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RESUMEN

Se obtuvieron foliculos de cabras, los cuales fueron clasificados inicialmente por su
tamafio en tres grupos; <3 mm, de 3 a 6 mm y >6 mm. El segundo y tercer grupo fieron
separados de acucrdo a su grado de atresia. El subgrupo 1 consistid principalmente de
foliculos no atrésicos; el subgrupo 11, de folicules en estadios tempranos de atresia, mientras
que los subgrupos Iila y I1Ib estuvieron formados por foliculos atrésicos secundarios y

terciarios respectivamente.

A los foliculos previamente clasificados, se les extrajo €l liquido folicular por puncién
con una aguja calibre 22. Se centrifugé el liquido, el sobrenadante fue desechado y el
paquete celular se homogenizé y procesé para la extraccion de muestras con actividad
enzimatica. De las fracciones purificadas se cuantificaron proteinas por el método de Lowry
y también se utilizaron para las pruebas de actividad enziméatica. En dichos ensayos se usé ¢l
compuesto Acetato Aminofenilmercirico (APMA), con el fin de activar a las colagenasas

latentes.

El sustrato que se utilizo fue colagena tipo I obtenida de piel de rata recién nacida y
marcada uniformemente con anhidrido acético-H3 La coligena radiactiva fue incubada por
48 h con muestras que se obtuvieron del paquete celular (PC) y del saco folicular (S). Los
productos de degradacion fueron cuantificados en un contador de centelleo liquido para

evaluar las fracciones con la mayor actividad degradativa,

Por otro lado para visualizar la actividad gelatinolitica se realizaron zimogramas en
geles de poliacrilamida copolimerizados con gelatina al 0.2%. Los resultados obtenidos

muestran una mayor actividad colagenolitica conforme e} foliculo incrementa su tamafio y



grado de atresia, ademas se detect®d actividad gelatinolitica con pesos moleculares de
aproximadamente 62 y 46 KD. Con base en el peso molecular encontrado y la inhibicidn por

EDTA y o-fenantrolina, podemos sugerir que la actividad corresponde a colagenasa tipo IV.



INTRODUCCION

La meyoria de las células en animales multicelulares estan organizadas en
ensamblajes cooperativos denominados /ejidos, los cuales a su vez estan organizados en
distintas formas como grandes unidades funcionales llamadas drganos. Las células en los
tejidos estdn generalmente en contacto con una compleja red de macromoléculas
extracelulares denominada matriz extracelular (MEC). La MEC ayuda a mantener células y
tejidos juntos, ademas de proporcionar una red organizada dentro de la cual las células
pueden migrar e interactuar mutuamente. En algunos casos las células estédn unidas a la

matriz en regiones especializadas de su membrana plasmatica.

Asi, en el tejido conjuntivo, la MEC es abundante y las células estan distribuidas de
manera difusa dentro de ella. La MEC es rica en polimeros fibrosos, especialmente colagena,
y es esta matriz, mis que Jas propias células, la que recibe la mayoria de las presiones a las

cuales el tejido esta sujeto (Alberts y col, 1983).

Por otro lado, el citoesqueleto, tipo celular, migracién celular, control del
crecimiento y diferenciacién celular son procesos, entre otros que para entenderse los
podemos referir hacia ¢l conocimiento de la MEC, La MEC es un material estructural
relativamente estable y de recambio continuo, pero la idea de que la MEC es un material de
soporte inerte, creado por las células simplemente como una armazén o en el cudl s6lo éstas
residen, es ahora un concepto antiguo, De hecho, las coligenas son una fuente de tensién
para los tejidos, la elastina y los proteoglucancs son esenciales para ia elasticidad, y las
glucoproteinas ayudan a la cohesividad del tefido. Pero las células que producen estas
macromoléculas extracelulares e influyen en su ensamble de una u otra manera, no son
independientes de las mismas. Las células continlan interactuando con sus propios

productos y con la MEC producida por otras células. En la superficie celular los receptores



de matriz comunican la MEC al interior celular. El metabolismo y el destino de la célula, su
forma y muchas ofras de sus propiedades estin estrechamente relacionadas y pueden

depender de la composicion y organizacion de la MEC (Hay, 1981).
LA COLAGENA ES LA PRINCIPAL PROTEINA DE LA MEC,

Las coligenas son una familia de proteinas fibrosas caracteristicas encontradas en
todos los animales multicelulares, ademds son las proteinas mis abun;iames en los
mamiferos, constituyen hasta el 25% del total proteico del animal. La caracteristica principal
de todas las moléculas de coligena es su estructura de triple hélice. Las tres cadenas
polipeptidicas, llamadas cadenas o, son helicoidales y estan enrolladas una sobre otra de
manera ordenada en una hélice regular de aproximadamente 300 nm de longitud y 1.5 nm de
didmetro (Fig. 1). Hasta el momento sc han descrito 17 tipos genéticamente diferentes de
coligenas. Los tipos mas abundantes son; las colégenas tipo I II, IfI, [IVy V. Los tipos I, II
y 111 son las principales colagenas encontrados en tejidos conjuntivos y de estos la I es [a
mas comiin, constituyen la mayoria de la coldgena corporal. Los diferentes tipos pueden ser

divididos en cuatro grandes grupos de acuerdo a su localizacidn y funcién fuera de la célula:

1. La colégena intersticial fibrilar, que es ¢l componente principal y mas abundante
en la mayoria de los tejidos conectivos, tales como Ia piel, el hueso, el tendén, el ligamento y
el cartilago.

2, La segunda clase comprende a la colagena no fibrosa de las membranas basales.

3. La tercera clase estd formada por un grupo menos definido de coligena

pericelular, tal vez localizada en la parte externa del citoesqueleto.
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4. Ademis, existe una cuarta clase de coligena que comprende varios productos
genéticos diferentes, de distribucién variable, que no pueden ser clasificados entre los

primeros tres grupos (Jiménez, 1988).

La secuencia caracteristica de las coldgenas refleja su organizacion genética. El gen
que codifica para la cadena a1(I) contiene 41 exones pequeiios. La mayoria de ellos son de
54 pares de bases (pb), los cuales codifican una unidad primordial, que contiene seis
repeticliones de una secuencia Gli-X-Y en tanto que tres aminoacidos forman una vuelta de
la hélice. Otros exones codifican dos 6 tres de esas unidades primordiales y los otros parece
que han pérdido durante su evolucion 9 pb ¢ una unidad Gli-X-Y. Estos genes han sido
desarrollados por duplicacion y divergencia de una secuencia ancestral comun, cada tipo
tiene una estructura primaria imica y ha sido identificado claramente como el producto de un

gen en particular,

Los genes que codifican para las cadenas de algunos de los diferentes tipos de las

cotdgenas en humanos se encuentran en la siguiente tabla;

CADENA Y TIPO DE COLAGENA LOCUS CROMOSOMAL

Pro-cLl(l) 17921 -17q22
Pro-o2(1) 7q21 - 7922
Pro-c1(I) , 12q13.1-12q13.2
Pro-o.1(101) 2q24.3 - 2q31
Pro-a.1{IV) 13q33 - 13q34
Pro-a2(IV) 13q33 - 13q34
Pro-a2(V) 2q24.3 - 2q31
Pro-at1({VI) 21q223
Pro-a2(VI) 21q223
Pro-a3(VI) 2q37
Pro-a1(IX) 6q
Pro-a1(X1) 1p21

(Sandell y Boyd, 1990)



CLASIFICACION DE LOS DIFERENTES TIPOS DE COLAGENAS.

COLAGENA TIFO L

Es el mas abundante en los organismos vertebrados. Es un heterotrimero que
consiste de 2 cadenas al([) idénticas y una oe2(I), posee un peso molecular {PM) de 300
Kilodaltones (Kd). La localizacién por microscopia electrénica muestra fibras con didmetro
promedio de 40 a 60 nm y un bandeo ctuzado en intervalos de 67 nm. La colagena tipo I se
encuentra asociada a otras molécules de coldgena (tipos II1, IV, VI, XII y XIV), asi como a

ofras proteinas no colagénicas, generalmente en la matriz no cartilaginosa.
COLAGENA TIPO II.

Es la contraparte cartilaginosa al tipo I, ésta se encuentra predominantemente en
cartilago hialino. Es un homotrimero que consiste en tres cadenas «t1(II), con un PM de
300 Kd. A diferencia del tipo 1, la colagena tipo Il aparece en cartilago como fibrillas de 25
nm de didmetro sin bandeo cruzado. Este tipo de colégena interacciona con otras protelnas y
carbohidratos del cartilago (proteogluicanos, glucoproteinas estructurales y tipos IX, X y XI

de colagena), para formar la matriz del cartilago.
COLAGENA TIPO L.

Se encuentra en asociacidn con fibras mas grandes de coligena tipo I, en la mayoria
de los tejidos conjuntives extensibles como lo es la dermis. En contraste al procesamiento
proteolitico de las procoldgenas tipo I y II, las moléculas tipo III retienen el dominio
globular N-terminal {en su estado de procoligena), observindose una periodicidad en

"rosario”. La molécula tipo [I1 aparece como una especic homotrimerica a1(111)3. El PM de



la molécula es de 300 Kd y se encuentra presente en picl, aorta, tendén, entre otros. Por
otro lado, los residuos de cisteina en el extremo carboxilo terminal generan las interacciones

disulfuro (S-S) que son las responsables del entrecruzamiento en dicha region.
COLAGENA TIPO 1V,

Ha sido localizada en todas las membranas basales en asociacion con otras proteinas
(laminina, proteoglucanos de sulfato de heparan, entactina y nidogeno). Las moléculas de
coldgena tipo IV existen en dos formas; heterotrimeros [ot1(IV)]202(IV) y homotrimeros a
1(IV)3, con un PM de 450 Kd. A diferencia de los tipos anteriores, al comparar las
secuencias de aminodcidos de 1a cadena al{IV) y a2(IV), se encontré una complejidad
adicional para este t}po. que consiste en 21 aminoécidos en la cadena a2(IV), los cuales
forman una curvatura estabilizada por puentes disulfuro al final de la region helicoidal de la
molécula. La asociacion de las moléculas de la colégena tipo IV conforman un reticulo mas
laxo que las fibras de las colagenas intersticiales. Esta caracteristica junto con la
susceptibilidad al ataque proteolitico, se debe a la presencia de dominios "no-helicoidales" en

la molécula madura de colagena tipo IV.
COLAGENA TIPO V.

Un componente menor de la mayoria de los tejidos conjuntivos, la colégena tipo V,
es sintetizada por todas las células somdticas. Tiene una localizacion caracteristica
pericelular en ciertos tipos celulares y participa en la formacién del exoesqueleto de las
células de misculo liso (Rhodes y Miller, 1978). Los filamentos ticnen un grosor de 8 a 12
nm, han sido encontrados solamente en el intersticio y estin estrechamente asociados con la

membrana plasmatica de las células del musculo liso. Existen al menos tres especies



moleculares del tipo V, la forma que prevalece es el heterotrimero compuesto por dos

cadenas a1(V) y una o2(V) con un PM de 300 Kd.
COLAGENA TIPO VI

Fue llamada inicialmente "colfgena intima". Los filamentos de coligena tipo VI se
encuentran en mayor proporcitn en el intersticio y frecuentemente en estrecha asociacidn
con colagena tipo 1. La secuencia de amino4cidos, descrita recientemente junto con estudios
del ADN recombinante, han confirmado la presencia de tres cadenas polipeptidicas
diferentes al(VI), a2(VI) y a3(VI), con un PM de 570 Kd y se encuentra en la intima de la
aorta, placents, piel, rifion y misculo. La molécula presenta secuencias de Arg-Gli-Asp con

un nicleo central colagénico, las cuales son estructuras unidas potencialmente a células.
COLAGENA TIPO VII.

