNTTTGGGAAAGNT 

GANCCTANNNGGNNNNN 

r Electroferograma de lampl (forward). Primeras 80 pb. 
10 20 30 40 50 (,0 70 80 --- - ---.. _--_....... .- ....•..--.................._...---_. 


ll"l r>' 'lCO.GC==C\CTTGTCC=.=GTGTGfCCIIII GTOCOA,T GT G.,CTGG1;G;.cM TGGAACCTGCC 

,... 

,... 

-
Secuencia de Lc3 (forward). 
NNTTTCtGGTCCNaGACCATGTTACATGAGCGAGTTGGTCAAGATCATCCGGCG 
CCGCCTGCAACTCAACCCCACGCAGGCCTTCTTCCTGCTGGTGAACCAGCACAG 
CATGGTGAGTGTATCCACACCCATCGCTGACATCTATGAACAGGAGAAGGATG 
AAGACGGATTCCTCTACATGGTCTATGCCTCCCAAGAAACCTTCNNNNTCTGAG - TCAAA 


Electroferograma de Lc3 (forward). Primeras 80 pb. 

10 20 30 40 50 (,0 70 80- -- ---- --- _..._..... ... _...--..........._.._- ...... .. ._-.-

Tl"TCt Q:;TOC" GACClT GTT A cr.TG4GCG.'.GTTGGTc.v.GÁj=CCGGCGCO:;=CCMCT~ca:CJ¡CGCAGGa:ncn 

,... 

,... 


http:GTCC=.=GTGTGfCCIIIIGTOCOA,TGTG.,CTGG1;G;.cM
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ANALlSIS DE RESULTADOS. 

Los cortes seriados de parafina, muestran que en los ovarios de ratas de I día de nacidas , 

ti enen folículos primordiales que son positivos a pro-caspasa 3 ya TUNEL, pero no lo son 

a lamp 1, indicando que el principal proceso que se lleva a cabo para la eliminación de las 

cé lulas germinales después de nacer, es la apoptosis, ya que la pro-caspasa 3 ( 114) Y 

TUNEL, son pruebas para identificar 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 ejemplo, hay una relación directa entre la expresión de caspasa 3 y la 

apoptosis en las cé lulas de la granulosa en el ovario de ratas (J 32), por lo que la caspasa 3 

es necesaria para la progresión de la muerte celular programada en células de la granu losa 

durante la atres ia foli cular. 

A los 5 días los ovarios presentan folículos primordiales y pnmanos; en los folículos 

primarios, las células de la granulosa, empiezan a tornar su clásica forma cúbica . A ésta 

edad, los ovocitos son positivos a dos reacciones: a pro-caspas a 3/TUNEL y otros a pro

caspasa 3/larnp 1. Lamp 1 es una glicoproteína de membrana de lisosomas lo que la hace un 

buen indicador de alta actividad y/o presencia lisosomal. La doble reacción positiva a 

lamp I/pro-caspasa 3 indica que a partir de los 5 días, en los ovocitos se puede es tar 

ll evando a cabo el proceso de autofagia al mismo tiempo que el de apoptosis. Lo mismo 

sucede a los 10 días, ya que se pueden observar ovocitos en folículos primordiales, 

primarios y secundarios, los cuales son doblemente positivos a lampJlpro-caspasa 3. En 

es ta edad, la baja o nula presencia de ADN fragmentado evidenciado por TUNEL, indica 

que aunque se presenten proteínas pro-apoptót icas y pro-autofágicas, la apoptosis no 

avanza hasta su etapa final que es la formación de cuerpos apoptóticos. A las edades de 15 

a 28 días la reacción positiva con lamp l-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 es te respecto , se han realizado estudios en 

ovarios de aves, proporcionando evidencias que indican que en el proceso de atresia 

fol icular puede estar participando más de un tipo de muerte celular, ya que en células de la 

granulosa se identificó 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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es taba en apoptosis y la otra en autofagia, pero no se hizo el estudio en una misma célula 

para definir si se lle vaban a cabo de forma simultánea. 

Las caspasas son sintetizadas como pro-enzimas inactivas, denominadas pro-caspas as, que, 

- una vez activadas por proteo li sis limitada y asociación de subunidades (96), adquieren la 

actividad catalítica para proteolizar a su vez a sus sustratos (198) y siendo la caspasa 3 una 

ejecutora , es importante conocerla en su estado activo. Los datos obtenidos indican que 

dentro de las dobles inmunoloca lizaciones en una misma célula, la mayor frecuencia es tá 

dada por la lamp I-caspasa 3 activa y lampl-pro-caspasa 3, confmnando la participación 

simultánea de ambos procesos: apop tosis y autofagia en una misma célula. 

- Hemos visto la presencia de un nucleolo altamentc compacto en varios ovocitos en los 

diferentes tipos folicul ares, quc es simultáneamente positivo a diferentes 

inmunodetecciones realizadas. El nucleolo es un organelo de gran importancia para su 

desarrollo y puede servir como un marcador morfológico que indica el fin del crecimiento 

del ovocito, En éste la inactivación del nucleolo coincide con la adquisición de la capacidad 

para iniciar la segunda división meiótica, un parámetro que puede ser de importancia para 

la maduración del ovocito in vi/ro (145). 

Las alteraciones nucleolares aquí observadas, indican la presencia de proteínas localizadas 

normalmente en el citoplasma como lamp 1 y caspasa 3 activa. La presencia de estas 

proteínas en el nucleolo del ovocito en proceso de muerte celular, puede involucrar 

- alteraciones en al menos dos pasos de regulación dc la distribución de macromoléculas en 

- compartimentos celulares. Uno es el transporte de proteínas a través del poro nuclear y otro 

en la captura de las proteínas por el nucleolo. El transporte de moléculas de más 40 kDa 

requiere una señal de importación nuclear, la cual es una secuencia espeeí lica de 

aminoácidos, así como de un receptor de transporte. El receptor de transporte puede unirse 

a las nucleoporinas, que tienen dominios con múltiples repeticiones de fcnilalanina-glicina. 

r Este tipo de transporte emplea energía por hidrólisis de GTP. Nuestras 

inmunolocalizaciones demuestran que la importación de caspasa 3 y lamp I al nucleolo, no 

r tiene lugar en ovocitos normales ni en células de la granulosa. La importación de esas 

enzi mas al nucleolo puede implicar una importante alteración de estos mecani smos de 

transporte. El nucleolo ha sido considerado como el lugar en donde son ensamblados los 

ribosomas, sin embrago, evidencias recientes indican que está relacionado con la biogénesis ,.. 

-
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de pequeños ARNs transcritos por la ARN polimerasa n y con la codificación de genes 

localizados fuera del nucleolo como 5S ARNr, ARNt, ARNasa SRP ARN y U6 ARNsn 

(199). Cerca de 7000 proteínas humanas fueron identificas recientemente en nucleolos 

purificados, muchas de estas proteínas están relacionadas con procesos diferentes a la 

producción de ríbosomas, como es la regulación del ciclo celular, reparación de ADN, 

procesamiento de pre-ARNm. edición de ARN, metabolismo de telómeros, procesamiento 

de ARNt y regulación de la estabilidad de proteínas (200). ha propuesto al nucleolo 

como una región que secuestra moléculas que normalmente operan fuera de este organelo 

(principahncnte en el nuc1eoplasma) (201). Este fenómeno puede estar involucrado en la 

regulación del ciclo celular normal y el1 olras funciones celulares normales (202). Así que 

el secuestro la caspasa 3 y de lamp ¡ en el nueleolo puede estar relacionado a algunos 

procesos específicos de la muerte celular del ovocíto, que todavía no se conocen. por ello, 

ínfenmos que la reacción positiva múltiple nucleolar implica un alto grado de alteración 

celular, indicando un ovocÍlo en proceso de muerte. 

