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RESUMEN 

Se estudió la participación de algunas metaloproteinasas en el crecimiento, la 

maduración v la atresia folícular en la cabra y la oveja. Los folículos se disecaron y 

clasificaron según su diámetro en tres tamaños: <3 mm, 3-6 mm y >6 mm. 

Posteriormente los folículos se clasificaron macroscópicamente de acuerdo a su grado 

de atresia en 4 grupos: no atrésicos o normales (grupo 1), inicialmente atrésicos 

(grupo II), moderadamente atrésicos (grupo lila) y francamente atrésicos (grupo 

Ilib). La actividad de Pz-peptidasa, colagenasa intersticial y gelatinasa fueron 

determinadas (en muestras reducidas y aciladas después de su activación con APMA) 

en líquido folicular (LF) libre de células, sacos foliculares que representan tejido tecal 

completo (CT) y células de la granulosa (CG). La Pz-peptidasa es particularmente 

activa en las CG, en las cuales éstas pueden tener de 3 a 7 veces más actividad que la 

encontrada en las CT. Por el contrario la Pz-peptidasa está casi ausente o totalmente 

inhibida en el LF. En el caso de los folículos no atrésicos la actividad de la Pz-

peptidasa mostró un aumento significativo cuando los folículos crecieron de menos de 

3 mm a folículos de 3-6 mm. En los folículos mayores de 6 mm, la actividad de Pz-

peptidasa aumentó en las CG mientras que en el LF y en las CT disminuyó 

significativamente. Por el contrario no se encontraron cambios en la actividad de Pz-

peptidasa en las CG durante la atresia de los folículos de 3-6 mm, pero si mostró una 

disminución altamente significativa en las CT. Un comportamiento inverso se observó 

en los folículos >6 mm. En las CT de los folículos normales pequeños (<3 mm) y 

medianos (3-6 mm), la actividad de colagenasa intersticial fue constante, con un 

pequeño aumento no significativo en los folículos medianos. Un pequeño pero 

significativo aumento en la actividad de la colagenasa fue encontrado en CT de los 

folículos normales mayores de 6 mm. En los folículos normales la colagenasa 

intersticial de las CG siempre fue menor que la actividad en las CT y mostró un 

decremento significativo en los folículos mayores >6 mm. La atresia invariablemente 

se acompañó por una disminución en la actividad de colagenasa de las CT, la cual 

sigue un patrón lineal en los folículos de 3-6 mm. En los folículos > 6 mm la actividad



también disminuyo pero no mostró el mismo patrón lineal. El progreso de la atresia 

en las CT de los folículos de tamaño intermedio fue acompañado por un decremento 

en la actividad gelatinolítica, de tal manera que en el estado Ilib no se detectó 

actividad gelatinolítica. En general, en los folículos >6 mm no se observó cambio 

alguno en el patrón de la actividad gelatinolítica en las CT durante el progreso de la 

atresia. Sin embargo, en el estadio Ilib este proceso se acompañó de la aparición de 

algunas bandas de actividad gelatinolíticas en la región de alto peso molecular. Por 

todo lo anterior concluimos que la actividad remodelante del tejido conectivo del 

ovario consiste de un complejo multienzimático junto con sus modificadores 

presentes en el folículo. Modificaciones en el equilibrio de este sistema participan en 

la regulación del proceso por el cual la maduración normal y la atresia conducen a un 

apropiado número de folículos ovulatorios durante los ciclos reproductivos de cada 

especie animal.



SUMMXRY 

Metalloproteinases are an important group of hydrolytic enzymes which participate in 

interstitial matrix degradation during tissue remodelling processes and therefore may 

be required during follicular growth and maturation. The activity of 

metalloproteinases (coflagenases, gelatinase, and Pz-peptidase), was measured during 

growth, maturation and atresia of goat antral follicles. These follicles (n = 67) were 

separated by size and also classified into four groups: non-atretic (Group 1); early 

atretic (Stage 1) (Group II); moderately atretic (Stage II) (Group lila); and, late atretic 

(Stage III) (Group Ilib). Pz-peptidase was greater in granulosa than in thecal celis, 

and almost absent in follicular fluid. In non-atretic follicles, activity,  in granulosa celis 

increased with increasing follicle size, whereas activity, peaked in 3-6 mm foflicles in 

thecal celis. Atresia was associated with declining activity in thecal cells from follicles 

in the 3-6 mm range and in granulosa celis from the > 6 mm range. Interstitial 

collagenase activitv was significant and similar in granulosa and thecal ceil extracts 

and low in follicular fluid from non-atretic follicles. Activity increased significantly in 

thecal cells, but decreased significantly in granulosa cells from large (> 6 mm) non-

atretic follicles. Atresia was associated with declining activity in both types celis and 

increasing activity in folicular fluid. Gelatinase activity was sorne times associated 

vith five regions corresponding to molecular Nveights of 22.1, 30.7, 39.6, 63.8 and 71.4 

kDa, and rarelv at 91.3 and 81.2 kDa. Overali activity declined with atresia in thecal 

celis from follicles in the 3-6 mm range, but not in those > 6 mm. In granulosa cefls 

from follicles 3-6 mm, activity varied widely with stage of atresia, while in cells from 

foflicles > 6 mm, activity was greatly,  increased in atretic foflicles. 

Keywords: Metalloproteinases, Follicular growth, Follicular atresia, Goat 
and Sheep ovarian follicles
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INTRODUCCIÓN 

Durante el desarrollo de los ovocitos en el ovario se presentan dos grandes periodos 

en los que predomina la degeneración celular: degeneración de las células germinales, 

caracterizado por una gran pérdida de ovocitos (Richards et al., 2002) principalmente 

en la etapa prenatal y la degeneración folicular (atresia) que ocurre durante la vida 

reproductiva. En el ovario humano, se estima que al nacimiento el número de ovocitos 

es de -2 millones, cifra que se reduce conforme el individuo alcanza la pubertad, 

momento en el cual aproximadamente 400 000 folículos están presentes. Sin 

embargo, solo 400 folículos son ovulados durante la vida reproductiva de la hembra 

(Khandoker, 2001). La mayor parte de los ovocitos nunca alcanza la maduración total 

necesaria para ser ovulado, por tal motivo cualquier ovario normal contiene 

habitualmente en la edad reproductiva numerosos ovocitos en degeneración dentro 

de folículos que no podrán alcanzar su desarrollo total. A este proceso se le conoce 

como atresia (Kaipia y Hsueh, 1997). 

Se ha estimado que en los humanos, y en otros animales monotocos, más del 99% de 

los folículos terminan su maduración siendo atrésicos, mientras que en la ratona, y 

otros animales politocos, cerca del 77% de ellos terminan atrésicos (Hsu, y Hsueh, 

1998). Una vez que un folículo entra a la poza de folículos en crecimiento tiene dos 

destinos: ovular o volverse atrésico. Los folículos se pueden hacer atrésicos en 

cualquier estadio de desarrollo; como ya mencionamos arriba los folículos en la poza 

de no crecimiento también pueden degenerar. Por lo tanto puede plantearse la 

siguiente pregunta: ¿Se puede predecir cuándo un folículo se hará atrésico? Es decir, 

¿Existen en el momento actual marcadores bioquímicos que indiquen cuales folículos 

están destinados a la atresia? 

En la búsqueda de estos marcadores se han desarrollado diversos modelos de atresia. 

Estudios morfológicos y bioquímicos han demostrado que la muerte de las células 

germinales y somáticas en el ovario es frecuentemente mediado por apoptosis (Hsueh 

et al., 1996). La apoptosis de las células del folículo ovárico está regulada por varios 

factores extraováricos: hormonas polipeptídicas, factores locales de crecimiento, 
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citocinas, óxido nítrico, y esteroides (Hsu y Hsueh, 2000). Muchos de estos factores 

son importantes para promover la proliferación celular y para mantener la viabilidad 

celular. En contraste el Factor de necrosis tumoral (TNF)-a, la interleucina-6 y la 

GnRH actúan como factores apoptóticos a nivel intraovárico (Quirk et al., 1998). Es 

importante mencionar que, estudios in vivo han involucrado a los estrógenos como 

hormonas antiapoptóticas en el folículo ovárico, mientras que los andrógenos son 

proapoptóticos (BilIig et al., 1996). 

Ha sido claramente demostrado que la mayoría de los folículos sufren apoptosis 

cuando alcanzan el estado preantral (en roedores) o antral (en humanos) a menos que 

sean rescatados por las gonadotropinas (principalmente por la FSH) (Chun y Hsueh, 

1998). Sin embargo, el mecanismo de la muerte folicular programada y el papel de las 

células de la granulosa y de la teca aún no son suficientemente claros. Es necesario 

estudiar el papel de varios factores apoptóticos a nivel intraovárico durante el 

desarrollo folicular. 

El ovario es un órgano heterogéneo que presenta una característica muy especial, 

contienen folículos que crecen y degeneran continuamente durante el ciclo estral 

(Khandoker et al., 2001). Por criterios histológicos se sabe que en la vaca el número 

de folículos no atrésicos mayores de 5 mm de diámetro es bajo (:^ 3 folículos sanos por 

ciclo) debido a una alta incidencia de atresia en los folículos que crecen de 2 mm a 5 

mm de diámetro (Hgglund et al., 2001). 

A pesar de la importancia de la atresia folicular (Kaipia y Hsueh, 1997), los 

mecanismos celulares y moleculares de este fenómeno, aún no están claramente 

definidos. Sin embargo, se han realizado muchos estudios para esclarecer la atresia 

folicular. Los factores primarios que se han usado para clasificar las etapas foliculares, 

son la citología (en células de la granulosa y de la teca) y la concentración de 

esteroides (progesterona, andrógenos y estrógenos) en el líquido folicular (Carson et 

al., 1981). Algunos estudios han sugerido que los cambios degenerativos asociados a la 

aparición de la atresia se inician en las células de la granulosa (CGs) (Kaipia y Hsueh, 

1997). La muerte de las CGs provoca la destrucción completa de la capa de CGs que 

revisten el interior de la pared folicular (Rajakoski, 1996) y de este modo activan la 
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atresia folicular. Otro estudio ha demostrado que la muerte celular de las CGs durante 

a atresia folicular en la oveja, la cerda y la vaca ocurre debido a la apoptosis 

(Khandoker et al., 2001). 