Fue aislada como un componente colagénico menor en las membranas placentarias.
Su localizacion es discreta en 6rganos como la piel, sus dimensiones moleculares sugieren su
participacion Unica en las fibrillas de anclaje, donde toman lugar las interacciones con los
tipos I, Tl y IV de colagena, asi como con la limina densa. Solamente se ha encontrado en

forma homotrimérica, con un PM de 960 Kd.
COLAGENA TIPO VIIL
Fue descubierta primero como una proteina secretada en cultivos de células

endoteliales y por esto fue inicialmente llamada colagena endotelial. Aunque existe alguna

evidencia de la presencia de coldgena tipo VIII en tejidos como la membrana de Descemet,



la informacion estructural y biogquimica disponible proviene de estudios in virro. Esta

colégena se encuentra como un homotrimero &1 (VI3 con un PM de 500 Kd.
COLAGENA TIPO IX.

Es un componente menor del cartilago (junto con los tipos X y XI). Esta molécula
estd corﬁpuesta de tres dominios colagénicos espaciados por cuatro dominios no
colagénicos. Se ha demostrado que la colégena tipo IX es un heterotrimero que consiste de
tres cadenas polipeptidicas diferentes aI{IX), o2(IX) y a3(IX) con un PM de 500 Kd. La
cadena a2(IX) es sustituida con una cadena simple del glucosaminoglucano sulfato de
condroitina. Los estudios recientes han localizado a Ia colagena tipo IX en estrecha
asociacién con las fibras de colégena tipo II del cartilago. La digestién con pepsina del
cartilago de esternon de pollo libera coligenas tipo II, IX y X1 en proporcién 8:1:1. Se han

encontrade entrecruzamientos covalentes entre los tipos de colagena ITy [X en el cartilago.
COLAGENA TIPO X,

Representa otra proteina especifica del cartilago hipertréfico. Esta molécula es un
homotrimero at1(X)3 con un PM de 180 Kd, e! cual contiene un dominio corto helicoidal
con un dominio globular en uno de sus extremos. Semejante a la colfigena tipo IV, la
coligena tipc X ha mostrado por estudios biosintéticos que no tiene un procesamiento
proteolitico de las secuencias no helicoidales. A diferencia de las coldgenas cartilaginosas,
dsta se encuentra solamente presente en cartilago que contenga condrocitos hipertréoficos,
por ejemplo, en la placa de crecimiento y callo de Ia fractura. Las técnicas
inmunohistol6gicas por microscopia electrénica (ME) indican que l1a localizacidén de la
colagena tipo X muestra fibrillas amorfas con un didmetro de aproximadamente 15 nm y

algunas veces con una ligera periodicidad.



COLAGENA TIFO X1

Fue previamente referida como el a2 a3 o colagena tipo K, ha sido representada
como un heterotrimero, que consiste de tres diferentes cadenas de coligena con un PM de
450 Kd. Ademés para cartilago hialino, Ia coligena tipo XI, se ha encontrado como un
componente menor en el disco intervertebral, oreja, humor vitreo y la cublerta de la
notocorde. Las cadenas de colagena tipo X1 tienen ciertas similitudes a Ias cadenas de las

coldgenas IT y V con respecto a sus caracteristicas bioquimicas e inmunoquimicas.
COLAGENA TIPO XII.

Fue descubierta por clonacién del ADNc del tenddn de embridn de pollo en una
genoteca. Recientemente, algunos fragmentos colagénicos identificados como coldgena tipo
X1 han sido aislados, por digestidén con pepsing, del tendon de embrion de polle. Aungue
homéloga a 1a colégena tipo IX a nivel genético, se requieren nuevos estudios para
determinar si esta estrechamente asociada a la coldgena tipo I y/o si es anéloga a les tipos

IX/T1 en cartilago.
COLAGENA TIPO X111,

Esta descrita como una colégena de humano no fibrilar de bajo PM. Su aislamiento y
caracterizacidn parcial fue por clonacion del ADNc de fa cadena «ul de la coldgena tipo XII.
La sintesis de esta colagena se ha demostrado en cultivos de fibroblastos de piel normal de
humangs y también en una linea celufar tumoral de humanos, la HT-1080, Esos estudios
revelan procesamientos distintos en el ARN mensajero (ARNm), lo que da origen a cuatro

moléeulas diferentes de {a proteina (Stewart y col, 1939; Jimenez, 1988).
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COLAGENA TIPO XIV.

Este tipo de colégena se encuentra en estudio, por lo que se sabe muy poco acerca
de su estructura. La coligena tipo XIV tiene dominios de triple hélice homélogos en un
60% con los dominios de la coligena tipo XII; al menos la cadena al(XIV) y a1(XII) son

codificadas por una secuencia similar a nivel del ADNc.

Esta colagena junto con los tipos IX y XII forma un grupo aparte dentro de la
superfamilia de las colagenas, estas se denominan CAFTI, Colagenas Asociadas a Fibrillas
con Triple-hélices Interrumpidas, (FACIT, siglas en inglés). Las coldgenas CAFTI (tipos IX,
X1 y XIV) han sido agrupadas juntas en una subclase especial debido a que comparten
regiones con gran homologia y tienen caracieristicas estructurales Gnicas, La caracteristica
mas relevante de este grupo, es que las moléculas presentan mas de un dominio de triple
hélice {con repeticién de la secuencia Gli-X-Y caracteristica de los dominios colagénicos),
separado por segmentos que no son helicoidales. Estos tipos no tieneu_ el procesamiento
proteolitico {como ocurre en la forma precursora més grande) tal como las colégenas
fibrilares y de esta manera no son secretadas como procoligenas. Ademés, las proteinas
CAFTI no se presentan como polimeros solos, sino que estén asociadas con fibrillas
compuestas por coligenas fibrilares. Su localizacién y la diversidad de los dominios
perifibrilares, sugieren que la expresién regulada de los diferentes componentes CAFTI
pueden representar parte de ias bases moleculares para la diversidad estructural de la

colhgena del tejido conectivo (Shaw y Olsen, 1991),

12



BIOSINTESIS DE LA COLAGENA.

La biosintesis de los componentes colagénicos en tejidos conjuntivos implica la
expresion regulada de ios miembros de la superfamilia génica de las colagenas, asi como
interacciones complejas entre los productos de traduccion primaria de procoldgena y varias
enzimas que modifican co-traduccional y post-traduccionalmente la molécula (Fig. 2).
Aunque el nimero total de genes que codifican para polipéptidos colagénicos no ha sido
bien establecido, més de 28 genes han sido clonados y caracterizados y este nimero
rapidamente se incrementa. Ademés entre los diferentes tipos de coligenas existen marcadas
diferencias en estructura gendmica, por ejemplo, mientras que las coligenas fibrilares son
codifificadas por secuencias genéticas grandes, las cuales contienen mas de 50 exones, las
colégenas de cadena corta (tipo VIII y X) son codificadas por genes que contienen un exén

muy grande, junto con2 o 3 exones pequefios.

A pesar de dicha complejidad, ciertos fendmenos biosintéticos bésicos son
compartidos por todos los tipos de colagenas. Esto es debido a que todas las colagenas al
ser componentes de la MEC, son proteinas secretadas al espacio extracelular y ademds
contienen dominios de triple hélice. Entonces, los productos de traduccion primaria de las
motéculas de! ARNm contienen secuencias de seftal hidrofébica, Durante y después de la
sintesis ribosomal las cadenas polipeptidicas son extensivamente modificadas por enzimas
especificas. Esta modificaciones incluyen separacion de las secuencias peptidicas de seiial,
asi como hidroxilacién, glucosilacién y formacién de puentes disulfuro. En el reticulo
endoplasmético rugoso (RER) o en el complejo de Golgi las cadenas hidroxiladas y
glucosiladas adoptan su estructura caracteristica de triple hélice y dominios globulares.
Después de su secrecion de las células, éstas moléculas son modificadas por proteasas

extracelulares y lisil oxidasa (Hay, 1991).

13
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Figura 2, Los eventos intracelulares y extracelulares implicadas en la
formacién de ia fibra de coldgena.

14



Ciertos residuos de prolina en la colagena son convertidos a hidroxiprolina por la
enzima prolil hidroxilasa, 1a cual tiene un i6n ferroso en su sitio activo. El atemo de
oxigeno que se une al C-4 de la prolina es del O;. El otro 4tomo del oxigeno se une al
succinato ¢l cual es convertido a a-cetoglutarato, un sustrato obligatorio en esta reaccion.
Por lo tanto, Ia prolil hidroxilasa es una dioxigenasa. Una notable caracteristica de esta
reaccion de hidroxilacién es la necesidad de un agente reductor, tal como el ascorbato, et

cual mantiene al dtomo de fierro en el estado ferroso.

Esta reaccion de hidroxilacion es altamente especifica, la prolina libre no es un
sustrato, mas bien la hidroxilacién ocurre en sitios especificos sobre las grandes cadenas
polipeptidicas antes de que formen la hélice. La prolina puede ser hidroxilada en et C-4 sélo
si esta situada sobre el Jado amino de un residuo de glicina. Ademés, algunos residuos de
prolina son hidroxilados en el C-3 por una enzima diferente. En contraste la 3-hidroxiprolina

se localiza en el lado carboxilo de los residuos de glicina.

Una pequefla porcion de los residuos de lisina en la coligena llegan a ser
hidroxilados en el C-5 por la accidn de la lisil hidroxilasa. Como en la hidroxilacion de la
prolina, se requierc del oxigeno molecular, el a-cetoglutarato y el ascorbato. Las lisinas

modificadas de esta manera estan siempre en el lado amino de los residuos de glicina.
GLUCOSILACION,

Los residuos de hidroxilisina en la coldgena estan unidos covalentemente a unidades
de carbohidrato. Se encuentra cominmente un disacérido de glucosa y galactosa. Estos
azicares son unidos por la accién secuencial de las enzimas galactosil transferasa y glucosil
transferasa y son especificas para residuos de hidroxilisina en las cadenas de colagena

naciente antes de tomar su estructura helicoidal. El nimero de unidades de carbohidrato



depende del tejido, por ejemplo, las coligenas en fibras tienen pocos carbohidratos, en

camblo aquellas de ldminas son ricas en azicares {Stryer, 1988).
SECRECION DE LA PROCOLAGENA AL MEDIO EXTRACELULAR

Las cadenas polipeptidicas de coldgena se sintetizan en los ribosomas unidos 2 la
membrana para su posterior transferencia hacia el lumen del RER como precursores
mayores, llamados cadenas pro-o.. Estos precursores no solo tienen el "peptido sefial”
requerido para atravesar la membrana del RE, sino que también presentan aminodcidos
extras, |lamados pepitidos de extension en ambas regicnes terminales. En el lumen del RER,
cada cadena pro-o, se combina con otras dos para formar la molécula trihelicoidal. La

importancia de los péptidos de extensidn es guiar la formacién ordenada de la triple hélice.

Durante el proceso de sectecion, los péptidos de extensién de las moléculas de
procolgena-tipos I, IT y III se eliminan por medio de enzimas proteoliticas especificas
denominadas prwoldgena peptidasas. Este proceso convierte a los precursores en las
moléculas de coldgena (denominadas también tropocoligena), que luego se asocian en el
espacio extracelular formando las fibrillas de coligena. El proceso de formacion de las
fibrillas est4 favorecido, en parte, por la tendencia de las moléculas de coligena a
autoensamblarse. Sin embargﬁ, las fibrillas se forman cerca de la superficie celular y es

probable que la célula regule los lugares y las velocidades de ensamblaje de las fibras.