La apoptosis ha sido implicada en un espectro de procesos asociados con el desarrollo y 

función normales del ovario, incluyendo la muerte del ovocíto (124), la atresia folicular 

postnatal (1 ovulación (126) y luteolisis (127). En este trabajo, se ha encontrado que es 

probable que la degradación autofágica sea uno de los mecanismos de muerte celular que 

esté participando en la eliminación de los ovocÍlos en la etapa pre púber en ovarios de rata 

Wistar de forma simultánea con la apoplosis. 

Los resultados obtenidos con la técnica citoquímica de Gomori para fosfatasa ácida, ha 

proporcionado datos que sustentan los resultados de las illlllunodetecciones de la proteína 

I iso so mal 1amp I , que la reacción positiva entre ambos ensayos es totalmente 

correspondiente. 

Hemos observado ovocitos muy degenerados, a fosfatasa ácida y a lamp 1, que 

presentan una zona citoplasmátíca muy degradada en la cual hay una mayor cantidad de 

enzimas activas, en comparación a la zona mejor conservada, indicando una alta 

degradación por parte de las enzimas lísosomales del material que existió ahí en un 

momento dado. Por otro lado, la elevada marca de lamp 1 en zonas más conservadas del 

citoplasma, sugiere la presencia de una mayor cantidad de lisosomas en ese lugar, los 

cuales una vez que reciban la señal iniciará el proceso de degradación de esa región. Lo que 
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estamos apreciando en las zonas menos degradadas del citoplasma, es la acumulación de 

- lisosomas para llevar a cabo la eliminación del ovocito. 

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

eliminación celular: 

- El primero es que una vez que el proceso de muerte en los ovocitos se inicia, se activan 

ambas rutas, de la apoptosis o la autofagia; sin embargo, el proceso de eliminación es 

realizado por un solo tipo de muerte . Al respecto, se ha propuesto que la muerte celular 

... 	 autofágica 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 los ovocitos se activan ambos procesos y los dos participan en la 

eliminación celular al mismo tiempo en una misma célula. 

Los estudios que se han realizado de la autofagia in silu, indican que la manera más certera 

de identificar la autofagia es por medio de la microscopía electrónica de transmisión, en 

1"'" 	 donde se pueden identificar los autofagosomas (146). Nuestros resultados de microscopía 

electrónica para identiflcar la formación de autofagosomas y la reacción positiva a la 

... técnica citoquímica clásica para la identificación de la fosfatasa ácida, ha permitido 

observar la formación de vesículas autofágicas en ovocitos de diferentes etapas de 

desarrollo del animal y del desarrollo folicular. También hemos evidenciado -
inmunocitoquímicamente que aunque a la edad de 1 dia el fenómeno mas frecuente es la 

... apoptosis, no hay presencia de las características ultraestructurales clásicas del proceso 

(204); sin embargo, se observan ovocitos muy alterados y con cúmulos de cromatina 

- compacta y restos de complejos sinaptonémicos. La fragmentación de ADN observada en 

los ovocitos de di ferenles edades por medio de la técnica de amina de osmio, permite ... 
observar que esos fragmentos guardan la misma apariencia de fragmentación que la 

observada en los cuerpos nucleares de las células foliculares, indicando que aunque no hay 

- una alta compactación de la cromatina, el corte del material genético también se está 

llevando a cabo. La segmentación observada tanto a nivel de microscopía óptica como ... 
electrónica en los ovocitos de folículos en atresia avanzada, es un proceso previamente 

descrito por Vázquez-Nin y Sotelo (205). Estos segmentos de ovocitos no son cuerpos ... 
apoptóticos, ya que no se observa un blebbling en la superficie de los fragmentos y no 

tienen una alta dens idad electrónica, además en algunas ocasiones estos segmentos-
r 




I 101 

r 

r 

,.. 

-

,.. 

,.. 

presentan segregaclOnes del núcleo sin llegar a ser altamcntc compactos para poder 

definirlos como cuerpos apoptóticos. En el citoplasma de ovocitos en degeneración, se 

puede ver una serie de laminas a nivel ultraestructural, las cuales también fueron descritas 

por Vázquez-Nin y Sotelo (205). 

El estudio realizado por Devine y col. (206), cuyo modelo involucra ratas pre-púberes, 

describe la presencia de lisosomas secundarios en ovocitos durante el proceso de atresia 

folicular, sin embargo, no se llcva a cabo una caracterización de las vesículas observadas. 

El presente estudio involucra técnicas de inmunohistoquímica e inmunocitoquímica a nivel 

de microscopía óptica y de biología molecular, así como el análisis a nivel ultraestructural 

que permite definir de mejor manera el proceso por el cual se lleva a cabo la eliminación de 

las células germinales durante la atresia folicular en organismos pre-púberes. 

En la apoptosis, uno de los eventos tempranos es la pérdida de la asimetria de la membrana 

citoplasmática. Durante la muerte apoptótica, la fosfatidilserina queda cxpuesta hacia el 

exterior y puede ser identificada por medio de la Anexina-V. En nuestro caso, se observó 

que a las edades de 1, 19 Y 28 días de edad, se presenta el proceso de apoptosis en los 

ovocitos; sin embargo, a los 5 días 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 si/u en ratas de las mismas 

edades, en donde se observa que los ovocitos son positivos a la técnica de inmunodetección 

de la caspasa 3 activa y algunos de los mismos son TUNEL positivos. 

Los ovocitos de 1, 19 y 28 días de edad, presentaron fragmentación de ADN, indicando que 

en esas edades la apoptosis es un proceso que se está 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 5 días, la ausencia dc ADN fragmentado y la 

escasa marca de Anexina-V, indica que el proceso que se está llevando a cabo a esta edad 

para la eliminación de 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 fenómeno se exacerba, el proccso cambia 

radicalmente su función, conduciendo hacia la muerte celular por autofagia. Las estrategias 

diseñadas para estudiar al proceso de autofagia in vitro, implican el empleo de sustancias 

que tienen la propiedad de incorporarse a los cuerpos lisosomales. Se ha propuesto que la 

r 
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monodansilcadaverina es un buen marcador autofagosomal (207). En nuestros resultados, 

hemos observado la clara incorporación de la monodansilcadaverína a los cuerpos 

lisosomales, ya que se observan vesículas positivas en el citoplasma de varios ovocítos. La 

presencia de abundanle marcado con monodansilcadaverina, implica la actividad aulofágica 

en los OVOCilOS, evento más evidente a la edad de 5 días, en donde la frecuencia de ovocítos 

positivos a monodansilcadaverina es mayor que a las demás edades. 

La incorporación simultánea de Anexina-V y monodansilcadaverina en los ovocitos ir¡ vi/ro 

puso en evidencia la existencia de los procesos de apoptosis y autofagia en una misma 

célula. Estos resultados refuerzan los datos obtenidos en un ambiente in silu, en donde se 

observa que un mismo ovocito puede ser eliminado por los dos procesos de muerte al 

mismo tiempo (208). 

El análisis de la expresión de los genes implicados en los dos procesos de muerte celular 

programada, indica que aunque los ovocitos se encuentren en un ambiente in vitro, la 

eliminación de las células germinales se lleva a cabo por vías que implican mecanismos 

autofágícos y apoplótícos simultáneamente. 