En la última década numerosos grupos de investigación han mostrado el papel 

esencial de las enzimas proteolíticas, incluyendo colagenasas específicas y sus 

inhibidores fisiológicos, en la ruptura folicular y por tanto en el proceso de ovulación 

en los mamíferos (Nagase y Woessner, 1999). Sin embargo, pocos de estos estudios se 

han orientado a estudiar la participación de esas enzimas en el crecimiento, desarrollo 

y maduración normal de los folículos (García et al., 1997) y mucho menos estudios se 

han realizado en la posible participación de las metaloprotein asas (MMPs) en la 

génesis y progreso de la atresia. 

Las MMPs se han asociado a varios procesos relacionados con la reproducción, 

incluyendo la activación de la proacrosina, la reacción acrosomal y la penetración de 

los espermatozoides al ovocito. La ovulación requiere de la participación y el control 

de las metaloproteinasas y sus inhibidores (Ohnishi et al., 2001; Curry et al., 2001a; 

Endo et al., 2001). La implantación del embrión parece que involucra la elaboración 

específica de la gelatinasa fI por el embrión (Hirata et al., 2003), así como la 

modulación de la invasión del útero por el blastocisto por la producción del inhibidor 

tisular de las metaloproteinasas (TIMPs) en la decidua (Walter y Boos, 2001). 

También se han implicado a las MMPs como mediadores de la involución de la 

glándula mamaria después de la lactancia (Visse y Nagase, 2003). Del útero en 

involución después del parto, se ha aislado una metaloproteinasa llamada metrilisina 

(Rudolph-Owens et al., 1998) que parece ser indispensable para el desarrollo normal 

del proceso. Una característica común a todos estos eventos es que son procesos 

regulados por hormonas. 

Durante el desarrollo y la maduración folicular, el armazón de colágena del tejido 

circundante debe llevar a cabo una serie compleja de cambios dinámicos que 

permitan la organización estructural de las complejas capas que constituyen la matriz 

extracelular y que deben ser constantemente modificadas durante el crecimiento y 

desplazamiento de los folículos en maduración. Durante estos eventos también son 
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cruciales las modificaciones de las tecas externa e interna y de la membrana basal que 

rodea a las células de la granulosa (Monniaux et al., 1997). Conforme el folículo crece, 

las capas foliculares deben ser remodeladas continuamente, proceso que involucra 

una síntesis selectiva de proteínas de la matriz extracelular y una proteólisis 

concurrente por proteinasas degradadoras de dicha matriz, secretadas localmente. 

Por lo tanto, podemos asegurar que la remodelación del tejido ovárico, incluyendo 

tanto la síntesis como la degradación de la colágena, lo cual requiere la actividad de 

las enzimas conocidas como matriz metal oproteinasas, son indispensables para 

asegurar el crecimiento y la maduración folicular normal. 

El ovario es rico en tejido conectivo, incluyendo colágena, elastina, 

glucosaminglucanos, proteoglucanos y glicoproteínas (Espey y Richards, 2002); 

aunque como en otros tejidos el principal componente de la matriz extracelular 

ovárica es la colágena. El crecimiento del folículo preovulatorio requiere de una 

remodelación profunda de la estructura de la colágena de la pared folicular y del 

estroma ovárico que lo rodea. García et al., (1997), han hecho hincapié en que además 

de la colagenólisis observada antes de la ovulación, un proceso extenso de 

remodelación tisular debe ocurrir durante todas las fases del crecimiento y 

maduración folicular. Este proceso extenso de remodelación tanto del tejido 

intrínseco como extrínseco permitirá el crecimiento del folículo, así como su 

acercamiento a la superficie ovárica a través de la cual será expulsado el ovocito 

maduro (Curry y Osteen, 2003). 

Las metaloproteinasas son un grupo de enzimas dependientes de zinc, responsables 

de la degradación de los componentes de la matriz extracelular tales como colágenas 

intersticiales, colágena tipo IV de la membrana basal, fibronectina, laminina, varios 

proteoglicanos y en todos aquellos procesos que experimentan remodelación tisular, 

va sea bajo condiciones normales o patológicas (Powell et al., 1999; Vu y Werb, 2000; 

Higglund et al., 2001; Shrimpton et al., 2002). 

Las colagenasas se secretan como proenzirnas que necesitan ser activadas por un 

proceso que seguramente involucra a la plasmina y probablemente al activador del 

plasminógeno (Murphy et al., 2000: Gilabert-Estelles et al., 2003). Esta activación se



puede realizar también in vitro por algunos productos químicos tales como el acetato 

de p-arnino fenil mercurio (APMA) (Cawston et al., 1981). Además, para la expresión 

completa de sus actividades hidrolíticas, las colagenasas deben ser liberadas de sus 

inhibidores, que se encuentran usualmente formando un complejo con la enzima, 

entre estos potentes inhibidores se incluyen el llamado inhibidor tisular de las 

metaloproteinasas (TIMP) y probablemente la a2-macroglobulina (a2M) (Baker et 

al., 2002). De hecho, la presencia de inhibidores específicos cuya concentración se 

modifica, aumenta o disminuye, simultáneamente al de la actividad enzimática, nos 

indica que una regulación muy precisa de esas enzimas debe ser muy importante en 

los procesos en los cuales están involucradas (Hirata et al., 2003; Nothnick, 2003). 

Como consecuencia de esto, es conveniente realizar la determinación de la actividad 

colagenolítica en extractos tisulares después de la eliminación de estos inhibidores 

con agentes reductores del grupo disulfuro, corno el ditiotretiol o por su acilación con 

sustancias como la iodoacetamida, procesos cuyo efecto ha sido ya bien descrito 

(Curry y Osteen, 2003). 

Morales et al., (1983) mostraron que el contenido de colágena de los folículos de ratas 

inmaduras aumentó 3 veces, 35 a 56 horas después del tratamiento con 

gonadotrofinas de suero de yegua embarazada (PMSG), pero disminuyó 

significativamente hasta un 25% 61 a 66 horas después de la aplicación de dicha 

gonadotropina. A partir de los experimentos de Fukumoto et al., (1981) y de Morales 

et al., (1983), se ha mostrado que las metal oproteinasas juegan un papel importante 

en los mecanismos de degradación tisular que preceden a la ruptura folicular. 

Recientemente se ha demostrado, que varias proteinasas colagenolíticas capaces de 

degradar la matriz de forma específica están presentes en el ovario y que sus 

actividades son más altas alrededor de la ovulación (Driancourt et al., 1999). La 

integridad estructural de la pared folicular depende de la presencia de una red de 

fibrillas colágenas que se han formado debido a la actividad sintética de las capas 

tecales (Yurchenko y Schittny, 1990; Alexander et al., 1996; Espey y Lipner, 1994;). 

Por lo tanto la ovulación está precedida por cambios sintéticos e hidrolíticos dentro de 

la matriz conectiva de la teca, particularmente en la región apical de los folículos 
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(Murdoch y McCormick, 1992; Curry y Osteen, 2003), la actividad concertada de estos 

procesos debe finalmente llevar a la ruptura de la pared folicular y permitir la 

expulsión del ovocito maduro. Se ha mostrado también que la presencia de los 

inhibidores de la colagenasa es capaz de bloquear la ovulación casi por completo 

(Smith et al., 1996; Inderdeo et al., 1996; Chaifin y Stouffer, 1999). 

Aunque muchas proteasas pueden degradar las moléculas de la matriz extracelular, 

ahora se sabe que las MMPs son los mediadores fisiológicos más importantes en la 

degradación de la matriz (Nagase y Woessner, 1999; Murphy et al., 1999). Las razones 

para esto son varias: a) las metaloproteinasas son enzimas que se secretan en lugar 

apropiado para la degradación de la matriz extracelular, b) sus actividades 

enzirnáticas son más potentes a valores de pH neutro. e) hay,  varios niveles en los 

cuales la expresión y la actividad de las metaloproteinasas son reguladas, dándole al 

proceso de la remodelación de la matriz el estricto control que tiene durante los 

procesos normales d) la presencia en el ambiente extracelular de inhibidores 

específicos de la acción de las MMPs (Visse y Nagase, 2003). 

Las MMPs se han dividido en cuatro grupos por su relación estructural e incluye: i.-) 

Las colagenasas de mamíferos tipo 1 (Mfvlp-1,-8, -13) actúan sobre la colágena en un 

solo sitio, resultando fragmentos que se desnaturalizan formando gelatina no 

helicoidal. La gelatina es entonces susceptible a una mayor degradación por varias 

proteinasas incluyendo gelatinasas (Robker et al., 2000). Existen dos miembros de la 

subclase de colagenasa intersticial que ataca a las colágenas fibrilares: la colagenasa 

intersticial y la colagenasa de neutrófilos. Ambas enzimas tienen la capacidad 

característica de romper las cadenas alfa del colágeno tipo 1, II y III en un sitio 

específico (Curry y Osteen, 2001b). Aunque estas enzimas hidrolizan otros sustratos 

además de las colágenas fibrilares, el rompimiento de las colágenas fibrilares intactas 

está limitado específicamente a estas enzimas. Generalmente se piensa que las 

colágenas desnaturalizadas (gelatinas) así como la colágena tipo IV de la membrana 

basal, son los sustratos específicos de las gelatinasas (Matrisian, 1990; García et al., 

1997). Sin embargo, algunos estudios indican que la colágena tipo IV nativa es un 

sustrato muy pobre para esas enzimas (Mackay et al., 1990). También se ha propuesto 
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que la cohígena tipo IV y la elastina son buenos sustratos para dichas enzimas 

(Khandoker, et al., 2001). 

2.-) Las gelatinasas. Son dos, la gelatinasa A (MMP-2) de 72 kDa está ampliamente 

distribuida y su actividad frecuentemente se encuentra elevada en tumores malignos. 

Las vIMP-2 hidrolizan gelatinas, colágeno 1, IV, y, VII y XI, fibronectina, laminina y 

elastina y la gelatinasa B (MMP-9) tiene la habilidad de activar la hidrólisis de las 

gelatinas, colágeno III, IV, y, XIV, elastina y entactina. Tradicionalmente se ha 

considerado a la gelatinasa B de 92 kDa como gelatinasa de los macrófagos, pero 

también se ha descrito que se expresa en células transformadas y derivadas de 

tumores, neutróflios, células epiteliales de la córnea, citotrofoblastos y queratinocitos 

(Curry y Osteen, 2001b; Shimokawa et al., 2002). 

3.-) El tercer grupo de las metaloproteinasas son las estromelisinas (I\IMP-3 1 -7, -10, - 

u), así llamadas debido a la relativamente amplia especificidad del sustrato de dichas 

enzimas (McCawley y Matrisan, 2000). Esta familia incluye dos enzimas altamente 

homogéneas, las estromelisinas 1 y 2, y una tercera enzima más pequeña llamada 

ahora metrilisina (Higglund et al., 1999). Estas enzimas usan como sus sustratos 

naturales proteoglicanos y glicoproteínas tales como la fribronectina y la laminina. 