Los péptidos de extension tienen por lo menos dos finciones, guiar la formacitn
intracelular de las moléculas de colagena en triple hélice y evitar Ia formacién intracelular de
fibras de colagena, lo cual seria perjudicial para la célula. Sin embargo, es igualmente
importante que los péptidos de extension de las moléculas de colagena sean eliminados una

vez que han realizedo su funcién.



Al ME, las fibrillas aisladas de col4gena, una vez fijas y contrastadas, muestran
estriaciones transversales cada 67 nm, este patrén refleja la disposicién de las moléculas de
coligena dentro de la fibrilla. Probablemente para aumentar al méximo la resistencia del
agregado a las fuerzas de traccion (extension), las moléculas de coligena estan apiladas, de
tal forma que quedan desplazadas longitudinalmente casi una cuarta parte de su longitud,
Mientras que los residuos de prolina, hidroxipralina y glicina son los principales responsables
de la formaci6n de Ia triple hélice de colagena, se cree que las cadenas laterales de los otros
aminoacidos son las principales responsables de la formacion de las fibrillas. De hecho, los
andlisis por computadora de las secuencias de amincécidos de las cadenas _ han demostrado
que: 1) a lo largo de las cadenas se agrupan peribdicamente residuos de aminodcidos con y
sin carga, con una periodicidad de aproximadamente 67 nm (lo cual corresponde a unos 234
residuos de aminodcidos) y 2) se puede formar el maximo niimero de enlaces electrostiticos
e hidrofébicos entre las dos moléculas de coligena cuando estéin desplazadas, unas respecto

a las otras, por maltiplos de 67 nm.

Después de haber sido formadas en el espacio extracelular, las fibrillas de coligena se
refuerzan a través de la formacidén de enlaces covalentes cruzados entre las moléculas de
colagena. Si se inhibe esta formacién de enlaces cruzados, los tejidos con gran cantidad de
colagena se vuelven fragiles y las estructuras como la piel, los tendones y los vasos
sanguineos tienden a desgarrarse. Los tipos de enlaces covalentes que intervienen en este
proceso son caracteristicos de la coligena (y de la elastina), y se forman en diferentes pasos.
En primer lugar, ciertos residuos de lisina y de hidroxilisina se desaminan por accion de la
enzima extracelular /isi/ oxidasa, que producen grupos aldehido altamente reactivos. Luego,
los aldehidos forman enlaces covalentes entre si o con otros residuos de lisina o de
hidroxilisina. Algunos de estos enlaces son relativamente inestables y finalmente son

modificados y forman una variedad de enlaces cruzados més estables. El grado y el tipo de
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enlaces cruzados varfa de un tejido a otro, Por ejemplo, Ia coligena muestra una cantidad
especialmente clevada de enlaces cruzados en el tenddn de Aquiles, donde es crucial la

resistencia a la traccidn.
DEGRADACION DE LA COLAGENA

Las colagenasas son enzimas especificas que rompen enlaces péptidicos de las
moléculas de coldgens en estado nativo, La manera especifica en la cual las colagenasas
atacan un elemento estructural del tejido tan selectivamente para permitir el crecimiento y
desarrollo ordenado, requiere un alto grado de especificidad por ¢} sustrato, ademas de una
precisa regulacién en ta sintesis, secrecién, activacién, inhibicidn y distribucidn de la enzima.
El modo de imeraccion de la colagenasa con Ja coligena es obviamente un aspecto

importante de este proceso,

Las enzimas colagenotiticas han sido obtenidas de cultivos de tejidos y celulares de
un amplio nimero de especies animales, en los cuales la coligena es metabolizada bajo
condiciones fisiologicas y patoldgicas. En general, estas enzimas tienen un nimero de
propiedades fundamentales en comin. Todas tienen un pH de accion dptimo cercano a la
neutralidad, no son aimacenadas para subsiguientes liberaciones, més bien, parece que son
sintetizadas de novo y secretadas en forma activa 6 inactive (zimogenos), ademéis de
interaccionar con su sustrato en un sitio especifico de su estructura nativa. Las colagenasas
de vertebrados tienen una fuerte preferencia por la molécula de coligena en su forma nativa,
por lo tanto ta coligena desnaturalizada s un sustrato pobre para su funcién. En general,
son metafoenzimas, las cuales requieren calcio, ademds no son inhibidas por agentes
bloqueadores de las serina y sulfidril proteasas. Son inhibidas por agentes quefantes, como ef
EDTA, |,10-o-fenantrolina y cisteina, los cuales aparentemente pueden secuestrar el zing,

ademas de otros metales especificos de la enzima (Gross y col, 1980).
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E! recambio de las MECs que s¢ presenta durante ciertos procesos como soh
inflamacion, angiogénesis, reabsorcién de hueso, metAstasis, cicatrizacion, reabsorcion
utering, y ovulacidn, entre otros, incluye la degradacién de las MECs y la biosintesis
coordinada de componentes nuevos de las mismas. Recientemente se han identificado varias
enzimas, las cuales tienen como principal funcion degradar la MEC, estas enzimas han sido
denominadas Metaloproteinasas Degradadoras de la Matriz (MMP's, Matrix-Degrading
Metalloproteinases, siglas en inglés). La expresion de tales enzimas puede ser controlada por
un nimero de citocinas, factores de crecimiento, promotores de tumores, oncogenes y
hormonas. Se ha sugerido que la regulacién coordinada de las MMPs y sus inhibidores por

los agentes antes mencionados modifican la integridad de ia MEC (Matrisian, 1992).

Estas MMPs pueden ser divididas en tres principales grupes: las colagenasas

intersticiales, las gelatinasas (colagenasas tipo IV) y las estromelisinas (Tabla II),

TABLA II. PROPIEDADES BIOQUIMICAS DE LAS MMPS

A.  Zn2* en el sitio activo, estabilizadas por Ca2*Funcionan a pH neutro, son
secretadas en forma latente la activacion es {)or auto-segmentacion. Inhibidas por
TIMPs con la formacién de un complejo estable,

B,  55kd (formas T2Kd S7Kd 28 Kd
glucosiladas Formas glusiladas
de M, superior de My superior
78 Kd 95 Kd STKd
{Glucosilada) (Glucosileda)

C. Un solo locus Locus especi- Proteina micleo Similar a
en coligenas fico en Colége- de proteoglucano,  Estromelisinas
intersticiales na tipo IV. Regiones nohelico- _ Elastina
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nativas, tipos; Colagenas des- diales de Colagena

LI, I, X, naturalizadas tipo IV {enlaces X)
Gelatinas (limitada  (Gelatinas) Colbgena tipo 1X.
Proteina nucleo Regiones telopep-  Laminina, Elastina, Fi-
de proteogluca- tidicas de col4- bronecting, Gelatinas
no (limitado) genas fibrilares. (limitada) Elastina

Colagenas tipos Propéptidos de proco-
Vv, VIIy X1 !éﬁenns LILIIL

Caracteristicas comurnes para los 4 grupos
Peso Molecular (Principal forma latente)
Substratos :

owp

(Murphy y Reynolds, 1993)

Las enzimas dentro de cada grupo tienen estructuras primasias similares, con cerca
del 70% de homologia y existe una identidad de cerca dej 50% entre los tres grupos
(Murphy y Docherty, 1988; Goldberg y col, 1986; Whitman y col, 1986; Collier y col, 1988
y Mutier y col, 1988),

La regulacion de los componentes de la MEC estd determinada por diferentes
factores y bajo condiciones fisiologicas cada uno de los elementos que constituye o
interacciona con la MEC permanecen constantes. Cada célula del tejido conjuntivo,
contribuye a la produccitn de proteinas de la MEC o enzimas que la degradan; también
secretan citocinas, hormonas o metabolitos que regulan la produccion de estas proteinas por
otras células. Asf, tenemos que ¢} Factor de Crecimiento Transformante i (TGF-8) estimula
la produccion de proteinas de la MEC. Como se menciond anteriormente, la dinamica que
juegan las MMP3 en diferentes procesos es de vital importancia para mantener el equiibrio
en diferentes estados fisioldgicos. Desde este punto de vista la ovulacion es un fendmeno

biologico muy interesante.
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OVULACION

En todos los embriones de vertebrados, determinadas células se diferencian durante
las etapas iniciales del desamollo cono progenitoras de los gametos. Estas cétulas
germinales primordiales (CGP) migran hacia las génadas en desarrollo {ovarios en las
hembras, testiculos en los machos) en dorde, tras un periodo de proliferacion mitdtica sufren
una melosis y se diferencian a gametos maduros. Con la fusibn del évulo y el

espermatozoide, después del apareamiento, empieza de nuevo el ciclo.

Por lo menos en un aspecto, los ovulos son las més notables de las células de los
animales; una vez fecundados, pueden dar lugar a ua nuevo individuo completo, es una
cuestidn de dias o semanas. En los animales superiores, ésta es una propiedad 1inica de los
ovulos; la fusién con un espermatozoide durante la fecundacidn inicia un programa de

desarrolio que se cumple progresivamente generando un nuevo individuo,

Si bien los detalies del desarrollo de los dvulos (ovogénesis) varian segin la especie,
las etapas generales son similares. Las CGP migran hacia la gbnada en formacin
convirtiéndose en ovogonias; tras un periodo de proliferacion mitética, las ovogonias se
diferencian en ovocitos primarios, los cuales llevan a cabo su primera divisién meibtica, El
acido desoxinbonucleico {ADN) se duplica de tal modo que cada cromosoma consiste de
dos crométidas, Jos cromosomas homoélogos se aparean por sus ejes longitudinales y se
produce el entrecruzamiento entre las crométidas de estos cromosomas apareados. En este
momento, la profase se detiene durante un periodo de tiempo que oscila entre unos cuantos

dins y muchos siios, segiin 1a especie.

La siguiente fase del desarrollo del Svulo, denominada maduracién, Onicamente

empieza con la madurez sexual del individuo. Bajo la influencia de las hormonas continia fa
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divisidn 1 de la melosis; los cromosomas se recondensan, la envoltura nuclear se dispersa
(hecho que suele considerarse como inicio de la maduracion del dvulo) y los cromosomas
homélogos duplicados se segregan a fos dos niicleos hijos, cada uno de los cuales contiene
la mitad del mimero original de cromosomas. Pero el citoplasma se divide de una manera
muy asimétrica, produciendo dos ovocites secundarios de un tamafio muy diferente; uno es
un pequefio corpiiscuto polar y el otro es una gran célula que contiene tode ef potencial de
desasrollo. Finalmente se produce la divisién I de ta meiosis; las dos crométidas hermanas
de cada cromosoma adguirido en la divisidn I se separan gracias a un proceso que es
andlogo a la anafase mitdtica, salvo que en este caso solo existe la mitad del nimero diploide
normal de cromosomias. Después de esta separacion cromosémica, el citoplasma de! ovocito
secundario grande se divide de nuevo asimétricamente dando lugar a un évule maduro y a
otro corpiisculo polar, cada uno con un nimero haploide de cromosomas. Debido a las dos
divisiones asimétricas de su citoplasma, los ovocitos conservan su gran tamafio. Todos los
corpiisculos polares son pequeflos y més tarde degeneran. En alglin momento de esta
secuencia de crecimiento, momento que varia segin Ia especie, el dvulo se libera del ovario

en el proceso de la ovulacién (Alberts y col, 1983).