Los resultados del presente estudio. indican la presencia de características 

inmunocitoquímica:;, morfológicas, bioquímicas y moleculares, de los proccsos muerte 

celular apoptótica y aUlofáglca, en nuestro modelo de estudio y que a dc que los 

mecanismos que siguen ambos procesos de muerte (apoptosis y aUlofagia) son distintos, 

estos pueden converger en un mismo sistema para un proceso de elímínación celular más 

eficiente, como es en el caso de los ovocítos en la etapa prc-púber de ovarios de rata 

Wistar, generando las evidencias de que ambos procesos se llevan a cabo para la 

eliminacíón de los ovocÍlos duranle la etapa pre púber, ya sea de forma individual o 

simultánea en una misma célula. 
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CONCLUSIONES. 

Los ovocitos de 1 día mueren primordialmente por el proceso de apoptosis. 

.... En los ovocitos de 5 días la eliminación celular no es llevada a cabo 

fundamentalmente por la apoptosis, sino que presenlan las características de muerte 

- autofágica. 

Los ovo citos que son positivos a las pruebas de apoptosis, no presentan las 

características morfológicas ul traestructurales de tal proceso, 

... 
Los ovocitos que mueren durante la etapa pre-púber utilizan tres vias de eliminación 

celular: apoptosis, autofagia y un proceso en donde convergen ambas rutas de 

muerte celular. 

... Los procesos de eliminación celular en ovocitos de rata pre-púber, son conservados 

tanto en un ambiente in situ como en un sistema in vi/ro, lo que refuerza que ambos 

... procesos coexisten en la misma célula . 

... 


... 


... 

... 
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Abst.raet. We studied the aüerations of dying oocytc5 in 

1-28 days old rals using TUNEL method, immunoloeal

izations of active caspase 3, lampl, localization of acid 

phosphatase, and DAPI staining. Al! procedures were per

fonned in adjacent sections of each oocyte. In mast dying 
oocy[es exisl simultaneously [ealures of apoptosis as active 

caspase 3 and DNA breaks, and a large inerease oflampl and 
acid phosphatase characterÍstic of aurophagy. Large clumps of 

compact chromatin and membmne hlebbing were absent. 
Electron rnicroscope observations demonstrated the presence 

of small clear vesícles and aUlOphagolysosomes. Al! these 
features indicate that a large rlUmber of oocytes are eliminated 

by a process sharing features of apoptosis and aUlOphagy. In 
dying oocytes of new bom rats the markers of apoptosis pre

dominate over those of autophagy. However, fragmentation 

and apoploüC bodies were no1 found. These [eatures suggest 

that in dif-ferent cytophysiological conditions the processes of 

eell death may be differently modulated. 

Keywords Autophagy· Apoptosis . Oocyle 

Pre-puberty . Nonnal rats 

Introduction 

Follicular atresia is a key phenomenon for the removal of 

follicles that are not sclecled for ovulatíon. More than 99% 
of foHicles undergo atresia in mammalian ovaries, thus 
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Combined apoptosis and autophagy, the process that eliminates 
the oocytes of atretic follicles in immature rats 

only a few follicles ovulate during aelive sexual life [1]. 
Apoptosis has be en implicated in a speclrUm of processes 

associatcd with nonnal ovarian development and function, 

including prenatal geml cell death [2], granulosa cell death in 

postnalal follicular atresia [3], ovarian surface epithelial cell 

death [4J and luteolysis [5J. The metabolie and morphologie 
featmes of apoptosis result from [he 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 acti vate lhe effeclOrs 

caspases (-3, -6 and -7), that hydrolyse various cellular 

proteins, causing the typical metabolic and morphological 

changes of the apoptosis proccss [61. Thcse changes are 
typically, nuclear condensation and fragmentation, c1eavage 

of chromosomal DNA into polynucleosomal fragments and 

packaging of the deceased cell into apoptotic bodies without 
plasma memhrane hreakdown [7]. Apoptosis has been called 

programmed cell death type 1, depending of proteases 

actívíty. 
Autophagy has been proposed as an important not 

apoptotie eel! death meehanism [8-10J as autophagic eell 

death or Iype II programmcd ccll death. Autophagy is a cell 
response to stress, which under cenain circumstances can 

lead to eell death [11, 12]. Cells dying by autophagy digesl 

themselves lo death as a suicide strategy [13J. Autophagy 
means lüerally, to eat oneself. It is carned out by an 

intracellular reorganization of membranes and vesicles, as 
wclJ as by an increased Iysosomal activíty [14 , 15]. 

Autophagy involves the sequestration of cytosol or cyto
plasmic organelles within double membranes, lhus creating 
autophagosomes or autophagic vacuoles. Autophagosomes 
subsequently fuse with lysosomes, thereby fonning auto
phagolysosomes also called autolysosomes. The content of 
these vesicles is degraded by lysosomal hydrolases (like 
aeid phosphatase) [16, 17J. 
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The limiting memhranes of lysosomes are enriched in a 

specific set of imegral membrane proteins called Iysosomal 
associated mernhrane proteins (lamps). Lamp 1 and lamp2 

.... are homologous C-type transmembrane proteins with 37% 
iJentity in humans. They are ubiquitously expressed in 
different ceUs types [1 8]. These proteins are the most 
ahundanl of Iysosomal mcmhrane glycoproteins. they may 

playa role in creating a barrier to lysosomal hydrolases 
protecting the membranes fram hyJrolylic Jestruction 
[19, 20J. 

Previous studies have characterized oocyte death in 
ovulaleJ oocytes lhal are maintaineJ in vitro and they 
concluded that these oocytes unJergo degeneration by 
apoptosis [21, 22]. However, the process by which oocyle 
degeneration occurs during atresia in vivo remains 
unknown. Ultrastruetural observarions and irnmunofiuo
rescence analyses had revealed autophagic vaclloles in 
oocytes uuring follicular atresia in prepubertal organisms 
[23]. Therefore, we speculated that the oocytes in prepu
bertal rats may be dying by a new process uiffcrenl to... 
apoptatic cell death. 

In order to test this hypothesis we delerrninate whclhcr 
the markcrs of both processes of cell death (autophagy and 
apoptosis) are present in the same oocyte. We use lyso
somal rnarkers like lamp I anu aeid phosphatase and 
apoptotic markers like acLive caspase 3 and TUNEL, all of ... these localizaüons were performed in serial sections of the 
same cel1. To characterize the autophagic vacuoJes we used 
electron microseopy methods. 

Materials and methods 

In the manipulation of the animal s we followed the ethical 

guidelines as recommended in lhe Guide for Care and Use 
of Laboratory Animals [24]. 

Ovaries of 1-28 days old Wistar rats were fixed in 4% 
paraformaldehyde in phosphate-buffered saline (PBS), 
embedded in paraffin and serial sectioned. In order to ... identify uifferenl proteins in the same cell, serial sections 
were carried out. Consecutive sections were mounted in 
numbereu specimen holders and processed for different ... cytochemical loealizations (active easpase 3, lampl, acid 
phosphatase, TUNEL) and stained with DAPL Paraffin was 
removeu wilh xylene anu sections were hydrated th.rOllgh a 
series of graded etbanol solutions before further trealment. ... 

Series of 0.5 ~LIn tbick sectious of LowicryI K4M 
embedded samples were a1so used. 