4.-) Algunos investigadores han descrito un cuarto grupo que incluye a las MMP-12, - 

18 y —19 —26 (Chang y Werb, 2001; Goffin et al., 2003) 

En los últimos años nuestro grupo de investigación (García et al., 1997) estudió en la 

cabra la participación de las colagenasas, incluyendo a las gelatinasas y la entonces 

conocida como Pz-peptidasa en la atresia y el desarrollo folicular. La Pz-peptidasa o 

peptidasa semejante a colagenasa es una enzima presente en los tejidos de los 

mamíferos que actúa sobre el péptido sintético: 4-fenilazobenziloxicarbOnil-(Pz)-Pro-

Leu-Gli-Pro-D-Arg (Pz-péptido), el cual originalmente fue diseñado para estudiar la 

actividad de la colagenasa de Clostridium histolyticum. Puesto que el Pz-péptido no 

es un sustrato para las colagenasas habituales en los mamíferos, las enzimas en los 

tejidos de mamíferos que rompen este sustrato artificial se han denominado Pz-

peptidasas o más recientemente Timet oligopeptidasas (Tisijar, 1993). 
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Estas enzimas se han descrito también como "endopeptidasas tisulares degradantes 

de sustratos sintéticos de colagenasa" (EC34.99.31). Además, se ha encontrado que 

esta enzima es idéntica a la endopeptidasa (EC 3.4.24.15) (Barret y Tisijar, 1989). 

También la Pz-peptidasa de conejo se ha encontrado que es idéntica con la endo-

oligopeptidasa A (EC 3.4.22.19) (Tisljar y Barret, 1989), una enzima que previamente 

se ha considerado como cisteina peptidasa. Posteriormente las oligopeptidasas se 

clasificaron como un grupo distinto de enzimas proteolíticas llamadas MMP-3 

pertenecientes a la familia de las estromelisinas (Jacchieri et al., 1998). 

La actividad de MMP-3 (Pz-peptidasa) está asociada con el recambio de los 

componentes del tejido conectivo y, en general, se ha encontrado una actividad alta de 

Pz-peptidasa en tejidos con una actividad de remodelación alta tales como los 

folículos dentales en el bovino, en los granulomas de la rata, en el útero de la rata en 

involución, y en el cuello uterino de mujeres con embarazo avanzado (Shrimpton et 

al., 2002) 

La Pz-peptidasa no tiene efecto sobre la caseína, la albúmina sérica, la gelatina, la 

colágena y las cadenas a de la colágena aisladas (Shimokawa et al., 2002). La 

actividad de la Pz-peptidasa tiende a elevarse bajo situaciones biológicas en las cuales 

la degradación de la colágena se acelera, lo cual ha llevado a proponer que la Pz-

peptidasa desempeña un papel importante en los estadios finales de la degradación de 

la colágena (Tisijar, 1993; Gacko y Glowinski, 1998). 

Esta metaloproteí nasa neutra hidroliza preferentemente a sus sustratos en el extremo 

c amino de los aminoácidos hidrofóbicos (Shrimpton et al., 2002). Esta enzima no se 

inhibe por la a 2 Macroglobulina (Lamont y Jenkinson 1998). 

Dentro del sistema nervioso central, la Pz-peptidasa tiene una amplia distribución, 

con altas concentraciones en áreas ricas en neuropéptidos, como en la hipófisis 

anterior, el cerebelo y el hipotálamo (Cummins et al., 1999), esto sugiere que la Pz-

peptidasa tiene un papel importante en el metabolismo de algunos péptidos 

bioactivos, como es el caso de la GnRH (hormona liberadora de gonadotropinas), uno 

de los principales péptidos reguladores en la reproducción. Se ha demostrado que la 

Pz-peptidasa rompe a la GnRH en la unión Tir-Gli6 in vitro (Smith et al., 2000).



Otros péptidos con actividad fisiológica en la reproducción son la neurotensina y la 

bradicinina que son degradados en los sitios donde existe el sustrato específico para la 

Pz-peptidasa (Kimura et al., 2001). También se ha demostrado que la Pz-peptidasa 

genera Leu y Met-encefalinas a partir de pro-encefalinas de ma yor tamaño 

(Molineaux y Ayala, 1990). 

La Pz-peptidasa muestra actividad contra algunos factores de crecimiento y citocinas 

corno: el factor de crecimiento epidermal (EGF), el (TNFa), las taquicininas, las 

fisaleminas y la sustancia P (Sternlicht y Werb, 2001).



HIPÓTES 

La actividafl de la Pz-peptidasa y de otras MMPs tiende a elevarse bajo situaciones 

biológicas en las cuales la degradación de la colágena se acelera. La Pz-peptidasa 

desempeña un papel importante en los estadios finales de la degradación de la 

colágena r querida para la remodelación tisular del tejido perifolicular durante la 

maduracióndel folículo y la ovulación. La actividad insuficiente de estas enzimas, 

como partE del complejo de proteínas hidrolíticas necesarias durante el proceso 

ovulatorio normal, formará una parte muy importante en la deteminación del 

desarrollo de la atresia folicular. 

OBJETIVO GENERAL 

Estudiar le participación de algunas metaloproteinasas entre ellas, colagenasas, 

gelatinasas y demostrar a través de un estudio cinético, así como de la acción de 

inhibidores específicos, sí la actividad de la Pz-peptidasa presente en los folículos 

ováricos es á formada por la Pz-peptidasa A ó B, o es una enzima característica de los 

folículos. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

- Demostrar que las metaloproteinasas como las colagenasas, gelatinasas y Pz-

peptdasa son importante en los procesos de maduración y atresia folicular. 

- Caraterizar la actividad de Pz-peptidasa en los diferentes compartimentos 

fol i cilil ares.
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MATERIILES Y MÉTODOS 

Se obtuvieron a lo largo del año ovarios de cabras y ovejas criollas adultas sacrificadas 

en el rast o de Milpa Alta, D.F. Se utilizaron únicamente los ovarios que a la 

exploració microscópica (120x) no presentaron cuerpos lúteos (CL) y que no 

mostraron anormalidades reproductivas aparentes. Los ovarios fueron trasladados al 

laboratorio de Reproducción Animal Asistida de la Universidad Autónoma 

Nietropolit na—Iztapalapa en NaCl 2 0.154 M a 4 oc en un lapso de tiempo no mayor 

de 60 min. Antes de iniciar la disección de los folículos, los ovarios se lavaron dos 

veces con olución salina fría (4 °C), para eliminar la mayor cantidad de sangre 

contamina te. La disección de los folículos, se realizó bajo un microscopio 

estereoscó ico (American optical instrument company) equipado con fuente de 

iluminació eléctrica, utilizando un aumento de 120x tratando de quitar la mayor 

cantidad d tejido estromal. Durante todo este proceso las muestras se mantuvieron 

en amorti ador MOPS-NaCL (ácido 34N-MorphOliflo] etan sulfónico) 50 mM-NaC1 

o,io M, PFI 7.0 a 4 oc (sobre hielo). Los folículos antrales se separaron en tres grupos 

según su llámetro mayor: menores de 3 mm, 3 a 6 mm y mayores de 6 mm. 

Posterior ente se clasificaron por su grado de atresia, en cuatro grupos: no-atrésicos 

(grupo 1), atresia inicial (grupo II), moderadamente atrésicos (grupo lila) y 

francamente atrésicos (grupo Ilib), bajo el microscopio estereoscópico antes 

mencionado, siguiendo la técnica validada en nuestro laboratorio (Rosales, 1990). En 

el grupo 1 se incluyeron los folículos normales, en el grupo II se incluyen los folículos 

con atresiz inicial en el cual se incluyen aquellos folículos que presentaron apariencia 

grisácea o que han perdido su apariencia translúcida, pero que todavía presentaron 

adecuada bscularización sanguínea y escasos desprendimientos de la capa granulosa. 

En el tercr grupo se incluyeron los folículos claramente atrésicos, cu ya apariencia 

opaca obelece a que la mayor parte de los vasos sanguíneos se encuentran vacíos, así 

como a Ial presencia de grandes desprendimientos de la granulosa y de una gran 

cantidad ¿e glóbulos blanquecinos, "cuerpos atrésicos", dentro de la cavidad folicular. 
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Este último grupo, se dividió en dos subgrupos lila y Ilib, que se refiere a los folículos 

moderadai4ente atrésicos y francamente atrésicos, respectivamente. 

Los líquidos foliculares se colectaron siguiendo la técnica descrita por Ballesteros et 

al., (1992) ' se centrifugaron a 3 500 x g durante io minutos para separar las células 

de la gran losa, este procedimiento asegura la recuperación de más del 85% de las 

células de lit granulosa en el fluido folicular aspirado (Rosales et al., 1990; Ballesteros 

et al., 1992). El sobrenadante de los líquidos se centrifugó a 12000 x g durante 20 

minutos y el precipitado (células de la granulosa) se lavó de residuos de líquido 

folicular po rece ntrifugación después de ser resuspendidos en sacarosa 0.25 M fría y 

llevada a u pH 7.4 por la adición de trietanolamina. 

Los sacos oliculares (tecas) se limpiaron de la mayor cantidad posible de tejido 

estromal y se lavaron por agitación vigorosa, con solución salina para eliminar las 

células de la granulosa aún remanentes. Los líquidos foliculares libres de células, los 

sacos foliculares y las células de la granulosa se resuspendieron en 300 il de solución 

TB (amortiguador Tris-HC1 50 mM pH 7.5 preparado en 15 mM de Ca 2C1, 100 mM de 

NaCI, 0.02% de NaN3 y 0.05% de detergente Brig 35) (Curry et al., 1989) se 

almacenar n a -6o oc hasta su uso. 