Los folicutos son las unidades fincionales principales del ovario del mamifero. La
funcitn de cada foliculo es proporcionar el apoyo necesario a Ja célula germinal femenina
{ovacito) para alcanzar su miximo potencial, que es el unirse con una célula germinal

masculina {espermatozoide}) para producir un embsidn capaz de desarrollarse y nacer,

Las células del foliculo, contribuyen de varias maneras para cumplir esta fincion
esencial para la reproduccion y sobrevivencia de las especies, Primero, proporcionan los
requerimientos alimenticios para el crecimiento del ovocito y tat vez, ef estimulo para iniciar
su desarrollo, Posteriormente, controlan fa maduracion nuclear y citoplasmética del ovocito

contenido en esos foliculos que son seleccionados para la ovulacién, ademas contribuyen a
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la atresia y destruccién de los ovocitos restantes. Estos efectos directos de las células
foliculares sobre el desarrollo y destino del ovacito, son mediados via cambios que ocurren
en el microambiente folicular, generados en gran parte, por productos que ellas secretan
hacia el fluido folicular, que bafian al ovocito (Fig. 3). Ademas, lus células especializadas de
la granulosa (células del "cumulus”) se encuentran en la capa méis interna, rodeando al
ovocito, estan acopladas, metabélicamente a éste por uniones comunicantes, mediante las

cuales, las sustancias nutritivas y las moléculas reguladoras son descargadas al ovoplasma.

Los productos mejor conocidos y caracterizados del foliculo, son las hormonas
esteroideas. Los estercides foliculares cumplen un gran nimero de funciones importantes
relacionadas con la reproduccién. Funcionan como hormonas, en el sentido cldsico, pués son
transportadas por la circulacién para actuar sobre una amplia variedad de tejidos "blanco®,
comprendiendo no sélo el sistema reproductor, sino también otros érganos y sistemas que
incluyen el sistema nervioso central, el masculo esquelético, el cardiovascular, el inmune, el
higado y los tejidos ciitaneo y adiposo. Las acciones hormonales, en muchos niveles
contribuyen al éxito del proceso reproductivo, por ejcmplo-; por accién de los centros
cerebrales que controlan la conducta sexual, aseguran que las hembras sean receptivas hacia
el macho, durante los periodos de ovulacién. La accidn sobre los muasculos y cilios del
oviducto permiten al complejo cumulus-ovocito ser sujetado por las fibras y retenido en el
sitio de la fecundacion, mientras que, en ese instante se transporta el espermatozoide a este
sitio. Los misculos lisos del oviducto y utero bajo la influencia de hormonas eﬁteroideas,
determinan el tiempo de entrada del huevo fecundado al utero, ademés estimulan los
cambios endometriales requeridos para la implantacion del embridn y su posterior desarrollo

y mantenimiento para finalmente liberar un nuevo organismo.

En lo que respecta a la funcién hormonal sobre las estructuras del ovario, los

esteroides producidos por las células foliculares actian también localmente en el interior del
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foliculo donde son preducidas, ya sea como agentes "pardcrinos” que actdan sobre las
células adyacentes, o como agentes "autdcrinos” actiando sobre o dentro de las células en

donde son producidos (Gore-Langton, 1988).

Seglin Greenwald (1972): "Uno de los misterios mas intrigantes en la fisiologia del
ovario, es qué factores determinan que un foliculo permanece inactivo, otro inicie su

desarrollo pero mis tarde se vuelva atrésico, mientras que uno més madure y ovule”.

La ovulacién marca el punto de culminacién de una serie de fendémenos iniciados por
la secrecién de la hormona luteinizante (LH), por Ia continuacién de la meiosis, rompimiento
de la vesicula germinal, iniciacién de la luteinizacion en las células de la granulosa,
reestructuracién de la pared folicular con ruptura folicular resultante y liberacidn de un
Gvulo maduro fertilizable. El estudio del control de la ovulacion ha despertado gran intéres
recientemente, incluyendo controles hormonales, andlisis bioquimico y morfol6gico
detallado del foliculo preovulatorio. Durante el proceso de la ovulacién, la MEC es
degradada en el épice folicular, facilitando la liberacion del ovocito (Espey, 1980). La
degradacién del tejido conjuntivo apical del foliculo preovulatorio ocurre en parte por la
accitn de algunas metaloproteinasas. Los estudios bioquimicos han reportado un incremento
en la actividad colagenol(tica'en la MEC durante el periodo preovulatorio (Cunry y col,

1985; Fukumoto y col, 1981; Reich y col, 1985).

El incremento preovulatorio en la actividad colagenolitica es estimulado por el
aumento en los niveles de LH, sin embargo, poco se conoce acerca de la regulacion de la
actividad enzimética en el espacio extracelular. El control de Ia colagenolisis en otros tejidos
implica la accién de varias clases de inhibidores de metaloproteinasas (Murphy y Sellers,
1980).
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El papel de las colagenasas ha sido corroborado por las siguientes observaciones: 1)
una disminucion en la fuerza tensil de la pared folicular antes de Ia ovulacién (Espey, 1967,
Rondell, 1970) la cual puede ser mimetizada in vifro, por incubacién de la pared folicular
con colagenasa. 2) una disminucién en la coligena folicular y ovdrica antes de la ruptura
folicular (Morales y col, 1983; Reich y col, 1985) y 3) un blogueo de la ovulacion in vitro

por inhibidores de colagenasas en ovarios (Ichikawa y col, 1983).
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ANTECEDENTES

Los aspectos endocrinolégicos del proceso de la maduracién folicular han sido
revisados extensamente por diversos grupos (Ainsworth y col, 1980; Channing y col, 1980;
Bar Ami y Tsafriri, 1981); sin embargo, los aspectos bioquimicos que intervienen en este
proceso no se han estudiado con profundidad. Algunos autores (Masui y Clarke, 1979) han
d_ividido a la ovogénesis en tres etapas; la primera que es propiamente la ovogénesis ¥ que
comprende desde la formacién de las células germinales y el inicio de la meiosis, hasta el
momento en que el ovocito queda detenido en la fase de diploteno. La segunda etapa, se
refiere al crecimiento del ovocito y la subsiguiente formacién de Ia vesicula germinal v Ia
tercera etapa bquebcomprende la llamada maduracién meidtica, iniciada por la estimulacién
gonadotrapica, a estas dos Gltimas etapas algunos autores las han denominado maduracién
folicular (Rosales y Rosado, 1989).

Durante Ia maduraci6n folicular, ocurren tres procesos:

a) Fl ovocito aumenta su didmetro, lo cual va acompaiiado de sintesis y acumulacidn

de orgénulos y macromoléculas (Davidson, 1976).

b) El ovocito al crecer, experimenta una diferenciacién morfolégica y bioquimica,

ndquiriendo la capacidad para terminar la meiosis (Huler y col, 1981).

c) Foliculogénesis, se refiere a la generacién de las capas celulares que rodean al

ovocito y a la acumulacion de liquido folicular, proceso que en conjunto genera al foliculo.

La participacién de algunas sustancias de estructura quimica bien conocida, como

algunos oligopéptidos, las purinas y los glucosaminoglucanos, en el proceso de la
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maduracion folicular, han abierto camino para llegar en el futuro inmediato, a la
identificacién definitiva de los compuestos del liquido folicular que regulan el metabolismo
de las células de la granulosa y de la teca, asi como la interaccion de estas células con el
ovocito, que determinan qué ovocitos deberan iniciar su crecimiento, cuales llegaran a la
maduracién y cudles sufrirdn el proceso de atresia. Sin embargo, el papel que desempefian
estos compuestos en la maduracién folicular y la atresia s¢ desconoce actualmente, Los
compuestos anteriormente citados, estin relacionados con el encontrado por Sato y Kaide
(1984), que llamaron Factor Preventivo de la Maduracion (OMPF; siglas en inglés). Pincus y
Enzmann (1935) fueron los primeros en demostrar que los ovocitos del conejo, separados de
su ambiente fulicqlar, son capaces de madurar, cuando se colocan in vifro en un medio
adecuado, alin desprovisto de hormonas, Esta observacidn ha sido confirmada y se ha hecho

extensiva a otras especies de mamiferos (Biggers, 1972).

El hallazgo de estos péptidos foliculares, ha sugerido la posibitidad de estudiar otros
parametros bioquimicos en el liquido folicular que permitan la diferenciacién entre foliculos
maduros y atrésicos (Bae y Channing, 1985, Billing y Magnusson, 1985), Recientemente s¢
ha dado mucha importancia a la participacién de algunos procesos proteoliticos, no sélo en
el proceso de la ovulacion (Espey, 1974; Strikland y Beers, 1976) sino también en el
desarrollo del foliculo maduro (Imoedemhe y Shau, 1986), Se sabe que durante la ovulacién
ocurre una remodelacién del tejido conjuntivo de la pared apical del foliculo. Las fibras de
colagena sufren un adelgazamiento en foliculos cercanos al periodo de la ovulacion, asi
como una disminucién en el mimero total de fibras (Espey, 1974). Las serino proteasas, han
demostrado ser capaces de reducir la fuerza tensil de la pared folicular in virro (Beers,

1975).

Por otro lado, Rosales y col (1990), han demostrado que el liquido folicular de cabra

contiene un potente inhibidor de serina proteasas, cuya actividad estd inversamente
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relacionada con el tamafio folicular y el grado de atresie, siendo menor en los foliculos
grandes (>6 mm) y no atrésicos. Asi mismo, se detectd actividad proteolitica después de
eliminar al inhibidor en estos mismos foliculos. Estos resultados, en relacion con los de
Imeoedemhe y Shau (1986), sustenian la idea de que, en el liquide folicular existe una
relacién inversa entre la actividad de proteass y antiproteasa conforme el foliculo se
aproxima a la maduracién. La presencia de serina proteasa, en el tejido conjuntivo, ha
sugerido que ésta, conduce a la activacién de colagenasas latentes en el foliculo, como fue
anticipade por Morales y col {1983). Esta activacién enzimatica local puede alterar la
integridad de la pared folicular y facilitar la ruptura del foliculo. Los trabajos recientes
demuestran que ias colagenasas y otras enzimas colagenoliticas estAn presentes en varios
estedios de! desasrolio folicular y al momento de la ovulacion (Morales v col, 1983; Reich v
col, 1985),

Por otro lado, se sabe que lés inhibidores de serina proteasss, entre los que se
incluyen al activador del plasmindgeno y a la plasmina, son capaces de influir en la
activacion de las colagenasas latentes (Reich y col, 1984); por lo tanto, es posible pensar que
¢! inhibidor encontrado de las serina proteasas puede ser el causante de la no activacion de
las colagenasas y que debe existir cierta relacion entre la concentracion de este inhibidor y el
crecimiento folicular, de manera que determinen cutles foliculos progresan y liegan a ovular

y cusles otros detengan su desarrollo y terminen por volverse atrésicos.
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OBJETIVOS

Con los antecedentes planteados, los objetivos a cumplir fizeron los siguientes:

- Clasificar folicutos de cabra por tamafio y grado de atresia.

-~ Realizar determinaciones de actividad calagenolitica en liquido folicular, células de
la granulosa y células de la teca de foliculos que presentaron distintos tamaios y grados de

atresia.

- Correlacionar las actividades enziméticas con cada uno de los tamailos foliculares y

grados de atresia.