Sections were observed in a Nikon Eclipse Microseopy - E600, anu the images were recorded with a Digital Nikon 
Camera DXM 1200F, and processed with the ACT-I 
programo 

TUNEL procedure 

The localization of DNA fragmentatiou was performed using 
Apoptag Red In Situ Apoptosis Delcclion Kil (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 buffer conlaining 
tenninal deoxinucleotidyI transferase enzyme for 1 h at 
37°C. Biotinylated nucleotides were detected with a strep
tavidin-FITC conjugate. Tissue was counterstained with 
DAP! (Sigma Labs.) to evaluate DNA distribution. The 
sliues were covered with a mounting meuia for Ruorescenee 
microscopy (Vectashield Mounting Medium). 

lmmunolocalizations 

Paraffin embedded salllples were Llseu to localize acLi ve 
caspase 3 and lamp 1 using polyc\onaJ antihCKiies (Abcam and 
Affinity Bioreagents, respectively). Antigen uOJuasking was 
perfonned by microwaving tissue sections in citrale-buffer 
(0.1 M, pH 6) in a Panasonic oven for 3 min at 1,300 Wand 
6 min at 780 W. After coohng, tissue sections were washed 
in phosphatc-huffcred saline (PBS), and Ihen incuhateu with 
primary antibody anti-active caspase 3 or anti-lampl for 18 h 
al 4°C. After washing, the slides were incubaled with an anti
rabbit immunogJobulin eoupJeu to Alexa fiuor 488 (lnvitro
gen) for I h in darkness at room temperature. Then the 
preparations were washed anu counterstained with DAPI 
(Sigma Labs.) to evaluate DNA distribulion. The slides were 
eovered with mounting media for ftuorescence microscopy 
(Vectashield Mounting Medium). 

Sections of tissue embedded in Lowicryl K4M were 
treated with 10% HzOz for 30 min and washed in PBS 
before the incubation. 

Gomori' S melhod for acid phosphalase [251 

The paraffin and Lowicryl sections were incubated for 4 
and 24 h, respeclively, in frcshly prepared solution con
taining 0.01 M /l-glycerophosphate in 0.05 M acetate 
buffer (pH 5.0) conlaining 4 mM lead citrate. They were 
washeu briefty and immcrsed in 10% arnmoniurn sulphide 
for 10 min. Then the sections were washed and counter
stained with 1 % aqueous eosin for 1 min, washed once 
more anu mounleu in glyeerine jelly. The presence of acid 
phosphatase in the sections was indieated hy a black pre

cipitate of lead sulphide. 

Eleetron microscopy 

Samples of ovary were fixed in 2% glutaraldehyde and 4% 
paraformaluehyde or only with 4% paraformaldehyde. 

~ Springer... 



1255 

... 
Apoplosi~ (2008) 13: 1251-1266 

... Then lhe samples were embedded in Epon or Lowicryl 
K4M. Ultrathin sections were stained with uranyl acetare 

and lead cilrale. The preparalÍons were studied in a Jeol ... 1010 electron microscopy provided with a digital camera 
Hamamatsu. 

Quantitative estimations were carDed out by taking ¡nlo 

account all oocytcs in the sections studied. They were 
di vided into groups according to the type of the foUicle: 

primordial, primary, developing wilhoUl antrum (second
ary), small antral, and large antral foHicles. Data are 

presented as the Relative Frequency (number of positive 

oocytes/total number of oocytes in this group). 

-
Results 

-
... The structural featores we used lo characterize follicular 

atresia were lhe ¡OSS of the spherical shape of the follicle, 

the alteration of the shape of follicular cells, their detach

ment from the surface of the oocyte, lhe loss of the 
spherical shape of [he oocyte as weU as its vacuolization. 

In the ovaries of one-day-old rats oocytes are either 

incompletely surrounded by granulosa cclls (prc-follicular,... 
slage) or surrounded by one layer of fiat granulosa ceUs 

(primordial follicles). Frequently the oocyles in lhe pro
cess of ceU death are TUNEL positive (Fig. 1). Two -

,... 


.... 


.... 

Fig. 1 One-day-old mt. SUperposillon DA PI staining (blue) for DNA 
and TUNEL meLhod for DNA breaks (green). 111e DNA is broken in 
numerous ooeyLes. The square Indie:Hes (he oocytes displayed in 
Fig. 2e, d and e. Bar 100 ~lm 

pattems 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 st11lC

lures of altered lateral elemems of the synaptonemal 
comp\ex of pachytene chromosomes that can be seen in 

electron microscopical preparations (Fig. 2f, arrows). Acid 

phosphatase activity is scarce in this slage of develop
ment. Lamp 1 is frequently found in these oocytes 

(Fig. 2b). The other panern of ceU death is characterized 

by compact chromatin associated to the nuclear envelope 
as dark granules as seen in dictyotene state (Fig. 2a, 

arrows). Sorne oocytes in primruy or primordial foUicles 

are TUNEL and active caspase 3 positive (Fig. 2c-c, 

arrow heads). 

Altered oocytes contain small clear vesicles in their 

cytoplasm (Fig. 2a, asterisk), large unstruclurcd arcas or 

cJ.ear vesicles and dark small granules indicating acid 

phosphatase activily (Fig. 2a, arrows). Nurnerous oocytes 
not involved in the process of cell death are negative to all 

reactions. 
In order [Q eSlablish whe[her an oocyte is in process of 

death we take into account morphological traits as loss of 

the spherical shape, high number of cytoplasmic vesicles 

and cytochemical fealure~ as active caspase 3 and TUNEL 
reac[ion, which are characteristic of apopmsis. However, 

the presence of lamp 1 and active acid phosphatase per se 

are not signs of cell dealh as Iysosomes are normal in small 

numbers in the cytoplasm of the oocytes. In order t.o obtain 

quamitative data two groups of oocytes were selected by 
their normal Or altered morphological traits. The intensity 

of acid phosphatase and lampl labeUing of structural 

altcred cclls are significantly higher lhan lhose of slructural 

nonnal ceUs (Graphs 1, 2). Primordial, primary and fol1i

cles in initial stages of growth are freguent in tbe ovary of 

S days old rats. Decaying oocytes in the same ovary and in 
foUicles witb [he same degree of developmenl express 

lamp 1 at different intensities (Fig. 3a) and tbeir structural 
alteralions may be different (Fig. 3b). Each oocyte may 

express different combinations of apopLOsis and autophagy 
markers as, lampl (Fig. 3d) and acid phosphatase (Fig 3e), 

indicating the presence of a high number of active lyso

sornes and also of active caspase 3 (Fig. 3c) a marker of 
apoptosis. DAPI staining demonstrates abundant extended 

chromalÍn and the absence of large clumps of compact 

chromatin typica] of apoptolic ceU death (Fig. 3f). Electron 
microscopic observations demons[rated numerous small 
clear vacuoles, autophagolysosomes cüntaining allered 
mitochondria and other cytoplasmic structurcs. Interest
ingly large clumps of compact chromatÍn are always absent 

(Fig. 3g). 
In the ovaries of 17 days old rals small and mediurn size 

antral follicles are present in addition to primordial, 
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Fig. 1 One·day-old raL (a) Aeid phospha tase. pllase eontrast. Mast 
oocyles are decaying. Arrows poinl to oocy tes with peripheral c!umps -
of compacl cmama[in, which are probably in dictyotcne stage of 
meiolic prophase 1. Dark prec ipitales of lead phosphate are present in 
Iheir cylOplasm. olher decaying oocyle~ are sli ghtly label1cd Uf 
complcle ly unJabe lled. Thc crossed .I:I ITOW poin l5 lO an oocyte in an 
ad v¡.¡nced SLage o f (he process of de3lh . The tl lT()W head po jnls to a 
decaying ooeyle. hs cy loplasm contains numerous clear and a slIlall 
numher o f dark precipil3les. Nuclear dark e longated stnlClUres are 
arranged in parulle!. The asterisks ¡ndicate larger oocytes wilh small - clear vesiclcs. The small an'ow poims 10 a dying granulosa cel!. (b) 
Immuno loca li zalion 01' lampl. The three oocytes poinlcd by arrows in 
Ihe previous fi gure are intensivc ly poslli ve 10 lamp l . The oocyle~ 

primary and grow ing fo Hicles developing an anlrum 
(Fig. 4a). MOSI of dying oocytes are simulfaneously posi
tive to active caspase 3 and T UNEL, anJ al s<J heavily 
labelled by lamp l and active acid phosphatase. Figure 4h-f 
are sections of the oocyte indicated hy a square in Fig. 4a. .... [1 is positivo to ac Live caspase 3 (Fig. 4b) and TUNEL 