Las células de la granulosa se homogeneizaron en 150 tl de amortiguador Mops 50 

mM, NaCI 50 mM, CaCl 2 1 mM, D'IT 1 mM pH 7.0 y se les adicionó 150 tl de 

amortiguador de extracción (MOPS 50 mM, NaCI 50 mM, CaCl2 1 mM, DTJ' 1 mM y 

Triton X-ic 0 2%), La homogeneización se realizó en un homogeneizador vidrio-vidrio 

tipo Potte Elvehjem unido a un motor eléctrico a 1500 rpm. Las muestras se 

incubaron 5 min a 4 °C con agitación intermitente. Después de este lapso se separó 

una alícuode io ji1 del homogeneizado total para determinar proteínas (Lowr, 

1951), el reIo de la muestra se centrifugó a 33100 x g durante 30 mm. a 4 °C en una 

centrifuga	Beckrnan J2 Hs.
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DETERM]INACION DE PZ-PEPTIDASA 

La activida de Pz-peptidasa se determinó por el método de Lessley y Garner (1983; 

1984; 1985 1990), en los sobrenadantes obtenidos del homogeneizado de las células 

de la gran losa y en el líquido folicular. Respetando siempre el procedimento 

siguiente: de manera breve, a 250 Vil de la muestra diluida 1:4 se agregó a 1.0 ml de 

sustrato pr incubado 30 minutos a 30 oc que contenía 2.5 mM de Pz-péptido y 0.1 

mM de Dit otreitol en 50 mM Mops y 50 mM NaCl 2 , todo ajustado a pH 7.4. La 

incubación se continuó a la misma temperatura por 30 minutos. Durante la 

incubación se separaron cinco alícuotas de 0.20 ml con intervalos de 60 minutos cada 

una y se acidificaron por la adición de 0.20 ml de H 3PO4 200 mM. El producto de la 

hidrólisis se extrajo de la solución acidificada con 2.5 ml de acetato de butilo y su 

concentración se midió por espectrofotometría a 322 nm. La actividad total de Pz-

peptidasa s calculó por análisis de regresión lineal de los resultados obtenidos para 

cada uno de los cinco puntos en cada ensayo. La actividad enzimática se expresa en ktg 

de sustrato idrolizado por mg de proteína por hora. 

La caractrización de la Pz-peptidasa se llevó a cabo mediante; 

a) DEPENDENCIA DEL pH EN LA ACTIVIDAD DE PZ-PEPTIDASA 

La actividad de Pz-peptidasa fue determinada entre limites de pH de 6.5-8.0 con 

amortiguadr MOPS-NaCl2 (Lessley y Garner, 1983). 

b) INHIBIORES ESPECÍFICOS DE LA PZ-PEPTIDASA: 

Los inhibidores en varios grados de especificidad son herramientas valiosas en el 

estudio de las enzimas proteolíticas. Reportes previos indican que Pz-peptidasa es 

fuertemente inhibida por agentes metaloquelantes (Barret y Tisljar, 1989). 

La caracterización de los tipos de la Pz-peptidasa se llevó a cabo mediante el uso de 

inhibidores específicos como: iodoacetamida 1 mM, Mnc1 2 1 MM, ortofenantrolina 1 
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mM, CuCl 2 3.1 mM, p-hidroximercuribenzoato 0.1 rnvI y CoC1 2 0.1 mM, siguiendo el 

método de arret y Tisljar (1989). 

La mezcla de incubación tenía la misma composición para la determinación de Pz-

peptidasa, 11 única, modificación fue la presencia del inhibidor al momento de colocar 

la muestra. 

c) SEPARiCIÓN DE PZ-PEPTIDASA A Y B 

Se llevó a cabo usando la fracción soluble (PS) del homogeneizado de las células de la 

granulosa del líquido folicular centrifugado, mantenido a una temperatura de 0-4 
C. 

La obtención de Pz-peptidasa A y B se realizó por filtración en gel en una columna de 

Sepandex -50 (i cm x io cm) y fracciones de 0.5 ml eluidas con volumen vacio 

fueron col ctadas y representan la actividad de Pz-peptidasa A, la fracción eluida 

después de volumen vacio representó Pz-peptidasa B. 

La fracción soluble del homogeneizado de las células de la granulosa y el centrifugado 

del líquid folicular se pasaron a través de una columna de Sephadex G-5o 

equilibradc, previamente con sal de sodio de 3-(N-morfOlino) etansulfónico (Na-

MOPS) y o mM de NaC1 y ajustado a pH 7.4. Todas las fracciones que contenían 

proteínas 1 or absorbancia fueron colectadas, combinadas y concentradas hasta 1 ml 

aproximadmente y almacenadas a -20 oc hasta su determinación. 

DETERMIENACIÓN DE COLAGENASAS Y METALOPROTEINASAS. 

La determinación se llevó a cabo en células de la granulosa, células de la teca y líquido 

folicular, La actividad folicular de las metal oproteinasas se realizó siguiendo la 

metodolog la propuesta por Weeks etal., (1976). Los homogeneizados obtenidos de los 

saco folicu ar y de las células de la granulosa se centrifugaron a 4 oc en una centrifuga 

refrigerad 4 Beckman a 33 100 x g durante 20 mm. Los precipitados fueron 

rehomogeijieizados en 200 pil de amortiguador Tris 50 mM a pH 7.4 conteniendo ioo 
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mM de Ca 12 y se incubaron a 60 °C durante 4 min para disociar la colagenasa unida 

al colágeno y se recentrifugaron bajo las mismas condiciones mencionadas 

anteriormente. Los sobrenadantes de las células de la teca y de las células de la 

granulosa se dializaron durante toda la noche contra un exceso de la solución T-B 

xioo. El líquido folicular fue también calentado a 6o °C durante 4 min después de la 

adición de CaCl 2 a una concentración final de ioo mM y dializados bajo las mismas 

condicione 

Para inact var las metaloproteinasas y activar las colagenasas foliculares los 

sobrenada es dializados (de las células de la teca y la granulosa) y el dializado del 

líquido folicular se trataron con ditiotreitol (DYI') 2 mM a 37 oc durante 30 min y 

después con iodoacetamida 5 mM a la misma temperatura durante otros 30 min y se 

dializaron urante toda la noche contra una solución de T-B bajo las condiciones 

anteriormente descritas. Las muestras tratadas y dializadas fueron activadas por 

incubación en presencia de acetato aminofenilmercurio (AMPA) 1 mM durante 4 

horas y redalizadas durante toda la noche contra la solución T-B (Matrisian. 1992). 

DETERMIINACIÓN DE COLGENASA INTERSTICIAL. 

La actividad colagenolítica se determinó en células de la granulosa, células de la teca 

líquido foli ular, por la liberación enzimática de fragmentos de colágena marcada 3H, 

siguiendo la metodología descrita por Johnson-Wint y Gross (1980). Como sustrato se 

usó el telo éptido libre, (N-[propionato-2,3-3H]-colágena de rata tipo 1, NET 66o, 

0.26 mCi/n g actividad específica), diluido 1:20 con ácido acético 5 mM. En cada uno 

de los pozos de una placa de ELISA se adicionaron: 10 lul (0.025 pCi) de propionato de 

colágeno tipo 1 tritiado y 50 p.l de amortiguador NaHCO 3 0.1 M a pH 9.0. Para fijar la 

colágena a la pared de los pozos, se permitió que el líquido se evaporara durante 24 

horas a temperatura ambiente en un desecador conectado a una bomba de vacío y 

cada pozo i e lavó tres veces con agua destilada. Posteriormente se adicionó a cada 

pozo la siguiente mezcla de reacción: Tris-HCI 3.3 mM a pH 7.8, N-etil-maleirnida 7.5 

mM, CaCl 2 o mM y el volumen de homogeneizado de los problemas equivalente a 10 
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ig de prote na y se ajustó a 150 fil. Se incluyeron blancos sin enzima, y los testigos con 

20 mM de EDTA en lugar de calcio y se incluyeron también reacciones con 2 pg de 

colagenasa acteriana (con i00% de actividad). Cada muestra se corrió por duplicado. 

Las placas se incubaron a 35 °C durante 48 horas en una incubadora humidificada y 

después se centrifugaron en una centrífuga refrigerada 1CM a 1500 rpm por lo mm. 

El sobrena ante de cada pozo se recuperó y se contó en un contador de centelleo 

líquido Be kman LS-6000SE. La actividad enzimática se calculó como las dpm 

liberadas por mg de proteína por 24 horas. Todos los valores se corrigieron por la 

cantidad de actividad que se encontró en los blancos (sin enzima) y en los testigos (sin 

calcio, más DTA). 

DETERMIINACIÓN DE GELATINASA. 

Las deternilinaciones de gelatinasa se hicieron por zimografia de la fracción 

enzimática activada y acilada de los homogeneizados de las células de la granulosa 

de la teca siguiendo el método descrito por Heussen y Dowdle (1980), Para esto, la 

fracción final de tejido obtenida como se describió anteriormente, se ajustó a una 

concentrac45n final de proteínas de o.5 mg/ml (i.o mg/ml en el caso del líquido 

folicular) usando amortiguador de Tris a pH 74, conteniendo CaCl 2 5 mM, dodecil 

sulfato de sodio al 2% y/y (SDS) y 20% de glicerol. Alícuotas de 20 jil de cada muestra 

se aplicaror a minigeles de poliacrilamida al io% (p/v) copolimerizada con gelatina al 

o.i% (p/v). La electroforesis se realizó en cuarto frío (4°C) a una corriente constante 

de 25 rnA/g 1 bajo condiciones no reductoras hasta que el colorante marcador alcanzó 

el fondo del gel de resolución. 

Después el gel se lavó durante 2 horas en solución acuosa de Triton X-ioo al 2.5% 

para eliminar el SDS, se lavaron tres veces con agua destilada y se incubaron durante 

toda la noche en atmósfera húmeda a 37 °C en el mismo amortiguador en el que se 

preparó el sustrato: Tris 0.1 M a pH 7.4 que contenía CaCl 2 0.01 M. El gel se fijó y 

retiñó durante una hora de incubación con 0.05% de azul brillante de Coomasie en 

una mezcla de agua, metanol y ácido acético (6:3:1) y posteriormente se destiñó 
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enzimas  degradadoras de gelatina se identificaron por su habilidad para digerir el g1. 

Para estimar el tamaño molecular final de las bandas obtenidas por zimografia en gel 

se usaron marcadores de pesos moleculares Rainbow (Arnersham, Arlington Heights, 

1L). 

La actividad gelatinolítica se identificó por la incorporación de inhibidores o 

metaloproteasas en el amortiguador de incubación y comparando contra los testig 

sin el inhibidor. Los inhibidores usados fueron: ácido etilen diamino tetraáceti 

(EDTA) (lo mM), ditiotreitol (D'IT) (5 mlvi), fluoruro de 0-fenil-metil-sulfonfli 

(imM), 2-orto-fenantrOlifla (5mM), pestatina A (itl/ml) y N-etil-melamida (iomM). 