- Conocer la influencia que tienen la atresia y el tamafio folicular sobre la actividad

de estas enzimas en las estructuras foliculares.
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MATERIALES Y METODOS

I- REACTIVOS

Los reactivos empleados se obtuvieron de fuentes comerciales y del mejor grado
disponible, siendo la mayoria de grado analitico. El anhidrido acético [H3](Solucién en
Tolueno 18.5 GBg/mmol, 500 mCi/mmol P2A ampolleta de vidric sellada) fue adquirido en
Amersham Life Science Products. La cisteina, EDTA, o-fenantrolina, Fenilmetilsulfonil
fluoruro (PMSF), la N-etilmaleimida (NEM), El Ditiotreitol (DTT), el Pepstatin y el Borax
(Tetraborato de Sodio) fueron de Sigma Chemical Company (St. Louis, MO), El acetato
aminofenilmercirico (APMA) fue obtenido de los laboratorios ICN-K & K (Plainview, NY).
El NaCl fue adquirido en Baker. Los reactivos utilizados para los zimogramas fueron
obtenidos de los laboratorios Bio-Rad {(Richmond, CA), la caseina fue donada amablemente
por el Dr Pablo Pérez Gavilan del HBM. La colégena soluble en acido fue extraida de piel
de rata y acetilada con anhidrido acético [H3), y tratada con pepsina (300 pg/mg de

coldgena) para remover [os telopéptidos (Dean and Woessner, 1985)

II- OBTENCION DE LOS FOLICULOS.

Se obtuvieron ovarios de cabras criollas adultas no gestantes, sacrificadas en el
rastro de Ferreria, D.F. Las muestras se obtuvieron aproximadamente 15 minutos después
de la muerte del animal, en el momento de la evisceracion. Los ovarios se transportaron en
solucion salina de NaCl 0.15 M a 40C al laboratorio. Una vez ahi, se enjuagaron 3 veces en
la misma solucion, para eliminar la mayor cantidad posible de sangre residual, después se

procedid a efectuar !a diseccion de los foliculos.
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El aislamiento y diseccion de los foliculos se realizo bajo un microscopio
estereoscopico, procurando eliminar la mayor cantidad de tejido estromal, a manera de
poder hacer ficilmente la identificacion y medicién de los foliculos. Durante toda la

diseccién los foliculos se mantuvieron en solucion salina y a 4°C.

Una vez aislados los foliculos, fueron clasificados por tamaiio en 3 grupos; los <3
mm, de 3 2 6 mm y >6 mm; y después se clasificaron por su grado se atresia formando 4

Brupos.

Les criterios para calificar la atresia fueron los descritos por Moor y col (1976) y
aplicados a la especie caprina por Rosales y col (1990). Bésicamente se consideraron 3
elementos; Ia continuidad de la capa granulosa, grado de vascularizacion tecal y presencia de
acumulos de ovocitos, de tal manera que en el grupo I quedaron los folicules con apariencia
brillante y translicida, extensa vascularizacién y una capa granulosa regular. En el grupo II
quedaron los foliculos que presentaron algunos rasgos de atresia, como poca translucidez y
aspecto grisiceo pero sin desprendimientos claros de granulosa, En el grupo III se
incluyeron los foliculos con apariencia opaca o grisicea, vascularizacion pobre y
desprendimiento de la capa granulosa. Este tltimo grupo se subdividi6 en un subgrupo Illa,
en donde estuvieron los foliculos moderadamente atrésicos y un subgrupo Illb, en donde

estuvieron los foliculos severamente atrésicos.

TII- PURIFICACION DE LAS MUESTRAS. OBTENCION DE LAS FRACCIONES
PARA ANALIZAR ACTIVIDAD ENZIMATICA.

Después de clasificar los foliculos, se extrajo el liquido folicular, por punci6n con
una aguja calibre 22, realizando delicadamente un lavado del interior del foliculo mediante

aspiracién, insercién y reaspiracién del liquido folicular, con esta forma de obtener el
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llquido, aseguramos la recuperacion del 85% de las células de la granulosa, Después de
obtener el liquido se centrifugd a 3,500 x g durante 10 minutos, el liquido folicular se

separd y se centrifugéd nuevamente a 12,000 x g por 20 minutos.

Ei precipitado del primer sobrenadante se resuspendit en amortiguador de Tris-HCI,
pH 7.4 y las células de la granulosa recuperadas se lavaron por centrifugacion a 3,500 x g
durante 10 minutos, ¢l sobrenadante se descarté y el precipitado se resuspendié en 500 pl
de amortiguador Tris-HCl 0.05 M, pH 7.4 que contenia 0.01 M de CaClz, O.15 M de
NaCl y 0.25% de Tritén X-100, se homogend utilizando un homogenador Potter
Ekvehejem con émbolo de teflén. Parte del homogenado se utilizd para la determinacion de

proteinas por el método de Lowry y col (1951).

El resto del homogenado fue utilizado para hacer las determinaciones de la actividad
colagenolitica; para lo cual, fire necesﬁrio primero extraer las enzimas. Esto se llevo a cabo,
siguiendo el método descrito por Weeks y col (1976) y que consistié en centrifugar el
homogenado a 36,000 x g durante 20 minutos a 280C, el sobrenadante se utilizd para
medir la actividad libre y los precipitados se resuspendieron en el volumen original con
amortiguador de Tris-HCi 0.05 M pH 7.4, conteniendo 0.1 M de CaCly, la suspension se
calenté a 60°C, durante 4 minutos con agitacién manual. Después, Jos tubos se enfriaron
con agua y se centrifigaron a 10,000 x g durante 20 minutos y a 4°C. Los sobrenadantes
fuercn dializados toda la noche contra Tris-HC! 0.04 M pH 7.4 con 0.15 M de NaCl, lo

cual produjo una concentracion final de calcio de 0.01 M y ademis redujo la concentracion
de Tritén X-100.

Después, se incubaron lés muestras 8 379C durante 3 minutos y se agregd Tripsina

{1 mg/ml) para activar a las colagenasas y posteriormente se adiciond inhibidor de tripsina
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de soya (3.6 mg/ml) para detener fa actividad de la enzima y prevenir la digestion de las

mismas enzimas,

IV- PURIFICACION DE LA COLAGENA

La purificacion de 1a coligena implica, generalmente, varios pasos diferentes. Estos
incluyen la adquisicién y el procesamiento preliminar de un drgano o tejido apropiado, fa
extraccidon de la coligena y su purificacidn. Este Ultimo proceso no sélo requiere la
eliminacion de los componentes no colagénicos presentes en el extracto, sino también la

separacidn selectiva de los otros tipos de coligena ahi presentes.
Los pasos implicados en 1a extraccién y purificacion se detallan a continuacion:

Una rata hembra de 6 a 8 semanas de edad fue sacrificada, se obtuvo la piel del
animat y se disgregd en fracciones de ~1 mm2. Se tomaron 8 g que fueron deslipidizados en

100 ml de etanol, por 3 horas con 3 cambios,

Este extracto fue homogenado en un politrén (PCU, power central Unit
Drehzahiregler) en 100 m! de amortiguador de fosfatos salino (PBS, Phosphate buffer
saline, siglas en ingiés) el cual contenia NaCl al 25%, esta mezcla fue dejada toda la noche

en agitacion a 4°C.

Se lavo el extracto 3 veces con la solucion de PBS + NaCl y en cada ocasion se

centrifugd a 12,000 x g durante 30 minutos en cada ocasidon,

El precipitado (pp) se 1avé con ague bidestilada fria y se centrifugh a 12,000 x g
por 30 minutos,
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Ef pp fue resuspendido en un amortiguador Tris-HCl 0.05 M, con 0.45 M de NaCl,
pH 7.4 y agitado durante 48 horas a 49C.

Se centrifugd a 10,000 x g en un rotor HB4 (Beckman) durante 30 minutos y el
sobrenadante (sn) fue desechado. En cambio el pp se resuspendié en é4cido acético 0.5 M,

dejado en agitacién duranie 48 horas a 4°C,

Se centrifugé nuevamente a 10,000 x g en el rotor HB4 por 30 minutos

generandose un precipitado y un sobrenadante.

De las fracciones obtenidas (pp y sn), el pp se resuspendié en 100 ml de écido
acético O.5 M, para realizar la segunda extraccion. El sn se alcalinizdé con NaOH 10 N, pH
6.2y se le adiciond acido eti]en-diami.no-tetracético (EDTA) 0.5 M (primera extraccion).

Se realizaron 3 extracciones mis de manera semejante a la primera.

Las 4 extracciones se juntaron y se dializaron, en 4 litros de amortiguador de fosfato

de sodio (NazHPO,4) 0.02 M con 3 cambios durante 24 ha 40C.

Por otro lado los 4 pp resultantes fueron resuspendidos en 100 ml de 4cido acético
0.5 M y se les adicionaron 25 mg de pepsina (Whortinton) y se dejaron 90 minutos con
agitacién, posteriormente se centrifugaron a 10,000 x g durante 30 minutos en un rotor
$S34 (Beckman). El sn obtenido fue eliquetado como 1a pepsina; el pp se resuspendi6 en
100 ml de 4cido acético O.5 M, se pepsinizd durante 90 minutos, y se siguio el
procedimiento ya mencionado, obteniéndose asi, la 2a y la 3a. pepsinas, que fueron

marcadas con un asterisco.
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Cada extraccion fue dializada contra cido acético 0.5 M por 24 horas.

Las extracciones con acido acético se centrifugaron a 14,000 x g durante 30

minutos en el rotor $834.

El pp se resuspendié en 200 m! de amortiguador Tris-HCI 0.05 M, con NaCl 0.45
M, pH 74.

Posteriormente se centrifugd a 17,000 x g en el rotor $S34 durante 30 minutos, el
pp fue resuspendido en 4cido acético 0.5 M y el sn se centrifugé a 45,000 x g durante 1 h
en el rotor 5O Ti (Beckman).

El sn de este tiltimo paso fue precipitado diferencialmente en amortiguador Tris-HCl

0.05 M, conNaCl 1 M, pH 7.4, durante 48 horas con 2 cambios en 2 lifros.

Se centrifugé a 17,000 x g durante 30 minutos, en el rotor SS34. El pp fue
disuelto en écido acético 0.5 M y el sn se puso a dializar contra 1.7 M de NaCl durante 24 h
ad4oC.

Se centrifugb nuevamente en el rotor SS34 a 17,000 x g durante 30 minutos, al pp
lo denominamos coligena Tipo I11. En cambio el sn se dializb contra 2.7 M de NaCl por 24
ha4°C

Se centrifugé nuevamente en el rotor S834 a 17,000 x g durante 30 minutos, €l

pp fue denominado coligena Tipo 1, el sn se desechd.
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Por otra parte, las 4 extracciones con pepsina (*) se juntaron después de la diélisis,
se ajustaron a pH 7.4 y se les adicionaron inhibidores como el EDTA y el p-hidroxi-

mercuribenzoato (PHMB).

Después se dializaron contra NapgHPG4 0.02 M por 24 h. Se centrifugaron a
14,000 x g durante 30 minutos en el rotor S834 y el pp fue resuspendido en Tris-HCI pH
740.05M, y NaCl1 0.45 M,

Se centrifugd a 17,000 rpm durante 30 minutos en el rotor SS34 y el pp se
desecho y el sn se dializ6 contra 1 M de NaCl por 24 h a 4°C

Se centrifugd nuevamente ef dializado a 17,000 x g durante 30 minutos en ¢! rotor
8834, el pp se desechd y el sn se dializ6 en 1.7 M de NaCl durante 24 h. Transcurrido este
tiempo, se centrifugo el dializado a 17,000 x g durante 30 minutos en el rotor SS34, el pp

lo denominamos colégena Tipo NI y ¢l sn fie dializado contra 2.7 M de NaCl por 24 h a
40C,

Se centrifigé nuevamente a 17,000 x g durante 30 minutos en el rotor 8§34 y al

pp lo denominamos colégena Tipo 1.

YLas coldgenas Tipo I y Tipo III se sometieron a 2 diélisis mas, la primera contra O.5

M de 4cido acético y Ia segunda contra 0.005 M de #cido acético, durante 24 h cada una y
a40C.