~ Springer.... 

pointed by an arrow head. a cl'Ossed arrow and by an asterisk are 
positive to a lower eXlent. T he smaJl arrow points 10 an inlensively 
labelled dying granulosa eell . Most other ¡he eeJl s are negative. (e) 
The cytoplasms of severa] oocy tes are positive 10 active easpase 3, 
lhose poiOled by Lhe ürrow head~ are IIlso posiLive lO TUNEL melhod 
as shown by lhe ürrow heüds in d . (e) DA P1 and TUNEL melhod 
lOerged. Mosl of slained nuclei correspond lo normal oocy les negative 
LO active easpase 3 and lO TUNEL reaetíon. (1) Low power e lectron 
mi erograph of a highly altered oocyle. No normal stnlclUres can be 
seen in {he cyloplasrn (e). Chrornalln is eompaeled in large c lumps. 
Sorne of Ihem are paired chromosomes wilh remai ns of synuplonemal 
complcx:es (arrows). Bars a-e 10 ~rn ; r 2 ~m 

procedure for fragmemed DNA (4e), which are lypical 
aheralions of apoplotjc cell dealh and a1so il is inle nsively 
labelled by lampl (Fig. 4c) and by aclive acid phosphatase 
(Fig. 4d), which are aUlophagy markers. DAPI staining 
demonstrates the almost al! the chromatin contained in lhe 
scc!ion is TUNEL positive (Fig. 40. Electron micrographs 
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Graph:2 The imensity oí" (he Huorescent signa] cOl'responding IQ Ihe 
immunolocalization ol' lampl is higher in altered oocytes than in... normal ones 

demo nSlrate (he presence of clear vesicles and auto
phagoJysosomes conlaining allered milochondria and olher 
eytoplasmic struelUres (Fig. 4g). 

In the ovaries of 18-28 days old rats, in addition 10 

small growing follicle s, large antral follicles are also 
present (Figs. 5a and 6a). In 19 days "Id cats a large 
number of ooeytes and follieular ee lls of atretie follicle s in 
tlifferenl stages of devclopmenl from antral (Fig. 5a) to 

1"'" primordial follicles (Fig. Se) are TUNEL rosilive 
(Fig . 60) 

The presence of active caspase 3 and TUNEL reaction is 
frequently simultaneous with increased lamp 1 and acior 
phosphatase localiz3lions in lhe same dying oocyle in 
growing fallicles, of 25 days old rat, (Fig. 6). Ooeyles 
positive only to sorne of these markers are also frequently .... 
found. Two t.ypes of alreration s are presenl simultaneously 
in different. regions of Ihe cylOplasm of oocytes in 
advaneed stages of degradation : large clear areas only 
positive to acid pbospharase, in which no nanna) cyto
plasmic struclures can be discerneu (aITows in Fig. 6b-d), 
ano other regions o f Ihe cyr.oplasm with numerous smaJJ 
dear ves icles in which easpase 3 active and lampl are -

1"'" 

loealized (arrow heads in Fig . 6b--d). As in preceding 
developrnental stagcs few granul osa cells sUITounding the 
oocyre are caspase 3 or lamp 1 posilive, none is acid 
phosphalase posilive, bul Lhey are frequenlly TUNEL 
posili ve . 

In oocyles in early slages eell death lamr I and aeid 
phosphatase sigmlls may be present in Ihe same zones 
lhe cytoplasm (Fig. 4b, c). However. in highly degraded 
oocytes, lysosomal enzymes, as acid phosphatase, are loea 
ted in the cytosol in lhe most altered region of the cy[Qplasm 
vesicJes (Fig. 6c, d, arrows) while a protein of Iysosomal 

membrllile as lampl is present in a more conserved region 
plenly of small elear vesicles (Fig. 60, d, arrows heads). 

Decaying nucleoli containing simullaneously positive 
signals lo active easpase 3, laropl , aelive aeid rhospha. 
lase, and TUNEL, are fo und in ooeytes in process of ee ll 
dcaLh of 15-28 days 010 rals. These oocyln are fre
quently in large antIal follicles of ¡he ovaries. MoS! of 
lhese nucleoli resemble holeo sp heres, lhey are ver y 
dense al their periphery as uemonslralcu hy phase enn 
trast ohservaÜons, bUI Iheir central region is devoid of 
moS! of Ihe componenls of al lhe periphery (Fig. 7a-f) . 
DA P! staineu chromatin was always localeu sUITounding 
a central negative region (Fig. 7b, d, f), which is larger 
than lhal negali ve regio ns to ac ti ve caspase 3 (Fig. 7a), 
lamp l (Fig.7e) and T UNEL posili ve signal (Fig.7e). 

The Ag-NOR reaetio n (Fig. 7g) aseenains Ihal Ihese 
dense spherical houy COITesponos lo a nucJco lu s. Adja
eent. sections are positive to active caspase 3 (Fig. 7h) and 
lo lamp 1 (Fig. 7i). 

The use of osmium amminc procedure which con
trasts DNA speeifically, allowed the visualizaríon of very 
small DNA fragmenls in Ihe nueleoplasm of deeaying 
ooeytes (Fig. 8). The fragmentali,," was nOI accompa· 
nied by lhe condensalion of lhromatin; mosl fragments 
remain dispersed (Fig. 8a). Most of these small pieees of 
DNA were well under the resolulÍo n of lighl mieroseope 
(Fi g. 8b). 

The resnlts of lhe cytochemieal and irnmunocYl.oc hem 
ical methods are the same in samples embedded in paraffin 
or in lhe acrylic resin Lowicryl K4M. 

Quantitative dala 

In o rder 10 validate our quanlitative procedures we studied 
lhe relalionships belween the signal of pro-caspase and lha( 
of active caspase in oocytes in lhe process of cell death in 
five differe"1 Iypes 01' follíeles; primordiaL growing follj
eles without antrum (secondary), growing follicles with 
antrum (small anlral) anu large antral foHicle s. Graph 3 
shows an inverse relalion belween bath forms of caspase, 
as expecled between lhe precursor and the active form of 
Ihe same enzyme. 

%! Spcingec 
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fig. 3 Five dnys old ral. (a) 
The ce lls of primary [oUieles are 
Jabelled lO a differenl extent by 
anti -IJmpl 3n1ibody. Two 
oocytes are heavily labe lled -
«IrTOW and crossect arrow). 
AnOlher oocyle in pn.lcess of 
ce ll dealh is labeled 10 a le~r 

eJttent (<lrrow h~ad) . Granulosa 
ec:lI s are negalive. The ooeyre 
poioted by (he crossed arrow is 
Ihe same in a lO f. 11 is posi tj ve 
10 aclivc caspase 3 (e). laOlpl 
(d), numeroll s c lear vesicles and 
imense active ncid phospharase 
re<.lclion---dark granules (e), 
however mO'l l uf ils (: hromaLin 
is nOI compDc led ( l) . (h) Phase 
ContraSl images showing 
numerous clear vesicles in Ihe 
cyloplasm of Ihe oocyles 
pOlnled by rhe arrQWs. The 
ovey le poinLed by an arrow hend 
i~ ddunned. Granulosa c.:ells are 
negali ve to ull reac tiuns e}tt.:ept 
rol' J few cells which are 
positive 10 active caspase 3 
(c. Jrrow heJd ). (g) Low power 
e lectron microgra ph ol' an .... 
oocyte in process of death . 
CylOplasmlc organell es canno! 
be recognized. Clear vesicJes 
and <.IUloph<.Igrt.: vél(;uoles are 
frequent (arrow~). Bars a-f 
10 I.un; g 2 IJm 

,... 