La actividad proteolítica no-específica fue medida usando como sustrato caseína 

incorporada a los geles siguiendo el procedimiento descrito por Heussen y Dowdle 

(1980). En este caso, después de la electroforesis, los geles fueron lavados con una 

solución al 2.5% de Triton X-ioo y posteriormente con agua destilada, e incubados 

durante io min en Tris-HCI o.i M a pH 7.4, conteniendo CaCl 2 o.oiM e 

inmediatamente puestos sobre geles de acrilamida al 7.5% preparados recientemente 

que contenían caseína como sustrato. La solución del sustrato se preparó p 

ebullición durante una hora de una solución de 1 g de caseína en 20 ml de ácid' 

bórico 0.2 M preparado en NaCI o.16o lvi a pH 8. La caseína solubilizada se enfrio 

temperatura ambiente, se centrifugó a 12 000 x g durante 30 min y se filtró a tra\ 

de una membrana de Milhipore con un poro de 0.45 p.m. Una vez en contacto los geI& 

se colocaron entre dos placas de vidrío, se envolvieron enrollados en papel aluminio 

se incubaron a 37 °C durante 24 horas en una atmósfera húmeda. Después de 

incubación los geles se fijaron, se tiñeron y se destiñeron de la misma manera que se 

describió anteriormente. 

La medición de la actividad de gelatinasa se realizó por análisis de imágenes 

computarizado usando densitometría bidimensional (Gel Scan XL, LKB Pharmacia). 

Los pesos moleculares (Mrs) de las proteinasas se estimaron por comparación de su 

movilidad electroforética con los marcadores de pesos moleculares estándares. 
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DETERMINACION DE PROTEINAS 

A todas las muestras se les determinó la concentración de proteínas por el método de 

Lowry et al., (1951), modificado por la incorporación del tartrato de sodi y I)ota-i) 1 

la solución alcalina, con lo cual se le da mayor estabilidad a los reactivos. 

Las muestras de líquido folicular se diluyeron 1:4 en agua destilada mientras que 10 

homogeneizados ck, las cliilas foliculares se usu ii al io	P. V v de ambas niuestiis 

se utilizaron lo pl. 

Para la curva	 sc ciliiI	1hi.'imint sé'icj HViT1i liuHi/cL 

concentraciónes utilizadas son de 15 a 90 ig/sistema. Las concentraciones 

midieron con un espectrofotómetro Coleman Junior 620 a 550 nm. 

ANALISIS DE DATOS. 

Todos los datos representan el resultado de experimentos por duplicado y 

generalmente se presentaran como el promedio ± el error estándar. La existencia ] 

diferencias estadísticas se realizó por análisis de varianza (ANOVA) y prueba 

Tukev.
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RESULTADOS 

La actividad de la Pz-peptidasa en las células de la granulosa fue 3 a 7 veces mayor 

que la actividad encontrada en las células de la teca (sacos foliculares) (Tabla 1). Por el 

contrario, está casi ausente o completamente inhibida en el líquido folicular cuya 

actividad es casi ioo veces menor que en la granulosa. Sin embargo, puesto que se 

midió la Pz-peptidasa en muestras reducidas y alquiladas, si en el líquido folicular 

existe algún inhibidor éste debe ser de un tipo diferente al que usualmente se describe 

como inhibidor de las metaloproteinasas de la matriz extracelular. 

TABLA 1 Actividad enzimática de Pz-peptidasa en las diferentes 


estructuras foliculares. 

Grupo	Atresia n Células de la 
Granulosa

Células de la 
Teca

Líquido 
Folicular 

<3	1 5 40.45±4.05* 24.25±4.10* 1.92±0.18* 
3-6	1 7 107 . 06±20 .08**a 5 1 . 93±7.11**a 1.51±0.13**a 

II 6 1o6.35±21.94a 33.92±5.70b 1.11±0.14b 
lIla 8 93.70±12.90a 22.44±5.04c 1.02±0.16b 
IlIb 9 113.24±14.o8a 13.41±4.04d 1.05±0.13b 

>6	1	8	146.28±18 .71***a 22.34±4.29*a 0-94_+0.13 ***a 
II	10	95.64±14.74b 19.33±3.67a 1.o6±o.o9a 
lila	8	91.80±11.12b 20.18±5.45a 0.71±0.09b 
IlIb	6	68.30± 9.15C 24.43±4.74a 0.95±0.14a

Los resultados se expresan como ligramos de sustrato hidrolizado/mg de 
proteína y representan el promedio ± la desviación estándar. 
a Letras diferentes indican la existencia de diferencia estadística significativas, l)<O.05 
entre los diferentes grupos de folículos del mismo tamaño. 
*P<005 **<o . 01 ***<Ø 

En la tabla 1 se muestra que la actividad de Pz-peptidasa del líquido folicular, de las 

células de la granulosa y de las células de la teca de los folículos en crecimiento no 

atrésicos, mostró un aumento significativo durante el crecimiento folicular. En los 

últimos estadios de crecimiento folicular, la actividad de la Pz-peptidasa aumentó en 
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las células de la granulosa mientras que en el líquido folicular y en las células de la 

teca disminuyó significativamente (Tabla 1). Durante la atresia folicular, en las células 

de la granulosa de los folículos de 3-6 mm la actividad de esta enzima no tuvo 

cambios importantes. Por el contrario, la actividad de la Pz-peptidasa de las células d 

la teca en este mismo grupo de folículos mostró una disminución altamente 

significativa con una correlación lineal respecto al progreso de la atresia. En li.. 

folículos mayores de 6 mm el comportamiento fue inverso. En este caso las células dt 

la granulosa mostraron una disminución constante en la actividad de Pz-peptidasd 

con relación al avance de la atresia; mientras que esta actividad en las células d' 1: 

teca no tuvo cambios importantes que pudieran relacionarce con el grado de atresi 

En la tabla II se muestra que en las células de la teca de folículos pequeños '. 

medianos no-atrésicos, la actividad de colagenasa intersticial se mantuvo casi 

constante, con un incremento pequeño no significativo en los folículos medianos (3-6 

mm)

TABLA II Actividad de Colagenasa Intersticial (Tipo 1)

(dpm/24h/rng de proteína) x 10 

	

Grupo Mresia n	Células	Células	Líquido 
Granulosa	Teca	Folicular 

<3	1	5	23.0±3.7*	30.1±3.7*	- 

3-6	1	7	25.9±34*a -	36-4—+

	

4 .4 	4.8±1.2a 
II	5	23.3±3.7a	24.1±3.7b	5.6±O.9a 
lIla	6	24.6±2.9a	19.5±2.7b	6.4±1.9a 
IlIb	9	14-4±1 ab	4.8±O.8C	13.3±3.71) 

>6	1	8	15.9±2.5**a	48.6±5.4 **a	- 
II	8	12.7±1.3a	25.7±3.Ob	- 
lIla	7	23.8±3.5b	20.6±4.6b	i	9.4±2.la 
IlIb	6	6.7±1.3c	14.7±1.8C	15.3±4.7b 

Los valores representan el promedio del número de casos (n) ± la desviación estándar. 
*Número diferente de asteriscos indican una diferencia estadística significativa, p<O.05, 
entre folículos no atrésicos de diferente tamaño usando la prueba t de Student. 

Letras diferentes indican la existencia de diferencias estadísticas significativas, p<O.05 
€ntre diferentes grupos de folículos del mismo tamaño, usando el método de análisis de 
varianza de una vía, seguido de la prueba de Student-Newman-Keuls para analizar las 
diferencias. 
- No se detectó actividad enzimática.
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Por el contrario, la actividad de la colagenasa de las células de la teca obtenidas de 

folículos normales mayores de 6 mm mostró un pequeño aumento, pero 

estadísticamente significativo. La actividad de colagenasa intersticial de las células de 

la granulosa de los folículos no atrésicos, siempre fue menor que la observada en las 

células de la teca y además mostró una disminución significativa en los folículos >6 

lnfl-'. 

La actividad de la colagenasa durante los estadios iniciales de atresia (grupo II y lila) 

en las células de la granulosa de los folículos de 3-6 mm, fue similar a la actividad 

encontrada en los folículos normales, pero en los folículos con atresia avanzada (Ilib) 

la colagenasa mostró una disminución altamente significativa (p< 0.005) (Tabla II). 

Cuando la atresia alcanzó las características del grupo Ilib, en los folículos grandes >6 

mm, la colagenasa intersticial en este mismo tipo de células, mostró un aumento en 

los folículos del grupo lila seguido por una disminución brusca (Tabla II). 

La atresia, aún en los estadios iniciales, fue acompañada invariablemente por una 

disminución en la actividad de la colagenasa de las células de la teca (Tabla II). Esta 

disminución en la actividad colagenolítica en los folículos de 3-6 mm de tamaño 

siguió un claro patrón lineal cuyo coeficiente de correlación calculado en función al 

progreso de la atresia es de 0.566 con una p<0.02 y una pendiente de -5.71dpm x io. 

En los folículos mayores de 6 mm también se observó una disminución lineal, aunque 

la significancia del coeficiente de correlación correspondiente disminuyó por la 

presencia de un incremento de la actividad de colagenasa de los folículos del grupo 

lila. La actividad más baja de colagenasa intersticial se observó en las células de la 

teca de los folículos del grupo Ilib. 

La actividad de colagenasa en el líquido folicular (Tabla II) fue muy pequeña 

comparada con la actividad encontrada en las células, tanto de la teca como de la 

granulosa y prácticamente no medible en los folículos <3 mm y en los folículos >6 

mm de los grupos 1 y II. Sin embargo, en los estadios avanzados de atresia, grupo Ilib, 

la actividad colagenolitica del líquido folicular fue excepcionalmente alta. 

La identificación zimográfica de la actividad gelatinolítica folicular reveló la presencia 

de varias zonas deficientes en gelatina. Las regiones de gelatina digerida fueron 
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-72 kDa 

64kDa 

diferentes dependiendo del extracto tisular estudiado, pero, en general, normalmente 

se identificaron 5 zonas por análisis de imagen. De éstas, dos fueron casi siempre 

predominantes con masa molecular de 63.8 ±2.4 y 30.7±1.8 kDa. Las otras zonas 

observadas se encontraron en regiones que corresponden a pesos moleculares de 

71.4±2.1, 39.6±2.2 y 22.1±0.8 kDa. Excepcionalmente se encontraron dos bandas de 

actividad hidrolítica de alto peso molecular cuyos valores fueron de 91.3 y de 81. 

kDa. 