Transcurrido ese tiempo fueron somelidas a una electroforesis en geles de
poliacrilamida (EGPA), para observar el patrdn de migracién de las proteinas purificadas. Es
importante aclarar que la coldgena Tipo HI debe ser reducida con Ditiotreitol (DTT) antes
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de adicionar la muestra en el carri} de corrida, ya que este tipo de coligena se encuentra

unida por puentes disulfuro, localizados en la region carboxilo terminal.

V- MARCAJE RADIACTIVO DE LA COLAGENA

La colagena tipo I fue dializada contra un amortiguador de Bdrax (Tetraborato de
Sodio) 0.02 M pH 9, con 0.05 M de CaClp durante 24 horas.

A continuacién fue marcada radiactivamente con anhidrido acético [H3] (Solucion
con tolueno SOO mCi/mmol, 18.56 Bg/mmol). Se adiciond 1a marca radiactiva (3
ampelletas de 0.1 ml con 1 mCi/ml + 0.9 ml de tolueno; haciendo un volumen final de 1 ml
por ampolleta) durante 3 h con agitacién suave a 40C (100 pl/6 min).

Luego de adicionarle toda la marca se dejé 1 h con agitacion constante y a 4°C.

Se acidific con 0.5 M de dcido acético y se dializd 2 veces; la primera en 0.5 M de
Acido acético y la segunda en 0.Q005 M de dcido acético, cada una por 24 hy 3 40C.

Se tomaron alicuotas de 10 y 20 yl de la solucion de dialisis, se les adicionaron 2.5
m! de Bray y se contaron en un contador de centelfeo liquido, para determinar la cantidad de

marca libre que no se incorpord en la proteina.

Se realizaron 4 o 5 didlisis mis, hasta que se desechd toda la marca libre no

incorporada.
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Se tomaron alicuotas de 5, 10 y 20 ul de la coligena marcada y se contaron en el
contador de centelleo (BECKMAN, modelo LS 1801) para analizar la cantidad de

radiactividad incorporada al sustrato (colagena tipo I).

VI- FRUEBA DE ACTIVIDAD COLAGENOLITICA

Realizamos las pruebas de actividad colagenolitica en placas de 96 pozos (Costar)

para lo cual el procedimiento fue el siguiente:

La colégena’ que previamente habia sido marcada con anhidrido acético, fue
mezclada con una solucidn de carbonato de sodio (NaC03) 1 M, pH 9 en proporcién de
1:5 (10 gl de clg-H3/40 pi de Carbonato) y esta mezcla adicionada a cada pozo.

Los pozos fueron secados a vacio toda la noche, en un desecador a temperatura

ambiente.

Posteriormente a esto, los pozos se enjuagaron 5 veces con agua destilada, para

eliminar el exceso de sales.

Se adicionaron alicuotas de 10 ul de los extractos obtenidos de los foliculos
(paquete celular (PC) y del saco folicular (8)), por cuadruplicado de manera alternada, de

cada serie, los dos primeros, no llevaron EDTA y los dos siguientes si.
Las mezclas de reaccion para cada pozo fueron las siguientes: para los pozos con

EDTA (7.5 ul) se adicicnaron 117.5 pl de amortiguador Tris-HCI O.05 M pH 7.4, 15 pl de
N-etilmaleimida (NEM) 0.05 M pH 7.4 y los 10 pl del extracto. En cambio, para los que

19



"no llevaron EDTA fueron 125 pl del mismo amortiguador Tris-HCI, 15 pl de NEM y 10 pl
del extracto.

Una vez listas las placas, se incubaron a 350C, durante 48 horas. Transcurrido este
tiempo, la placa fue centrifugada a 1,000 x g 2 minutos para depositar en el pozo el

material que se habia condensado en la tapa de la placa.

Se tomaron de 140 a 150 pl del sobrenadante y se les adicionaron 2.5 ml de liquido
de centelleo (Bray) y se determind la radiactividad en un contador de centelleo liquido. Esta

se expresd como cuentas por minuto {(cpm) por mg de proteina.

VII- ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA (EGPA)
COPOLIMERIZADA CON GELATINA

Las fracciones de foliculo (saco y paquete celular) se ajustaron a una concentracién
final de Q.5 mg/ml con amortiguador de Tris-HCI 0.I5 M, CaCly pH 7.4. Se mezclaron
alicuotas de 20 ul de cada muestra con amertiguador de Tris-HCI O.1 M, pH 6.8, SDS 2 %
y glicerol al 20 % y se aplicaron a minigeles de poliacrilamida al 10 % (p/v),
copolimerizados con 0.1 % (p/v) de gelatina (Heussen y Dowdle, 1980). Los geles se
sometieron a corriente constante 25 mA/gel, posteriormente fueron lavados por 2 h en
Tritén X-100 al 2.5 %, para eliminar ¢l SDS, se enjuagaron tres veces con agua destilada y
s¢ incubaron durante 20 horas en amortiguador Tris-HCl 0.05 M, CaCly 0.005 M, pH
8.0. Los pgeles fueron telidos por 1 h en azul brillante de Coomasie 0.05 % en
agua/metanol/acido acético (6:3:1) y destefiidos por 1 h en la misma solucién sin el

colorante.
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La actividad colagenolitica fiie caracterizada por incorporacién de inhibidores de
proteasas en el amortiguador de incubacion y se compard con los controles. Los inhibidores
utilizados fueron: EDTA (10 mM), DTT (5 mM), fenilmetilsuifonil fluoruro (PMSF) (1
mM), NEM (5 mM) y pepstatin A (1 pg/ml), y o-fenantrolina (5 mM). La actividad
proteolitica también fue ensayada utilizando caseina como sustrato, incorporada en el gel;
para esta determinacién se utilizo la tecnica descrita por Heussen, con algunas
modificaciones (Pérez-Montfort y col, 1987). Inmediatamente después de la electroforesis,
los geles fueron lavados con Tritén al 2.5 % con agua destilada e incubados con Tris-HCI
O.1 M, CaCi2 0.01 M, pH 7.4 por 10 minutos e inmediatamente puestos en contacto con
otro gel de poliacrilamida al 7.5 % que contenia cascina. La solucién de caseina fue
preparada disolviendo 1 g en 20 ml de 4cido borico 0.2 M y NaCl 0.16 M, pH 8, por
calentamiento en un baflo Maria a ebullicidn durante 1 h. La caseina solubilizada se enfiio a
temperatura ambiente y se centrifugd a 12,000 x g durante 30 minutos y se filtré con una
membrana Millipore de 0.45 pm. Los geles fieron colocados entre dos placas de vidrio y
envueltos en papel e incubados en una atmésfera hiimeda a 379C por 24 h, Posteriormente

fueron fijados, teflidos y desteilidos como ya se mencion6.
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RESULTADOS

LA ACTIVIDAD COLAGENOLITICA ES MAYOR EN EL SACO
FOLICULAR EN COMPARACION CON LA DEL PAQUETE CELULAR.

Las fracciones marcadas como saco folicular (S) y paquete celular (PC), mostraron
variaciones en cuanto a su actividad degradativa sobre colagena-H> cuando la prueba se
realiz6 en placa de 96 pozos para microensayo. La figura 1 muestra que la actividad del PC
no fue mayor de 2,000 cpm en cada una de las fracciones ensayadas. El grupo de foliculos
by g fue el que mostré mayor actividad cuando se incubé durante 48 h a 359C. Se
observo que el grupo <3 mm no presento actividad considerable, pero en los foliculos de 3 a
6 mm la actividad disminuyé conforme el foliculo maduraba. Por otro lade, los foliculos
mayores de 6 mm pero con diferentes grados de atresia (I, Il y III) presentaron menor

actividad enzimética que los ubicados entre 3 a 6 mm, con aumento en la misma conforme

aumento la atresia.

Cuando analizamos la actividad de S (Fig. 2) observamos que el grupo Ila fue ¢l
més activo (~6,500 cpm) a diferencia del grupo IIIb cuya actividad decayd hasta un 30%
del grupo anteriormente citado (~4,500 cpm). De la misma manera que el PC, el grupo <3
mm fue ¢l de menor actividad (~2,500 cpm). Un dato interesante es que la actividad se
incrementé de manera gradual en los grupos de 3 a 6 mm, a excepcion del grupo 11Ib 3-6
mm n donde la actividad disminuy6 1,500 cpm. Por otro lado, al confrontar la actividad

mostrada en el PC vs S, se observé que en este tiltimo, hubo una actividad de hasta 3 veces

mAs (comparando las figuras 1 y 2).
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Para verificar estos resultados, decidimos cuantificar el porcentaje de degradacion de
la colagena-H3 en relacion a las muestras anteriormente ensayadas, (Figs 3 y 4 ). En la
figura 3 se observa que el PC mostrd valores elevados de degradacion, siendo el grupo 3.
6. aquel con mayor actividad sobre el sustrato (~6.5 % de degradacion). El grupo Illay_g
tuvo una actividad ligeramente infetior al anterior (~5.5 % de degradacién), en cambio los
demis grupos, a excepcion del lllsg (~5 % de degradacion), mostraron una actividad muy

pobre de degradacion.

En cambio, las fracciones S se comportaron de manera muy diferente (Fig. 4). Ei
‘ grupo illby.g tuvo la mayor actividad degradativa (~10,5 % de degradacion) en cambio los
siguientes tres grupos mostraron entre si una actividad degradativa muy semejante (I3.g,

3.6, lllaz_g, I>g, ll>g ¥ 1lI>g).

Al comparar los resultados mostrados en las figuras 3 y 4, cbservamos que la mayor
actividad enzimatica se encontro en el saco folicular y preferencialmente en la fraccion

denominada I1lb3_6.

CONFORME EL FOLICULO MADURA SE INCREMENTA LA ACTIVIDAD
COLAGENOLITICA.

Para determinar el estado de crecimiento folicular en el cual la actividad
colagenolitica se incrementd, decidimos analizar las fracciones ensayadas (PC y S) juntas, en
cada uno de los grupos clasificados con base en su grado de atresia (Fig. 5). La actividad
colagenolitica se incrementd conforme el foliculo va madurando, los foliculos mas pequefios -
(<3mm) presentan Ja menor actividad enzimética sobre coligena-H3, Los foliculos de los
grupos I3.¢ y Ilj.¢ presentan una actividad muy semejante (~6,500 y ~7,000

respectivamente), como se observa, la actividad del grupo II es ligeramente superior. El
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ACTIVIDAD COLAGENOLITICA EN PLACA
CPM/mg Proteine

2000

1800

4 136 Ha-aMaas-sMDs-slw e Nl mm
PAMQUETE CELULAR

rigura 1. Actividad colagenolitica de extractos foliculares
de cabra (paquete celular). 10 ul del extracto fueron
ensayados en placa, la actividad fue evaluada como cpm/mg de
proteina de las diferentes fracciones obtenidas del foliculo.
Los foliculos fueron clasificados por su tamafio en tres
grupos; <3 mm, de 3-6 mm y >6 mm. El segundo Yy tercer grupo
fueron clasificados de acuerdo a su grado de atresia. El
grupo III se dividié en dos subgrupos a y b, los cuales
estuvieron formados por: a} foliculos atrésicos secundarios y
b) foliculos atrésicos terciarios.
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ACTIVIDAD COLAGENOLITICA EN PLACA
CPM/md Prot x 1000