,... 

-
-

,.. 

,... 

,... 

.-

The most [requent double as,oei.tion of markers of 
degradalion processes io ahered oocytes is lhe simulta
neous presence of small clear vacuoles, which prohahly 
correspontl lO Iysosomes, and the activi!y of acid phos
phalase (",,90%). 

Incremenled ~ctive acid phosphatase and lampl were 
[he twO cytochemi cal mark.ers more frequently found in the 
popu lation of deeaying ooeyles studied (Table 1) . 

Table 2 shows thal 78% of Ihe population of dying 
oocyles positive to more Ihan one reae,ion is posi lÍve lO 
Ihree or four differeIH signals simultaneously. Almost half 
of rhe decaying oocyles are positi ve lo tluee markers. 

Tahle 3 shows lhal lhe mosl frequen! double association 
of markers, irrcspectively of lhe presence of other signals 
in (he same ()()(.;yle, is ¡hat of acid phosphatase with lamp 1, 
two autophagic fe<llUres. 
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Fig. 4 Seventeen days old ral ovary. (a ) Lo..... magnificauon showing 
oocytes in small growing rollicles. AH oocytes are in allvanced ~Lagt!." of- ceU deam. The oocytt! intlicmed by a square IS lInalyzed in lhe following 
figures. (1)-0 Four adjflcenl secLions ofa growi ng. a{retic pre-antral fa llicle . 
The oocytc is in an advanced Sll:lge o f cen deélth and il is simuh.ancously 
posili ve 10 aClive ca spa..~ :l (b), lampl (e), flcid phosphatase (d) and 
TUNEL reaclion (e). The da<;hed tioe surrounds {he oocyte .Some regioos 
of!he cytopl 'd~m of ¡he oocylc <lre posilive 10 aclive caspase 3 (b) and 
imensively labelled by anti. lampl (e). (d ) Oark gra nulesoflead phosph¡j(t! 
are locmeu in numerous smal l clear vesiclcs dislrilx.lle ll in a large portion ,.. 
of cytoplasm. (e) TUNEL demonstrates sma ll regioos of DNA fragmen
tenion in lhe nucJeus of(he oocylc (arrow). (O DA PI shows Ihal moslorlhe 
DNA clumps of lhe oocyte 3 rt: also TUNEL posili ve (arrow). MOSl 
granulosa cells are nollabe lled hy ami ·lamp 1, flnti ~activecaspase 3 an d by 
acid phosphalasc. bu[ sorne uf Ihcm are posi[i ve [O me TUNEL reacfion 
(t, r, arrows hcm1s) . (g) Eleelroll micrograph showmg clear vesich:s 
conlaining altered 111Jlochondna (arrQws) and olhcr cytoplasrnic strucnlrcs 
(alTow head ). Bars 3 200 ¡.tm; b-f 10 1-1In ; g 100 ¡.tm 

The changes of (he fraction of lhe tOlal number of 

ooeyles posilives lO aeid phosphatase and lamp l are ... roughl y in parallel in differen! types of fo)licles. Thi s 

strengthens the possibility that these oocyLes are involved 

in an autophagic process of ceU dea(h , but does not pre· 

elude lhe possibilily tha\. sorne apopLOlic markers were also 

present (Graph 4). 
Two markers of apoptosis , ac tive caspase 3 and TUNEL 

rcaclion, al so c hangc in lhe same sensc in oocyre.s in dif· 
ferem type of fo llides. This suggests lha[ bOlh reaclions are 

reliable markers of (he presence of an apoptot ic process in 
these om;yles. Howcvcr, it i.s possible that markers of 

aUlOphagy were also present (Graph 5). The lower fre

quency of Ihe four individual markers was fou nd in 
primary follicles and thei r higher frequencics COITc~pond 10 

srnall antraL and primordial fo llic1es. The frequency of 
double assoc imion of markers show (hal active caspase is 

almost fi ve limes more frequen tl y associaled to lamp L than 
lO TUNEL reactlon for broken DNA, which is one (lf lhe 

products of ,he protease cascade in oPOlllosis (Table 3). 
Th i~ dal.a suggesL lhal early in the process of oocy le dealh 
sorne features of autophagy and apoplOsis are simulta· 

neoLlsJy present. 

Almost ha lf of the oocyles in process of dem.h are 
posilive simulla neonsly 10 three Inarkers (Table 2) . The 

associatioll of aCli ve caspase 3 wilh increased acid phos· 
phatase and lamp I is the most frequent triple assoc iation in 
dying ooey'es in al! kind of follie}es (Graph 6). The aclive 

caspase 3 is more frequ ently associated to proleins 
¡n volved in autophagy than to fragme nted DNA, whie h is 

one of ,he final producls of Ihe proleolylic cascade. The 

triple association of aclÍve caspase 3, lampl and TUNEL is 
o nly present in oocy'es in primordial fo llicles (Graph 6) . A 

number of these oocytes are dying WitJl structural signs of 
meiOlic prophase [ in one-day·old ralS (Fig. 2). 

The [our mar.kers studied, IwO or apoplOsis an d two 

markers of aUlophagy, are freq ue nll y presenl simulla
neou sly in oocyles in process of ce ll dealh (Graph 7). 

Almosl half of tbe oocyles in sma Jl anu'al foll icles ore 
posj ti ve to the four markers si multaneously. rn other Iypes 
of foJlicles the frequency of the quadruple lalJe lling is 

sma ller (G raph 7) . 
The marke" of apoplOsis anu Ihose of aulophagy al so 

varies along ,he pre -pubertal period studied. The disnuss of 
the oocyles in the ovmies of one·day·old raL... is c harac
leri zed by the presence of high leve ls of markers of 

apop,osis as active caspase 3 anu TUNEL (Graph 8). The 
frequency of TUNEL rapidly dim inish anu it is nOI presenl 

in decaying oDcyles of 5 and 10 days old rats, in which 
active acid phosphatase and lamp L are the twO most fre
que nt markers. Howcver, in these ovaries active caspa.se is 
present in a variable numher of oocytes. In 15 days old rats 
all markers are presc nt in moderale amounts. In the ovarics 
of 19 days old raLs a la rge propon ion of decaying oocylcs 
are active caspase 3 and TVNEL positive . In 25 and 
28 days old ralS the TUNEL signal dimini shes but nol Iha l 
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fig. 5 Ninetcen days Old ral. 
(a ) Numerous granulosa cells of 
anlraJ foHicles are positi vc 10 
T U EL pn.x:edure. The arrow,S.... point lO TUNEL posilive 
oocy le~ in rnlli cles wilh 
differenL degree of 
deveJ o pmenL. (e) Enlargement 
of Ihe framed poll ion of a. The 
arrow heads eorrespond to [he 
oocytC$ in primordial or primary 
foHicles whi ch are positivc la .... 	 T UNEL melhod. (b flnd d) 
TUNEL :lnd DAPI mcrgcd. 
Rars a ami b 200 IJm; e and d 
10 Jlm .... 

.... 

.... 