Todas las bandas con actividad colagenolítica representaron actividad verdadera d 

metaloproteinasas ya que hubo una pérdida total de actividad en el zimograma en 

presencia de agentes quelantes de metales (ortofenantrolina, EDTA) y otros 

compuestos inhibidores (Figura i).

Figura 1. Sensibilidad de la actividad de gelatinasa de los extractos foliculares 
completos a diferentes tipos de inhibidores durante la electroforesis en geles 
SDS-Poge (geles de poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio) copolimerizados con 
gelatina. La actividad gelatinolítica se caracterizó por comparación de los geles 
que tenían las muestras incubadas en presencia de inhibidores de 
metaloproteasas contra los geles que contenían los controles (carril i). Los 
inhibidores usados fueron: 2 orto-fenantrolina 5 MM carril 2, ácido etilen 
diamino tetracetico io mM (EDTA) (carril 3), ditiotreitol 5 mM (no mostrado) 
fluoruro de o-fenil-metil-sulfonilo 1 mM (carril 4), pestatina A 1 pi/ml (carril 5) 
N-ctil maleimida 10 mM (no mostrado).
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En el caso del líquido folicular inactivado (Figura 2) casi toda la actividad 

gelatinolítica estuvo presente en la banda localizada a -72 kDa. Esta actividad 

colagenolítica mostró un incremento claro y transitorio en los folículos atrésicos en el 

estado lila (Figura 2, carril 3). Cuando el líquido folícular sé pretrató con AMPA se 

observaron dos bandas de actividad gelatinolítica, una a 72 kDa y otra mejor definida 

a 64 kDA (Figura 2b no mostrada). Esas dos últimas actividades enzimáticas tienden a 

aumentar conforme progresa la atresia. 

Figura 2. Zimograma representativo de la actividad gelatinolítica en gel del 
líquido folicular colectado de folículos normales atrésicos mayores de 6 mm, sin 
activar y activado con acetato de p-amino fenil mercurio (para las condiciones 
experimentales vea la figura i). En el caso del líquido folicular sin activar (a) casi 
toda la actividad gelatinolítica estuvo presente en la banda localizada a -72 kDa. 
Esta actividad gelatinolítica mostró un incremento claro y transitorio en los 
folículos en el estadio lila de atresia (a, banda 3). Cuando el líquido folicular se 
pretrató con acetato de p-amino fenil mercurio, se observaron dos bandas con 
actividad gelatinolítica: una a 72 kDa y otra mejor definida a 64 kDa (figura no 
mostrada). Estas dos actividades enzimáticas tienden a aumentar conforme 
progresa la atresia. Los números a la derecha corresponden al tamaño 
molecular (en kDa) de la región hidrolizada. 

Las figuras 3 y 4 presentan los zimograinas obtenidos de extractos de células de la 

teca (Figura 3) y de células de la granulosa (Figura 4) durante el crecimiento folicular 

normal y durante la atresia. Las tablas III y IV ilustran la medición densitométrica de 

zimogramas representativos de extractos tanto de la teca como de la granulosa 

respectivamente. En el caso del crecimiento folicular normal, las células de la teca de 

folículos <3 mm se caracterizaron por la presencia de pequeñas cantidades de 

gelatinasas con masas moleculares de 92, 81.2 y 71.4 kDa y por actividades elevadas 
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de gelatinasas de 64 y 31 kDa (Figura 3a carril 1, Tabla III). Este patrón se preservó en 

los folículos no atrésicos de 3-6 mm pero con una actividad considerablemente menor 

(Figura 3a carril 2).

Figura 3. Zimograma representativo de la actividad de gelatinasa de los 

extractos de las células de la teca obtenidas de folículos normales y atrésicos de 

diferentes tamaños (ver la figura 1 para las condiciones experimentales). 

Folículos <3 mm figura a, carril 2. Folículos atrésicos de 3-6 mm, con atresia 

inicial (grupo II) figura a carril 3, con atresia moderada (grupo lila) figura a 

carril 4, con atresia avanzada (grupo Ilib) figura a carril S. Folículos mayores de 

6 mm no atrésicos (grupo i) figura b carril 1, folículos del grupo II carril 2, del 
grupo lila carril 3 y del grupo Ilib carril 4. Los números a la derecha 

corresponden al tamaño molecular (en kDa) de la zona hidrolizada. 
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Tabla III. Determinación densitométrica de la zimografia de la actividad 
Gelatinolítica en células de la teca durante el crecimiento folicular 

normal y en diferentes estadios de la atresia. 

Tamaño <3 mm	 3-6 mm >6 mm 

Grupo 1	II	IIIaIIIb 1	II	IlIa	Ilib 

Mr  

91.3 28	32	95 67 

81.2 90	154	182 97 

71.4 235	220	265	180 110	95	112 

63.8 749	509	480	615 115	360	348	325	312 

52.0 130 128 

39.6 110	 110	64 12	128 

30.7 694	410	390	494 87	320	295	282	300 

221 -	115	95

El patrón de gelatinolisis producido por extractos de las células de la teca obtenidos 

de folículos normales >6 mm se caracterizaron especialmente por tener actividad alta 

de estromelisinas y de colagenasa tipo IV (Figura 3 carril i). Las células de la 

granulosa de los folículos <3 mm mostraron una actividad alta de colagenasas con 

masas moleculares de 64 y 31 kDa y algo de actividad en la zona de 72 kDa (Figura 4 

carril 1, Tabla IV)
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Tabla IV. Determinación densitométrica de la zimografia de la actividad

gelatinolítica en células de la granulosa durante el crecimiento folicular


normal y en diferentes estadios de la atresia. 

Tamaño	i <3 mm 

Grupo - 

Mr 

91.3 

81.2 

71.4 93 

63.8 325 

52.0 

39.6 - 

30.7 405

3-6 mm >6 mm 

1 II lila IlIb	1	II	lila Ilib 

105 305 

225 - -r 

63 490 150 39	38	14 67 

152 140 508 83	133	90	74 380 

T-
63 33 6o 

6o 7 12 

70 185 340 25	34	31	6 190

Este patrón se preservó también en los folículos no atrésicos de 3-6 mm (Figura 4 

carriles 2 y 3) y en los folículos no atrésicos >6 mm, pero con una actividad mucho 

menor de estromelisina (Figura 4a carriles 2 y 3, Figura 4b carril i). 

El progreso de la atresia en las células de la teca (Figura 3a carriles 3-5, Tabla III) 

obtenidas de folículos medianos (3-6 mm) se acompañó por una disminución 

progresiva de la actividad gelatinolítica, de tal manera que en el estado Ilib casi no se 

detectó actividad gelatinolítica (Figura 3a carril 5). En general no se observaron 

modificaciones en el patrón de actividad gelatinolítica durante el transcurso de la 

atresia en las células de la teca obtenidas de folículos >6 mm (Figura 3b carriles 2-4). 

Sin embargo, este proceso se acompañó en el estado IlIb de la aparición de algunas 

bandas hidrolíticas en la región de alto peso molecular (Figura 3b carril 4, Figura 5). 



Pico No. 1	Mr 91.3 kDa 

Pico No. 2	Mr 81,2 kDa 

Pico No.3 Mr 71.4kDa 

Pico No. 4 Mr 63.8 kDa 

Pico No. 5 Mr 52.0 kDa 

Pico No. 6	Mr 39.6 kDa 

Pico No. 7 Mr 30.7 kDa 

Figura 5. Determinación de la actividad gelatinolítica en un zimograma por 
análisis computarizado de imagen, usando un densitómetro bidimensional (Gel 
Sean XL, LKB Pharmacia). La imagen representa el análisis densitométrico de 
un zimograma representativo de la actividad enzimática de las células de la teca 
obtenidos de folículos >6 mm del grupo Ilib (Figura 3b carril 4). El peso 
molecular (Mr) de las regiones hidrolizadas, se estimó comparando sus 
movilidades electroforéticas con las de proteínas estándares. Los picos 4 y 7 
tienen una movilidad que corresponde a pesos moleculares de 63.8±2.4 y 
30.7±1.8 y que corresponden a la gelatinasa tipo IV activada (MMP-z) y a las 
estromelisinas (MMP-3 y MMP-io) respectivamente. Las otras bandas 
corresponden a la colagenasa tipo IV latente. (Mr=71.4 ±2.1 kDa) (pico 3), a la 
colagenasa tipo 1 activada (Mr=39.62.2 kDa) (pico 6). Las dos regiones de 
actividad hidrolítica con peso molecular alto pueden estar relacionadas a las 
formas latentes y activadas de la colagenasa tipo V (MMP-9) (Mr=91.3 y 81.2 
kDa, pico 1 y 2 respectivamente). El pico 5 puede representar colagenasa tipo 1 
activada. 

La figura 5 muestra la imagen que representa el análisis densitométrico de un 

zimograma representativo de la actividad enzimática de las células de la teca 

obtenidos de folículos >6 mm del grupo Ilib. 

El inicio del proceso atrésico en las células de la granulosa de folículos de 3-6 mm se 

caracterizó por el aumento de la actividad gelatinolítica de alto peso molecular, 

particularmente de colagenasas tipo IV activas y de colagenasas tipo IV latentes de 

71.4 kDa las cuales tuvieron la actividad más alta (Figura 4a carril 4, Tabla IV). En el 

caso de las células de la teca, el avance de la atresia se acompañó de una disminución 
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progresiva de la actividad colagenolítica de tal manera que en el estado Ilib de los 

folículos de 3-6 mm casi no se detectó dicha actividad (Figura 4a carril 6). El patrón 

que se observó en las células de la granulosa de los folículos no atrésicos >6 mm se 

preservó durante los estados iniciales de atresia, pero con una disminución progresiva 

en la actividad de estromelisina (Figura 4b carriles 2 y 3) . En el estadio Ilib, dicho 

patrón se caracterizó por un aumento súbito en la actividad gelatinolítica y, como en 

el caso de las células de la teca, por la aparición de algunas bandas hidrolíticas en las 

regiones de alto peso molecular (Figura 4b carril 4, Figura 6). La figura 6 representa el 

análisis densitométrico de un zimograma típico de la actividad enzimática de las 

células de la granulosa obtenidas de folículos >6 mm pertenecientes al grupo Ilib. 