L

3 1s-¢ N3-sAlm3-allibs-2 16 MNie M mm
SACO FOLICULAR

Pigura 2. Actividad colagenolitica de extractos foliculares
de cabra (saco folicular). 10 pul del extracto fueron
ensayados en placa, fueron evaluados de la misma manera que
se describe en 1la figura anterior, Se observd que la
actividad aumentd en los grupos I3-6, II3-6 y IIIa3-6; ademds
de gue fue mayor que la encontrada en el paquete celular
(ver Fig 1). Los grupos I+6, II+6 y III+6 contrariamente a lo
esperado, mostraron menor actividad gque los foliculos de
tamafio 3-6 mm, s&6lo la fraccidn I+6 wmm mostrd actividad
semejante a la del grupo ITIb3-6,
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grupo con mayor actividad enzimética fue el Illaz.g cuyo valor méximo fue de 11,500 cpm
y aunque ls actividad emziméitica para el grupo IIIb3.g disminuy6é hasta ~8,000 cpm

todavia la podemos considerar como representativa,

LAS METALOPROTEASAS PARTICIPAN EN EL MECANISMO DE RUPTURA
FOLICULAR

Las metaloproteasas son un grupo importante de enzimas asociadas a Zn++,
responsables de la ;legradacibn de componentes de 1a matriz extracelular en diferentes
procesos fisiologicos y patologicos (Woessner, 1991; Matrisian, 1992). La determinacion de
las gelatinasas en las muestras de PC y S, por zimogramas sobre gelatina, revelaron la
presencia de dos bandas de peso molecular de 62 y 46 Kd. Estas dos actividades fueron

detectadas en todas las muestras anatizadas (Fig. 6, 7y 8)

Para caracterizar la actividad colagenolitica se incorporaron los inhibidores de
proteasas (DTT, NEM, PMSF, o-Fenantrolina, EDTA y pepstatin B), en el amortiguador de
incubacion y se comparé con ‘los controles. La figura 9 representa las EGPAs
copolimerizadas con gelatina més la presencia de los diferentes inhibidores ya mencionados,
Se abserva que los quimicos NEM Y PMSF no inhibieron la actividad enzimatica de las
fracciones ensayadas, el pepstatin B inhibi6 ligeramente a la enzima; contrariamente el DTT,
la o-fenantrolina y ¢l EDTA inhibieron totalmente la degradacién del sustrato por parte de

las fracciones ensayadas.
Por Gltimo se determind la actividad proteolitica de las diferentes fracciones,

utilizando caseina como sustrato, incorporada en el gel (Fig. 10). Sin embargo, no se

detecto actividad degradativa de las fracciones trabajadas.
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ACTIVIDAD COLAGENOLITICA EN PLACA
%DEGRADACION

3 13- Ha-g Bln 3-8 liiba-e |18
PAQUETE CELULAR

e Hwe mm

rigura 3. Actividad colagenolitica de varias fracciones del
pagquete celular de extractos foliculares de cabra, FPorcentaije
de degradaciédn enzim&tico. Se observa que las fracciones de
foliculos del grupo 3-6 mm degradan mas sustrato que sus
similares del grupo de +6 mm a excepcién del grupo III+6 en
donde la actividad fue muy similar a aquellas ya
mencionadas. .
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o"M'.:’T IVIDAD COLAGENOLITICA EN PLAGCA
121

10 1

13-86 Ha-¢ Hima-e D 3-¢
8ACO FOLICULAR

Figura 4. Actividad colagenolitica de varias fracciones del
saco folicular., Porcentaje degradado del sustrato (colédgena-
H3) en incubacién a 35°C durante 48 h. La actividad fue muy
superior a las fracciones del paquete celular (ver Fig 3).
Por otro lado, se observa que los foliculos de los grupos I3-

6, II3~6 y Illa3d-6 y IIIb3-6 mm mostrarcn mayor porcentaje
degradativo que los grupos restantes.
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ACTIVIDAD COLAGENOLITICA EN PLACA
CPM/mg Prot x 1000

12-1

10

a Js-8 Ba-s Nima-ciliba-s (e e Ni:e mm
PAQUETE CELULAR + S8ACO FOLICULAR

¥igura 5. Actividad colagenolitica en paguete celular nas
saco folicular de cada uno de los grupos tratados. Se obkserva
gue existe una relacién 1lineal entre la actividad enzimitica
y el desarrollo del foliculo en las muestras <3, I3-6, II3-6
y IIla3-6 mm. Sin embargo, las fracciones I+6, II+6 y III+6
mm mostraron actividades hasta de un 40% menores en rerlacién
a los primeros grupos.
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Figura 6. Zimogramas (EGPA copolimerizada con gelatina, de
los extractos foliculares de cabra. (A) saco folicular y (B)
paguete celular. Las muestras ensayadas fueron; 1, extracto
folicular; 2, Grupe I+6; 3, Grupo lI+6; 4, IIla+6; 5,
IIIb+6; 6 y 7 son los marcadores de Pagso Molecular pretefiidos
y 8, AlbfGmina comeo control. lLa gelatinolisis es indicada por
las zonas de lisis en el gel. Los nGreros a la izquierda
corresponden al Peso Molecular de la region degradada por la

enzima. Adicionalmente a estas bandas, el carril 5 (IIIb3-6)
del paguete celular mostré varias zonas de lisis, de PM mayor

a 62 KDa, estas podrian corresponder a un precursor activado
similar al sugerido por Woessner (1982).
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Pigura 7. Zimogramas de extractos foliculares de ovario, (A)
saco folicular y (B) paquete celular. Las muestras fueron; 1,
Marcadores de Alto Peso Molecular; 2, extracto folicular;

3, Grupo <3; 4, Grupo I 3~-6; 5, Grupo II 3-6; 6, Grupo IIIa
3-6; 7, Grupo IIIb 3-6; 8, marcadores de Bajo Peso Molecular
y 9, AlbtGmina. La actividad degradativa representada por 1las
zonas de 1lisis, es mayor en las fracciones del sace
folicular, 1los pesos moleculares de la enzima, son
registrados a la izgquierda en KbDa.
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Figura 8. Zimogramas de extractos foliculares de ovarios de
cabras. (A) Saco folicular y (B) Paguete celular. Las
muestras fueron; 1, extracto folicular; 2, Grupo <3; 3, Grupo
I 3-6; 4, Grupo II 3-6; 5, Grupo IIIa 3-6; 6 y 7 marcadores
de Peso Molecular y 8, Albimina.
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rigura 9. Zimogramas incubados con inhibidores; 1, Pepstatin
(1 pl/mly; 2, o-fenantrolina (5 mM); 3, PMSF (1 mM); 4, NEM
(5mM); S, EDTA (10 wuM); 6, DTT (sSmM); 7, Control; 8,
Marcadores de Alto Peso Molecular y 9 AlbGmina. La actividad
gelatinolitica en los extractos es dependiente del metal,
como se demostré por la inhibicidn cempleta de la actividad
enzim&tica por 1la oO-fenantrolina, el DIT y el EDTA. El

Pepstatin solo inhibi6 ligeramente y los otros inhibidores no
mostraron efecto sobre la enzima.
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Figura 10. En cuantc a la actividad proteolitica sobre
caseina. No se observaron bandas de actividad degradativa en
la EGPA copolimerizada con caseina.
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DISCUSION

E! foliculo ovarico es la unidad anatémico-funcional del ovario, a partir de la cual se
originan los tres compartimentos del 6rgano; el folicular, el luteal y el intersticial. Sus
funciones primordiales son liberar al ovocito y secretar las hormonas que estimulan el

crecimiento y la diferenciacion de los drganos del aparato reproductor.

El foliculo esta formado por el ovocito I, una membrana basal que aisla a las células
de la granulosa del resto de los componentes del ovario y las células tecales, estas ultimas
conforman la denominada teca interna, Ademés de las células de la granulosa y las tecales, el
foliculo estd rodesdo por un complejo sistema de fibras de coligena, células del tejido
conjuntivo, sustancia fundamental y fibras musculares lisas, todo lo anterior recibe el nombre
de teca externa. Todos estos elementos forman una vaina fibrosa que al disgregarse, en un
punto cercano a la superficie del ovario, forma un orificio por el cual saldra el ovocito. Cabe
sefialar que el ovocito y las células foliculares no reciben riego sanguineo en forma directa

(Dominguez y col, 1990).

Schochet (1916) inicid la investigacion del o los mecanismos enzimédticos que
intervienen en la ovulacién, al demostrar que el liquido folicular podia atacar a la fibrina, el
tejido conectivo hervido, musculo y tejido ovarico. Ademas el espectro de enzimas
identificado en el liquido folicular de varios organismos es muy similar. E! activador del
plasmindgeno en el liquido folicular (Beers y Strickland, 1978; Strickland y Beers, 1976),
puede ser la enzima que inicia la cascada proteolitica y que en wltima instancia degrada la

colégena y guia a la ruptura del foliculo.
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En ¢l conegjo y la rata, el volimen del foliculo preovulatorio se incrementa
linealmente después de un estimulo coital o de gonadotropina coridnica humana (GCh)
(Lipner y Greep, 1971). De acuerdo con el incremento en el volimen folicular, se ha
observado aumentada la hidroxiprolina ovarica 2 veces y posteriormente una declinacion
abrupta (Morales y col, 1983). Los foliculos preovulatorios experimentan un periodo de

aumento en la sintesis de colagena, seguido por la degradacion de la misma.

Asi, en nuestros resultados se observé que la actividad degradativa de la colagena
aumenté conforme el foliculo file madurando y creciendo, ya sea representado por el grado
de desarrollo (I, )] y III), 6 también al tamafio folicular (<3, 3-6 y >6 mm) debido

probablemente al aumento de las fibras colagénicas alrededor del foliculo.

La apariencia del foliculo preovulatorio cercano a su ruptura ha sido descrita en gran
detalle. En ratones (Byskov, 1978) yl conejos (Chemney y col, 1975), el foliculo sobresale
hacia arriba de la superficie del ovanio y éste incrementa su volumen, los capilares de la teca
se "empaquetan" con los eritrocitos y el endotelio es aplanado; con el tiempo, aparecen
perforaciones en las paredes capilares. Conforme el tiempo de ruptura se acerca, las células
tecales en la base del foliculo se rompen hacia la ldmina propia y empiezan a entremezclarse
con las células de la granulosa parietal, las cuales muestran un incremento en el reticulo
endoplasmético liso (REL), que sefiala su transformacion a células lutciniuﬁtes. En ¢l 4pice,
el epitelio germinal descansa sobre: a) una membrana basal que contiene fibroblastos (la
teca) y b) una membrane basal, la |dmina propia de la membrana granulosa. Los fibroblastos
adyacentes no estén presentes por mucho tiempo, pero las fibras de colagena si, las células
de la teca debajo de la capa epitelial fragmentada se observan necroticas. Con la ruptura, las
células de la teca se pierden como también la lamina propia de la membrana granulosa y ias

ltimas células salen a través del punto de ruptura. Han sido descritos cambios similares en
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¢l conejo y el humano, con la consideracion de que la coligena en el 4pice llega a dispersarse

(Bjersing y Cajander, 1974a; 1974b; Espey, 1967, Okamura y col, 1980).

Las colagenas tipo 1 y III han sido identificadas por métodos inmunchistoquimicos
en la teca de los foliculos de Graaf (Palotie y col, 1984) y aparecen como haces de fibras
distribuidas entre las células de! misculo liso y fibroblastos, asi como en la lamina propia,
entre la teca interna y las células de la granulosa que contienen ademds colégena tipo IV

(Bagavandoss y col, 1983).

Con base en estos datos, decidimos utilizar colagena tipo I para los ensayos de
actividad degradativa en placa, para tratar de simular 1a colagena presente en las tecas (Figs.
1 a5). Ademas, las actividades gelatinoliticas {colagenasa tipo IV) fueron detectadas en

Zimogramas (Figs. 6,7 y 8), con lo cual se corrobora lo sugerido por la literatura.