.... 
of ac ti ve caspase. In {hese oocytes lamp I anú acid phos

phalase predominale. Acli ve acid phosphatase is always- abundanl in decaying oocylcs cxcepl in I-day-old ra ls 

(Graph 8). 

-
DisclIssion 

Our struC lural , cytochemical and inunllnocytochemica l 
observations demonslrate the following pOlms: 

... The most constant srnlctural lrails of lhe oocytes in 
process of death are the presence of cytoplasmic clear 

vesicJes. as well as lhe complete absence of apoplotic 
bodies, membrane blebbing, and large c1umps of... 
compac l chromaLin including those assoc iated with 
nuclear envelo pe. 
Acid phosphaLase ac tivity and c1ear ves icles are... associated in Ihe same region of the cytoplasm in more 

Ihan 90% of oocyles in Ihe earl y slages of !he process 
of dealh. Botb traits are charac teristic of autophagic 

dismi ss. -
.g) Spring" ... 

Ir is remarkable (ha( in advanced srages of oocyte death 

active acid phosphaLase is locaLed mrunly in highl y 

altered regions in which lampl positive vesicle havc 

a lready disappeared. 
During oocyte ceJl death Ihe DNA is c ut 10 eXlJemely 

shurt fragmenl<.; without compaction of chromatin. 
Active caspase 3 and an inc reased signal of lampl co

exist in the cytoplasm in 73 % of oocytes in process of 

dealh. ¡ndicating a frequcnL simultaneous presence of 

proteins characteristic of apoplosis ami autophagy. 
TIle four markers (anti-active caspase 3, TUNEL, 

increaseu signal anti-larnpl and increased activity of acid 
phosphatase) are simultaneously posiLi ve in one-thlrd 

(31 %) of Ihe oocyles in ti1e process of ce Jl death anaJyzed. 
rn the oocytes of rals of differenr ages rhe ratio of 

autophagy markers ln apoptosis markers changes. 
probably due to differEnt physiological conditions 
assoc iated LO developmem and the fonnation of aotral 
foHicles of different SiZES. 

Granulosa cells are fre4ucntly internal negarive control 
in several irnmunulocali zations. becau se a number of 
Ihem are negative lo th E: marker. 
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Fig. 6 Twenty.fi ve da ys old ralo (a) Pnase contr<lSl. Mos( g.wwing pte
amral and anLral fo lll c les are unde rgoing ::nres\<I (arrows). lhe sq uaJe 
indicale.~ lhe (X)t:yu~ ana lY7.ed in ¡he following figures. (a-c) Fuur 
adjacent .~eclion.~ of ao oocy le in an alrelic ::tulral follicle. (b) The arrOw .... head points lO a region or lhe cyLoplasrn posilive lO active caspase J. (e) 
The JITOW hcad points Lo a regio n in which lalllpl signa l is present as a 
diffuse fluoreseence and a lso as brjlliant points, which posslbly 

- Several studies demonslrate ¡hm apoptos is participates in 
vanous physiological processes in the ovary of insecls as 

weU as io marrunals [3-5. 26]. In mammals apoplOsis is the 

main process of granulosa cell delelion [27-30]. lo caspase 3 

knock oul mice the process of granulosa ce lls death is 
allered, while Ihat. of om.:yles remains nonnal[3I). However, 

rhere are evidences tha[ in adults oocyles caspase 3 is -
expressed [29. 30], and that seleclive inhibilOrS of caspase 3 
repress the <xlcyle dealh [311. - Apoplosis was thought to be the only process of follic

ular alresia [321. However, in the goose and quaiI ovary. 

two other fonns of programmed cell dealh, aulophagy and 

nec rosis- like form, coexist wilh apoplosis in the dis rniss of 
granulosa cells (33, 341 . 

Autophagy may be induced by a stress of Ihe melabo
hsm of the e nergy. In severa l organisms as flies, planls, and - wonns, aUlophagy is primarily an adaptive response lo 
survive lO fooJ Jcprivation . Several repons indicate the 
role of autophagy in rnainlenance of ceHular homeoslasis. 
In mice lacking autophagy, ncural ceH Jeath is increased 

leading to neuroJogical disorJers (35 ). In most siw<ttions, 
autophagy probably functions initially as a cytoprotective 
meehanism . bUl if ceUular damage is too extensive, oc if 

.... 

-

COf{espond lo Iysosomes. (d) The acid phosph3l.ase ;u.:(ivi IY IS mainl y 
f.hslribule¡J in (he mOSl darnaged region of lhe (,;ylopla..;m (arrow~) . The 
arrow head. as in preceding rlgures poinls lO a region or the cytoplasllJ 
wi lhouL large vesicles. (e) TUNEL procedure demonstrates (hat most of 
lhe fragmented DNA is surrounding Ihe nuc leolus. Few gran ulosa ce ll s 
are positive (O active caspase 3 <tnd lampl. ho wever. several are 
TUNEL positive. Han a 200 Mm; b-t! JO ~rn 

apoptosis is eompromised. an increase in autophagy may 

kili Ihe cell [36. 37]. Crosstalking between autophagic and 
apoptotic pathways has been shown in double knock oul 

mice fibroblasts for apopwtic genes bax aod bak [38] and 

also in caneer eeUs [39]. These condit.ions favor the auto· 
phagic cell death pathway. Recent evidenees show thal. 

H20 2 and 2-melhoxyestradiol (which is an inhibilor of 

manganese·superoxide dismutase) induce both apoptOlic 
and autophagic cell death (40]. Studies on steroid-triggered 

salivary gland cell dealh during Drosophila developmenI 
show that sorne caspases are active in a process ex hibiting 

an autophagic rnorphology. Caspase 3 activation and Alg 

gene transeripüon inunediately precede a utophagie ceU 
dealh in salivary glands [36. 4 11. Several sigmd transdue

Lion pathways thal are lriggered by comrnon cellular st ress, 
as well as more specific signaling pathways, can elicit both 

autophagy and apoptosis 142]. Reactive Oxygen Species 
(ROS) can favor pro·apoplOlic membrane permeabilization 
and also stimulale Lhe proLeolyric activity o f Atg4 and 
thereby induce autophagy l43 ). 

It has been recenlly repo rLed (ha( some members of lhe 
antiapoptOlic BcI·2 famil y can regulale autophagy [44-46]. 
possibly by inIeracting with Bec1in 1 [44, 45] . Bec1io 1 is 

~ Springer 
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 Fig. 7 Nucleolar alteralions. 
(a- O Secl ions o f (he same 
nucleolus. (a- b) ACli ve caspase 
3 immunolocaJiUl lion and OAPl 
~lai n ing o f lhe same seclion. 
(c-<l) lamp 1 

iln lllu nolocalizalion and DAPT 
staining of lhe sume section. 
(e-f) TU NEL procedure amI 
DAPl staining of lhe sume 
seelion. (g- i) Ad.i acem sections 
of (he same nucleolus. 
(g) Ag·NOR prolcin spec i fic 
of (he nucleolus. ( h ) Acti ve 
c.aspase 3. ( i) Imnp I 
immuno kM.:<l liz.alion. Bars 

10 1 ..un 

,.. 

.... 


.... 


,.. 

- essenrja l for autophagy induclion [47, 48 1, and was found 
lO inlerae! wi!h Bcl-2 via the BH l and BH2 domains of the 
lalter [45 J. Aulophagy helps apoptosis-defieient eells to 

r adapt 10 (he stress; however. prolonged au tophagy results 

in cell death . In Ihis case jls absence imparts prolec tion. 