Figura 4. Zimograma representativo de la actividad de gelatinasa de los 
extractos de las células de la granulosa obtenidas de folículos normales y 
atrésicos (condiciones experimentales ver figura i). Folículos < 3 mm figura a, 
carril 1. Folículos de 3-6 mm no atrésicos carriles 2 y 3 . Folículos de 3-6 mm 
inicialmente atrésicos figura a carril 4, moderadamente atrésicos carril 5, y 
francamente atrésicos, carril 6. Folículos mayores de 6 mm no atrésicos figura b 
carril 1, con atresia inicial, carril 2, moderadamente atrésicos, carril 3 y con 
atresia avanzada carril 4. Los números a la derecha corresponden al tamaño 
molecular (en kDa) de la zona hidrolizada. 
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Pico No. 1	Mr 91.3 kDa 

Pico No. 2	Mr 81.2 kDa 

Pico No.3 Mr 71.4kDa 

Pico No. 4 Mr 63.8 kDa 
Pico No. 5 Mr 52.0 kDa 

V	Pico No. 6 Mr 39.6 kDa 

Pico No. 7 Mr 30.7 kDa 

Figura 6. Medición (le la actividad gelatinolítica en un zimograma por 
análisis de imagen computarizado usando un densitornétro 
bidimensional (Gel Sean XL, LKB Pharmacia). La imágen representa el 
análisis densitométrico de un zimograina típico de la actividad enzimática 
de las células de la granulosa obtenidas de folículos >6 mm 
pertenecientes al grupo Ilib (figura 4b carril 4). Los pesos moleculares de 
las proteinasas se valoró comparando sus movilidades electroforéticas 
'con las de proteínas estándares y corresponden a las mencionadas en la 
figura 5. 

RESULTADOS DE LA CARACTERIZACIÓN DE LA PZ-PEPTIDASA: 

Dependencia del pH. 

La dependencia del pH en la actividad de Pz-peptidasa fue determinada entre límites 

de pH de 6.5-8.0 con amortiguador MOPS-NaCI 50 mM (Lessley y Garner, 1983). Los 

resultados muestran, que el máximo de la actividad de Pz-peptidasa se presenta en 

células de la granulosa de folículos atrésicos y no atrésicos >6 mm a un pH 7.0 

(Figuras 7 y 8 respectivamente). Por lo que respecta a células de la granulosa de 

falícillos no atrésicos de 3-6 mm, la actividad enzimática presenta igualmente el 

máximo de su actividad en el pH 7. Sin embargo, esto no ocurre en las células de la 

granulosa de folículos atrésicos de 3-6 mm debido a que el máximo de actividad de la



Pz-peptidasa se presenta en el pH 6.5 y la actividad disminuye conforme aumenta el 

pH. 

En las figuras 7, 8, 9 y io se presentan los resultados obtenidos en células de la 

ranu1osa. Los resultados representan el porcentaje de actividad enzirnática de Pz-

eptidasa con respecto al control. 

- 180 
• 160 

pH 6.5	pH 7	p 	.5	p118 

Figura 7. Efecto del pH en la actividad enzimática de Pz-peptidasa en 

CG de folículos no atrésicos > 6 mm con MOFS-NaCl2 50 MM. 
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Figura S. Efecto del pH en la actividad enzimática de Pz-peptidasa en 

CG de folículos atrésicos >6 mm con MOPS-NaCl2 50 MM
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Figura 9. Efecto del pH en la actividad enzimática de Pz-peptidasa en 

CG de folículos no atrésicos de 3-6 mm con MOPS-NaCl2 50 mm 
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Figura io. Efecto del pH en la actividad enzimática de Pz-peptidasa 


en CG de folículos atrésicos de 3-6 mm con MOPS-NaClz 50 mM 
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]INHIBIDORES 

En las tablas 5, 6, 7 y 8 se presentan los porcentajes de inhibición y activación 

obtenidos en células de la granulosa y líquido folicular en los diferentes tamaños y 

grados de atresia con algunos inhibidores específicos (iodoacetamida, MnC12, 

ortofenantrolina, CuCl 2, p-hidroximercuribenzoato y CoCl 2). Los resultados 

representan el porcentaje de actividad enzimática de Pz-peptidasa con respecto al 

control. 

Los resultados muestran que únicamente existe diferencia significativa en células de 

la granulosa de folículos de 3 a 6 mm cuando se hace la interacción inhibidor por 

grado de atresia (Tabla 5). Por lo que respecta a los demás parámetros estudiados: 

células de la granulosa >6 mm, líquido folicular de 3 a 6 mm, y líquido folicular >6 

mm no existen diferencia significativa cuando se prueba mediante el análisis de 

vananza. 

Los resultados obtenidos en las células de la granulosa de folículos de 3 a 6 mm no 

atirésicos no muestran claramente qué tipo de Pz-peptidasa está presente en los 

folículos ováricos. Sin embargo, en nuestros resultados se observa estimulación de la 

actividad con algunos compuestos que se han reportado en la literatura como 

inhibidores como lo es el CuCl 2 y el MnC1 2 que activan 5 y lo % respectivamente. 

[ientras que para los otros inhibidores disminuye la actividad hasta un 33 % como es 

el caso de la lodoacetamida. No obstante, la actividad de Pz-peptidasa se estimula 

cuando es utilizado el CoCl 2 en los atrésicos además de una baja en la actividad con 

iodoacetamida. 

Por lo que toca a las células de la granulosa de folículos atrésicos >6 mm se observa el 

mismo efecto con respecto a los folículos de 3 a 6 mm, el mayor porcentaje de 

actividad lo tiene la iodoacetamida. Mientras que, la segunda mayor actividad 

corresponde al CoCl2 que estimula la actividad de Pz-peptidasa B 

La actividad de la Pz-peptidasa en el líquido folicular de folículos de 3-6 rim muestra 

un aumento considerable con CoCl 2 en los folículos atrésicos, mientras que para los 

otros inhibidores el comportamiento es parecido al de las células de la granulosa.



Para el caso del líquido folicular de folículos >6 mm el comportamiento fue contrario 

a lo encontrado para el CoCl 2 en el liquido folicular de folículos 3-6 mm, debido a que 

en los >6 mm disminuye la actividad hasta un 33%. 

TABLA S. Porcentaje de actividad y efecto de algunos inhibidores de la Pz-
peptidasa en CG de folículos ovinos de 3 a 6 mm de diámetro. 

Inhibidor	 No Atrésicos Atrésicos 

lyli n	IIIayIIIb n 

lodoacetarnida	-	77.28±6.8d 11	157.9±13.2a 3 

MnC1 2	 -	109.5±6.8a 11	100.14±10.2d	- 

Ortofenantrolina	-	92.38±6.0 13	1o8J4±11.4c 4 

CuC12	 105.56±5.2a 19	86.47±9.3e 6 

Parahidroxi-

Mercuribenzoato	 92.14±5.9c 15	79.93±10.2f 5 

CoC1 2	 99.98±6.6a 12	1o8.16±7.2b io 

Letras diferentes en las columnas indican diferencia significativa. 
Cada valor representa el promedio±se 

TABLA 6. Porcentaje de actividad y efecto de algunos inhibidores de la Pz-
peptidasa en CG de folículos ovinos >6 mm de diámetro. 

Inhibidor	 No Atrésicos Atrésicos 

lyli n	IIIayIIIb n 

lodoacetarnida	 93.1±18.05 16	121.17±38.9 8 

MnC1 2	 100.74±10.9 17	96.61±33.17	- 5 

Ortofenantrolina	 93.71±32.86 29	131.72±10.71 3 

CuC12	 111.95±24.9 20	120.8±19.25	- 2 

Parahidroxi-

Mercuribenzoato	 89.48±20.3 18	95.56±9.27 2 

CoCl 2	 97.15±15.5 25	113.43±10.97 6 

Cada valor representa el promedio±se
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TABLA 7. Porcentaje de actividad y efecto de algunos inhibidores de la Pz-




peptidasa en LF de folículos ovinos de 3 a 6 mm de diámetro. 

Inhibidor - No Atrésicos Atrésicos 

lyli n IIIaylIIb n 

lodoacetamida 112.9±40.17 13 99.96±16.63 5 

MnC12	-- 84.81±21.19 7 103.13±36.62 5 

Ortofenantrolina 91.52±29.43 10 89.05±47.82 7 

CuC12	-- 94.93±14.72 11 129.2±45.62 7 

Parahidroxi-

Mercuribenzoato 91.37±25.01 10 132.58±36.64 4 

CoC1 2 102.05±12.5 7 130.58±36.48 8 

Cada valor representa el prornedio±se 

TABLA 8. Porcentaje de actividad y efecto de algunos inhibidores de la Pz-




peptidasa en LF de folículos ovinos >6 mm de diámetro. 

Inhibidor No Atrésicos 1	

- Atrésicos 

lyli n lila yIIIb n 

lodoacetarnida 98.27±21.81 20 100.76±20.84 9 

MnC1 2 106.23±26.65 17 92.06±48.65 3 

Ortofenantrolina 83.69±41.0 20 99.06±25.75 2 

CuC12 99.61±11.57 13 122.14±5.09 4 

Parahidroxi- - - 

Mercuribenzoato 100.8±46.7 17 96.03±27.06 2 

CoC12 96.1±13.42 15 87.58±20.4 5 
j 

Cada valor representa el promedio±se --
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SEPARACIÓN DE PZ-PEPTIDASA A Y B 

La distribución de Pz-peptidasa A y B (Tabla 9) en la fracción de peso molecular 

>20000 presente en células de la granulosa y líquido folicular indican una actividad 

enzimática de Pz-peptidasa 7-1.54 y de 0.73-1.38 tg de sustrato hidrolizado/mg de 

proteína respectivamente, lo que parecería indicar que se trata de Pz-peptidasa A. 

TABLA 9 . Actividad enzimática de Pz-peptidasa a diferente peso 

molecular 

Folículos P.M. P.M. P.M. P.M. 

>20000 >20000 <20000 <20000 

>6 mm n 3-6 mm	n >6 mm n 3-6 mm n 

Atrésicos - - 

L.F. 0.73±0.09 5 1.26±0.59	5 58.0±18.7 6 38.21±13.06 5 

C.G. 7,0 ± o.8 4 6.63 ±1.0	4 91.16 ± 8.2 4 57.26 ± 14.3 5 

No 

atresicos 

L.F. 1.38±0.2 4 1.34±0.62	4 6.04±0.7 4 38.5±8.41 4 

C.G. 1.54 ± 0.4 4 2.47 ± 1.3	4 41.3 ± 9.6 4 51.5 ± 2.7 4

(ig de sustrato hidrolizado/mg de proteína) 

En el caso del peso molecular <20000 la actividad enzirnática de Pz-peptidasa es 

hasta ocho veces mayor para los líquidos de folículos atrésicos >6 mm con respecto a 

los (LF atrésicos) >6 mm de mayor peso molecular. 