Martin y Miller-Walker (1983) utilizaron una solucién de dodecit sulfato de sodio
(SDS) para incubar ovarios de hamster para eliminar el epitelio germinal situado encima de
estos y examinar la distribucion de las fibras de colagena en la pared folicular. De tal forma
que observaron bandas de fibras paralelas arregladas en capas que inician en la base del
foliculo y que se extienden hacia el 4pice, en donde se despliegan como abanico en la red
que lo cubre, Aunque no se han realizado estudios similares sobre el foliculo de otras
especies, el estudio ultraestructural ha indicado que hay fibras de coligena. La presencia
continua de coligena en la ovulacion fue descrita en hamsters (Martin y Talbot, 1981) y en
ratas (Tsujimoto y col, 1982) y la disolucién de las fibras de colégena ha sido reportada en
ratas, (Curry y col, 1985, Morales y col, 1983; Okasaki y col, 1973; Parr, 1974; Reich y col,
1985) en humanos (Fukumoto y col, 1981, Okamura y col, 1980) y en conejos (Espey,
1967).
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La degradacién de la coligena puede seguir dos rutas; debido a que por su
configuracién de triple hélice es resistente a la proteolisis, La primera via implica la accién
de las colagenasas, que son metaloproteinasas especificas que escinden la molécula de
colégena, produciendo dos fragmentos, uno de 3/4 y otro de 1/4 de la proteina nativa. A
379C estos fragmentos se desnaturalizan, dando origen @ 3 porciones de cadenas a de
gelatina separadas, las cuales pueden ser rapidamente atacadas por proteasas extracelulares
especificas. Una segunda ruta implice la fagocitosis granulocitica o fibroblistica y la
degradacién intracelular (Woessner, 1982). La sustancia basal que rodea las fibras de
colagena es degradada por las serina proteasas y elastasas, esto contribuye probablemente a
la proteolisis completa de las fibras de coldgena inicialmente cortadas por las colagenasas

(Murphy y Sellers, 1980).

Las fuentes de colagenasas més comunes comprenden dos tipos; las proteasas
granulociticas y las tisulares. Entre las primeras, el leucocito polimorfonuclear de humano,
cc.mtiene en sus granulos: a) proteasas neutras que muestran actividad de colagenasa
asociada con otra metaloproteasa, b) serina proteasas, que exhiben actividad de elastasa y
colagenasa a bajo nivel y c) catepsina G (proteina catidnica similar a la quimiotripsina). La
colagenasa est4 fuertemente unida a la a2-macroglobulina del plasma y ligeramente unida a
la Bl-anticolagenasa también del plasma. La elastasa estd fuertemente unida a la ol-
antitripsina y al inhibidor I de Mucus sp y débilmente unida a la a2-macroglobulina, La
secrecion de proteasas neutras es baja, excepto durante la fagocitosis y los inhibidores de
proteasas normalmente mantienen sus niveles bajos, sin embargo, es posible lograr un
incremento local en dicha actividad enzimitica, cuando su produccion o un acumulo local
satura las concentraciones de los inhibidores, como se observd durante las reacciones de
inflamacién (Ohlsson, 1980).
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Por otra parte, las colagenasas tisulares son producidas por una gran variedad de
tipos celulares; a pesar de ello y a diferencia de los granulocitos, existe poca evidencia de un
almacenamiento intracelular de colagenasas activas. La produccion de colagenasas es
dependiente de la induccién de sintesis mediada por €] ADN mas que una liberacién de
enzimas preformadas. Las colagenasas pueden ser sintetizadas y almacenadas en una forma
inactiva, o también la enzima y un inhibidor pueden estar presentes simultineamente en
forma de complejos enzima-inhibidor, su liberacién, deberia prevenir la aparicion de una

enzima activa {Wolley y Evanson, 1980),

Murphy y Sellers (1980) hipotetizaron que todos los tejidos conjuntivos sintetizan
inhibidores de colagenasas, los cuales se unen a la enzima para formar un complejo y el
resultado de este complejo, a su vez se une a la coldgena. En esta forma latente, las
colagenasas, no estan sujetas a la inactivacién por la a2-macroglobuling, ademés las
colagenasas latentes pueden ser proenzimas que requieren activacién enzimatica. Se ha
demostrado que se requieren varias proteinasas enddgenas para activar a las colagenasas
latentes liberando un pequeiio péptido. El activador endégeno puede estar presente también
en una forma latente requiriendo plasmina, kalicreina o proteinasas lisosomales, tales como
la catepsina B y la tripsina para su activacion. La plasmina es un activador muy efectivo de
las colagenasas latentes, sin embargo, sélo estd presente en fluidos corporales en forma de
plasminogeno inactivo y se requiere de la activacion por el activador de plasminbgeno o
estreptokinasa. Las colagenasas latentes pueden ser activadas por reactivos de unidn al
grupo tiol, tales como el acetato aminofenilmerciirico (APMA), la N-etilmaleimida (NEM) y

el p-cloromercuribenzoato (PCMB), entre otros.

La mayoria de extractos trabajados en nuestro ensayo fueron activados por el

compuesto organomercurial, APMA, sin embargo los que no fueron tratados, tuvieron poca

60



actividad (datos no mostrados), con elle podemos sugerir que las enzimas presentes en los

extractos se encontraban en forma latente.

Como se menciond anteriormente las metaloproteinasas son un grupo importante de
enzimas asociadas a Zn*™, responsables de la degradacion de algunos componentes de la
MEC, en diferentes procesos fisiologicos y patologicos (Woessner, 1991; Matrisian, 1992).
La familia de las metaloproteasas comprende a las colagenasas, gelatinasas y estromelisinas;
las colagenasas incluyen 2 la colagenasa tipo I y colagenasa tipo IV. La colagenasa tipo 1V
presenta un interés particular, porque participa en la degradacion de las membranas basales

(colégena tipo IV) y adicionalmente presenta actividad gelatinolitica.

Las metaloproteasas participan en ¢l mecanismo de folicular y se ha demostrado que
las colagenasas ovéricas aumentan durante el periodo preovulatorio (Morales y col, 1978,
1983; Curry y col, 1985). La detennin;v.cién de gelatinasas en las muestras de paquete celular
y saco, por zimogramas sobre gelatina, revefaron la presencia de dos bandas de peso
molecular de 62 y 46 KD. Estas dos actividades fueron detectadas en todas las muestras
analizadas y se observd una mayor proporcién en todos los sacos (Figs. 6 a 8).
Adicionalmente a las bandas mencionadas, algunas muestras presentaron bandas de peso
molecular mayor a 62 KD, que comprendian de 80 a 70 KD, Las bandas de 62 y 72 KD
podrian corresponder a colagenasa tipo IV, forma activa y precursora respectivamente, ya
que estas dos formas han sido detectadas en foliculos de ratas en periodos preovulatories
(Curry y col, 1992). La forma precursora de 72 KD presentd actividad, ya que se utilizé
como agente activante al APMA,; se ha propuesto que €l mecanismo de activacion por medio
de este compuesto es debido a un cambio conformacional de la enzima, sin modificaciones
en ¢l peso molecular. Este cambio conformacional permite que enzimas como la tripsina,
plasmina y kalicreina degraden al precursor para generar intermediarios activos de menor

peso molecular y en un segundo paso, esta forma activa puede romperse autocataliticamente
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por las metaloproteasas activadas para eliminar el propéptido y conferirle actividad

permanente (Sprigman y cel, 1990).

Curry {1992), detectd en periodos preovulatorios en foliculo de rata una actividad
gelatinolitica adicional de 42 KD que podria corresponder a la que nosotros detectamos con
peso de 46 kD. Un dato interesante es que en los zimogramas se utilizé como control
muestras obtenidas‘ de miometrio uterino de rata posparto y las bandas mas prominentes (72,

62 y 46 Kd) también fueron observadas en estas muestras (datos no mostrados).

La determinacion de la actividad gelatinolitica en el fluido folicular sin activar, reveld
que la enzima se encuentra totalmente en forma latente, dato que se correlaciona con lo
descrito por Cumry (1992), para la actividad presente en foliculo de rata, donde ésta se
" presenta en mayor proporcién en estado latente, Para el ¢caso de las muestras del paguete y
saco, solo fue posible para algunas preparaciones trabajar las muestras sin activar y

activadas, en donde se observd que la forma latente fue la que predomind.

La utilizacion de distintos inhibidores para la caractetizacién de la enzima, nos
sugiere que es una metaloproteasa, la cual es inhibida por EDTA, DTT y o-fenantrolina;
mientras que el pepstatin B s6lo mostré una ligera actividad. En contraste el NEM y el
PMSF no mostraron actividad inhibidora sobre las muestras. Asl mismo, las fracciones

estudiadas no mostraron actividad sobre caseina, por 1o que se demostrd su especificidad.
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CONCLUSIONES'Y PERSPECTIVAS

Las evidencias presentadas en este trabajo, nos permitieron sugerir la existencia de
una gran cantidad de factores que regulan la integridad y la ruptura de la pared folicular
durante el proceso de la ovulacién en mamiferos. Como se menciond en un principio, se han
realizado extensos estudios sobre los mecanismos hormonales que regulan la maduracion
folicular en ovarios. En el aspecto bioquimico los estudios recientes han abierto la puerta
hacia el conocimiento detallade de los factores que controlan la integridad fisica de la pared
folicular y su posterior degradacién durante el fenomeno de la owulacion, Es en este
escenario, en donde los componentes de la MEC interaccionan entre ellos y con las
entidades celulares presentes, Nuestro estudio apoya la tedria sobre una actividad
colagenolitica aumentada conforme el foliculo alcanza su maduracién, ademas con base en
nuestros resultados podemos sugerir que el saco folicular es quien se encarga de ejercer la
mayor actividad degradativa sobre la pared folicular en el proceso de liberacion del évulo
durante su maduracién. Probablemente esta actividad enzimética es realizada por dos
metaloproteinasas cuyos pesos moleculares son de aproximadamente 62 y 46 KD, las quc

fueron inhibidas por EDTA, o-fenantrolina y DTT.

Los mecanismo implicados en la regulacion del remodelamiento tisular y los
fendmenos patologicos son complejos, pero es claro, que las proteinasas y sus inhibidores,
citocinas, factores de crecimiento y hormonas, por mencionar algunos, son piezas
fundamentales en dichos procesos. Varios disefios experimentales para dilucidar los
mecanismos  reguladores se encuentran en etapas iniciales y estin proporcionando
informacion importante que auxiliara en la aplicacion de nuevas terapias, asi como al mayor

entendimiento hacia las bases gendticas y etiologicas en muchos procesos fisiologicos

celulares.
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La investigacion a nivel molecular estd explorando los procesos que regulan la
degradacion tisular y los resultados indican que el control de la integridad tisular es ejercida,

no sélo a nivel genético sino también postranscripcionalmente.

Sin embargp, ain existen dudas considerables en cuanto a la activacion fisiologica de
las metaloproteinasas. {Cuéles son los pasos limitantes para el inicio en la degradacién de la
MEC? ;Qué factores extracelulares determinan que una enzima sea separada de su
inhibidor? ¢Cémo se regula la expresion de proteinas durante un proceso de remodelacion
tisular?. Conforme se obtenga mas informacidén con respecto a la participacién de la
magquinaria degradativa in vivo, algunas de estas preguntas serin contestadas. La aplicacion
del analisis genético y molecular a estos problemas, ya sea in vivo ¢ in vitroe, ripidamente
generara nuevos conceptos que facilitarén la comprension de los mecanismos encargados en

la remodelacion tisular en procesos fisiologicos y patolégicos.
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