A previous immunocYloche mical and ultrastl1Jc(ural study 

,... demonstraled the presence of active ca~pase 3. lamp 1 and 
TUNEL signa! in lhe population of dy ing mammali an 
oocyles [23 J. In the present work we observed the si mulLa
neous presence 01' markers of autophagy and apoplOsis in the 
same oocyte in process of ceH death. Main autophagic 
femures found in these oocyles were slructural changes as 
clear ves icles, lysosomes, autophagosomes accompanied 

- by increased activity of acid phosphatase and lampl 

~ Sprj nger 

immunolocalization. Lampl is a prote in of the membrane of 
Iysosomes. This increase of the number of lysosomes is a 
t.ypica l feature of aurophagic cell dea th . In this process 
lysosomal ac tivity increases beca use autophagic vesicles are 
di reeled lO lhe Iysosomes [49]. FUl1hermore, autophago
sornes in maturalion process are posit ive lo lysosomal 
markers [50]. Active caspase 3 is an apoplolic marker fre
quenlly present in dying oocyte. lr coex ists in thesameoocyte 
more orten wÍlh autophagic markers lhan wilh positive 
TUNEL reaclion, which is.}final expression of apopLOtic ceH 
dealh. These observations allow us lO propose tha[ in early 
stages of the process of oocyt.e deat.h, apoptOlic and of auto
phagic features are present simult.aneously in the same 
oocyte. It is interesting to note that mosr oocytes dye their 
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r fig. 8 High power views of 
nuclei of decaying oocyles 
stained wilh osmium ammine 
procedure specilic for DNA. (a) 
DNA is fragmeOled. Remains o f -
periphera l chromalin are 
pointed by arrows. The DNA of 
¡he extended inlemaJ chromalin 
;:;, eXlensively fragmenlcd. (e) 
CYlOplasm. (b) Higher 
magnincalioll of a region of 
ex tended chrolllaLin. The DNA 
is cut in 5ma]! fragmelHs which 
rcmain di spersed in 
nu¡,:leopla~m . Sars lOO nm 
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Craph 3 The chaflges of lhe frequency of pro-caspase :1 and ¡hal of Ihe 
acti ve enz.yme show nn ¡nverse relmion in differenllypes of f)()C yles 

Table I Relati ve frequency 01" {he four markers of cell dealh in lhe -
general popu lalion of ahered oocytes 

-	 Rei<llive frequeney 

Table 3 Re lauve frequency o f lhe associal ions of IWO markers in lhe 
populalion of double-positivc oocytcs 

ReJatl ve frequency 

Active acid phosphatasc 

Lamp 1 

Aclive Ca.~pa~e 3 

TUNEL 

0.298 

0.281 

0.236 

0.185 

Table 2 Relative frequency of more than onc cell death l1larke r in- lhe total population of dying oocytes 

Rel<!.tl ve frequenc y 

Double associa lions 0.22 

Triple associauons 0.47 

Quadruple associa tions O.J I 

cylopla sm deSU'oyed hy autophagolysomes and their chro 
matin fragmeoted bu[ never compacled , except in ¡hose... oocyles ¡hat dye in pachyrene stage of meiotic prophase 1. 

... 

Lamp l - actl ve caspase 

Lamp l-aCld pho~phata$e 

Lamp! - TUNEL 

Active caspase-acid phosphatase 

Active caspase-TUNEL 

Acid PhosphaLase-TUNEL 

0.35 

¿:; 0.3 
Z 
~ 0.25 
O 
~ 0 .2 
~ 

~ 0.15 
;:
:3 0.1 
w 
a: 005 

o 

0. 119 

0.595 

0.095 

0.095 

0.024 

0.071 

. 
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V .... ACIO 
PHOSPHATASE 

• LAMp·, 

PRIMORDIAL PRIMARY $ECONDAAY 	 SMALL LARGE 
ANTRAL ANTRAL 

Graph 4 Relative frequency of acid phosphalase and lamp 1, changes 
in paralleJ in differenl lypes of oocy te s 

Nucleolar alterations include the prese nce of proteins 
nonnally located ín the cyloplasm as lampl and aclive 
caspase 3. The presence of these proteins in me nuclcolus 
of oocytes in Ihe process of ceU death musl invo)ve alLer
aliolls in at leasl (wo steps regulating (he distribution of 
macromolecules in celJ compartments. One is lhe transport 
of the protein through nuclear pare anu lhe olher is (he 
capture of the proleiJ1 by the nucleolus . 

The [ransport of molecu les larger lhan 40 kD requires a 
nuclear import signal, which is a specitic sequence of 
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Graph 8 RcJative frequ E:ncy of lamp l , acid phos phatase , T UNEL 
and active caspa!;ie :3 In oocyles of differe nl ages 

05>
z demonstrate lhat lhe import.ation of caspase 3, lampl to lhe " w 
=> O, nuc.leus da not r.ake place in normal oocytes and granulase O 
w 

cells, thus importation of these enzyrnes lo lhe nucleus must 
~ '" 
w O., involve an important a lteralion oflhese Irdnsport mechani sms. >;= Classically Ihe nucleolus was considered lo be the place 
~ 02 '" w where ribosornes are buile Recenlly several evidences indi 
'" cale Ihal il is related wilh lhe hiogenesis of small RNAs 

O. ,.... tIanscribed by RNA polymerase IJJ and encoded by genes 
localed outside the nucleolus as 5S rRNA, tRNA, RNAse P, 

O 
SRP RNA and U6 snR NA [5 11. Recently close to 71X) human 

.... proteins were identified in purified nucJeol i [51), many of
Graph 6 Changes in lhe frequeney of [he simultaneous presenee of 

thIee ce l] c1ealh markers in diffcrent type of oocytes 
 these proteins are related to processes other than ribosome 

produclion as cell cycle reg ul ati on, ONA repair, pre-mRNA 
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., processing, RNA editing, te lomere metabolism, tRNA pro
eessing and regulation of protein stability [52]. The 
nucleolus was proposed 10 be a dornain of the sequeslIauon 

> 01' mo lecules lhat nonna ll y opera le outside this organelleu 
~ 0.3 (mainl y in nucleoplasm) [53). These seques lrations may be => 

@ 03 
 in volved in nonnal ceJl cycle regulation and other nOffi1 al 
fE 
w 0.2 cell functions by preventing prote ins from reaching lheir 
>
;= targets [54]. So lhe sequestration of caspase 3 and lamp 1 in 
" 
ct 
w 

a:: 0,1 


- • 
the nucleolus may be re lated lO sorne specific but slill 
unknown steps 01' the comptex process of oocyte death . 

All these results allow us 10 propose [har the process of 
death of Ihe aoeyle prohahly begins with the autophagie 

PRIMQRD''''L PRIMARY SECQNOARY SMALL ANTRAL I..ARGE ...NTRAL degradation 01' cytoplasmic components including mito
chondria. This initia! phase promotes Ihe activation of.... Graph 7 Chí\nge!l in [he frequency of TUNEL, actjve casp<lse 3, 
caspases which trigger a non-lypical apopwtic route of cell 

-
lamp l and aci d phosphalase in lhe same oocyle, in differem lypeS of 
folliclcs death. Our data indica tes lhal oocy tes may use different 

combinations 01" a proleoly tic mechanism mediated by 
ami no ac ids, and a lransport. receptor. The ua nsport receptor caspases leading LO ONA fragmentation wi l.hout compac 
must engage with nucleaporins wilh dornajns wi lh rnultiple lion of lhe chromatin and an aUlophagic processes 

pheny lalanine- glyci ne repeats. This [ype of lranspon e rn ploys mediated by autophagolysoso rnes lO destroy the cytoplasm 

energy from GTP hydrolysis. Our immuno]ocalizations of the celL 
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