En las células de la granulosa de la fracción <20000 la actividad enzimática llega a ser 

hasta de 10 veces más con respecto a las células de la granulosa de los folículos 

atrésicos de peso molecular >20000.
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DISCUSIÓN 

La ovulación es un proceso complejo y dinámico que, en la mujer, es iniciado por un 

pico de secreción de LH a la mitad del ciclo estral (Espey y Lipner, 1994). La LH inicia 

y sincroniza una serie de eventos bioquímicos que culminan con el adelgazamiento de 

la pared apical y la disociación y fragmentación de las fibrillas dé colágena de la teca, 

(le la túnica albugínea y del ápice folicular, y finalmente por el rompimiento de la 

pared folicular y la expulsión del ovocito (Fukumoto et al., 1981; Murdoch y 

McCormick, 1992; Curry y Osteen, 2003). Estos eventos bioquímicos incluyen un 

sistemático complejo de actividades endocrino-bioquímicas entre las cuales han sido 

de nuestro particular interés la síntesis y secreción de enzimas proteolíticas, como el 

sistema plasmina/ plasminógeno y particularmente las matriz metalo-proteinasas 

(\1MPs) (García etal., 1997; Gouegeon, 1998). 

Los cambios estructurales que se llevan a cabo en los folículos preovulatorios han 

llevado a los investigadores a proponer que las MMPs juegan un papel fundamental 

en la ruptura folicular (García et al., 1997; Hgglund et al., 1999; Curry et al., 2001a). 

Sin embargo, cuando se trata de demostrar cambios claros en la actividad de las 

MMPs en los tejidos ováricos que se pudieran relacionar con el progreso de la 

maduración folicular (Morales et al., 1983; LeMaire, 1989; Kennedy et al., 1996), es 

necesario considerar concomitantemente la presencia de los inhibidores de las 

nietaloproteinasas (TIMPs) tanto de los presentes directamente en los tejidos como de 

los transportados por el suero, los cuales, o bien están presentes o pueden ser 

artificialmente liberados en el momento de la homogeneización del tejido, previa a la 

medición de las enzimas (Butier et al., 1991; Gomez et al., 1997; Brew et al., 2000; 

Baker et al., 2002). 

En los extractos de ovarios de rata durante el período preovulatorio, la actividad 

inhibitoria contra las MMPs aumenta de manera paralela a los cambios 

preovulatorios en la actividad de las MMPs (Inderdeo et al., 1996; Driancourt ét al., 

1099). Este hecho ha llevado a proponer a los investigadores que durante los estadios 

anteriores al proceso de ovulación existe un delicado equilibrio entre estos dos tipos 
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de actividades que ha sido llamado homeostasis proteolítica lo cual proporcionan el 

necesario control localizado de la degradación de los tejido peri-foliculares tanto 

durante el crecimiento del folículo, como durante la ovulación (Otsuka et al., 1984; 

Nagase y Woessner, 1999). 

Los mecanismos de hidrólisis de proteínas que deben acompañar a los procesos de 

remodelación tisular son extraordinariamente complejos. La degradación de la 

colágena requiere la acción de varias metal oproteinasas que antes eran englobadas 

dentro del grupo de las colagenasas y ahora quedan colocadas dentro de las llamadas 

P,'IMP-i. Entre ellas las más importantes podrían ser la colagenasa tipo IV, que 

degrada la colágena de la membrana basal, y la colagenasa llamada intersticial, que 

degradaría las fibras reticulares de colágena tipo 1 y III (Curry y Ostten, 200lb). 

Curry et al., (1985), mostraron la presencia de colagenasa intersticial en el ovario de la 

rata inmediatamente antes de la ovulación y Palotie et al., (1987) observaron la 

producción de colagenasa tipo IV por folículos de rata en cultivo, cuando fueron 

estimulados con hCG. La colágena tipo IV es degradada por la colagenasa tipo IV o 

gelatinasa de 72 kDa, pero también es digerida por la colagenasa tipo y (gelatinasa de 

92 kDa) y por la estromelisina (Matrisian,1992; Curry y Ostten, 2003). 

La hidrólisis de la molécula helicoidal de colágeno producida por las MMPs 

mencionadas arriba, modifica sus propiedades de estabilidad y solubilidad 

provocando su conversión a la forma llamada gelatina. El colágeno convertido en 

gelatina es ahora mucho más susceptible a la acción de otras proteinasas, como son 

laS gelatinasas y las estromelisinas. Es sabido que las estromelisinas (MMP-3, -7, -10 y 

-: i) actúan en una amplia variedad de substratos de la matriz extracelular (MEC). Por 

su parte, la molécula de las gelatinasas (MMP-2 y MMP-9) contiene un dominio con 

una secuencia de aminoácidos semejante a la fibronectina, el cual seguramente es 

utilizado para unirse y degradar a la gelatina. Estas enzimas proteolíticas, gelatinasas 

y estromelisinas son además capaces de degradar otros constituyentes esenciales de la 

membrana basal, incluyendo el colágeno tipo IV, la laminina, y la fibronectina (Curry 

y Osteen, 2003).
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Se sabe que la actividad de colagenasa tipo IV se eleva significativamente un poco 

después de que la LH presenta su pico máximo de actividad; y que la actividad de la 

enzima continúa aumentando hasta por lo menos 6 horas después de la estimulación 

con LH (Palotie et al., 1987; Vu y Werb, 2000). Podría entonces considerarse que el 

incremento en la actividad de las MMPs es uno de los eventos bioquímicos más 

importantes en el proceso de crecimiento y maduración de los folículos y que su 

presencia continúa siendo importante hasta el momento de la ovulación, ya que se ha 

reportado que estas enzimas proteolíticas se elevan justo antes de la liberación del 

cvocito (Butier et al., 1991; Hágglund y Leonardsson, 1999). 

En este estudio se encontró la presencia de actividad de metaloproteinasas 

(gelatinasas) en el líquido folicular, en las células de la teca y en las células de la 

granulosa de los folículos de la cabra. La actividad proteolítica disminuyó 

marcadamente por la adición de la pestatina y prácticamente se inhibió totalmente 

por la presencia de EDTA, DTF y/o ortofenantrolina, lo cual indica que la actividad 

enzimática detectada se debe realmente a las metaloprotein asas. Debemos mencionar 

que en este estudio, el procedimiento que se usó para la zimografía en poliacrilarnida, 

utilizando necesariamente la presencia de marcadores de peso molecular en cada 

zmograma, permitió discriminar diferentes tipos de metaloproteinasas con un error 

de solo el 5% (Heussen y Dowdle, 1980; García et al., 1997). 

De las bandas detectadas, las que se observan más frecuentemente tienen masas 

moleculares de 63.8±2.4 y 30.7±1.8 kDa. Estos valores de masa molecular se pueden 

considerar como evidencia de que las enzimas pertinentes corresponden a una 

gelatinasa tipo IV activada (MMP-2) y a una de las formas activas de estromelisina 

(MMP-3) respectivamente (Emonard y Grimaud, 1990; Matrisian, 1992). Las otras 

bandas se encontraron en las regiones que corresponden a la colagenasa tipo IV 

latente (Mr=71.4±2.1 kDa), a la colagenasa activada tipo 1 (Mr39.6±2.2 kDa) y quizá 

a la metaloproteínasa interticial, recientemente descrita MMP-7 (Mr=22.1±o.8 kDa). 

Las dos regiones de actividad proteolítica de alto peso molecular que se observaron 

ocasionalmente pueden estar relacionadas con las formas latente y activada de la 

colagenas tipo y MMP-9 (Mr=91.3 y 81.2 kDa respectivamente). 
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Fi hecho de que se pudieran demostrar por su actividad gelatinolítica varias formas de 

MMP de las consideradas inactivas o "latentes", se debe probablemente a la presencia 

de SDS en dichos geles (Hurwitz et al., 1993; Nagase y Woessner, 1999). En este 

estudio, los resultados del tratamiento del líquido folicular con APMA muestran que 

la actividad gelatinolítica de 72 kDa es una proenzima que se puede convertir a una 

forma activa más pequeña de 64 kDa (figura 3a,b). Igualmente, en el caso de las 

células de la granulosa y de la teca obtenidas durante los estados avanzados de atresia, 

la forma latente de 92 kDa se convirtió parcialmente a su posible forma activa de 81.2 

RDa. Hurwitz et al., (1993) han mostrado que cuando se cultivan ovarios disgregados 

provenientes de ratas inmaduras sin tratamiento, estos sintetizan constitutivamente 

varias enzimas colagenolíticas y en especial una especie de 72 kDa. Como ya 

mencionamos en un párrafo anterior la degradación de la colágena tipo IV de la 

membrana basal requiere una colagenasa diferente de la colagenasa intersticial que 

digiere la colágena tipo 1 y III. Entre el ovocito y el exterior del ovario, existen dos 

membranas basales una subyacente a la teca interna y otra subyacente al epitelio 

germinal. Por lo tanto, es probable que se requiera que tanto la colagenasa intersticial 

como la colágena tipo IV actúen sobre las membranas basales para la remodelación 

folicular y del tejido ovárico. También es importante la degradación de otros 

componentes de la matriz extracelular por otras metal oproteinasas, tales como la 

nietaloproteina-3. Todas estas metaloproteinasas se secretan en forma latente y 

requieren ser activadas dentro de la misma matriz. 

Fleussen y Dowdle (1980) observaron que las células de melanoma tienen una 

actividad colagenolítica relacionada con la presencia del activador del plasminógeno, 

la cual apareció como una doble banda que migró hacia la posición catódica de la 

albúmina con un peso molecular calculado entre 69 y 71 kDa y una tercera banda más 

tenue la cual migró a una posición equivalente a 62 kDa. La uroquinasa y las enzimas 

liberadas por las células de prepucio en cultivo mostraron tres bandas principales de 

actividad proteolítica dependientes de plasminógeno (Gilabert-Estelles et al., 2003). 

Las dos bandas más prominentes se observaron corno bandas dobles con masas 

moleculares aparentes de 62 y 56 kDa. La tercera banda mostró una movilidad 
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electroforética intermedia entre la de albúmina y la anhidrasa carbónica 

correspondiente a una enzima con peso molecular aproximado de 35 kDa. En relación 

a estos resultados es importante señalar que se ha propuesto que el activador del 

plasminógeno ovárico juega un papel importante en la ovulación (Murphy et al., 

1.999). Una posible explicación para esta participación es que, la conversión del 

plasminógeno a plasmina iniciaría una cascada de activación de metaloproteinasas 

que pueden intervenir en la degradación de la matriz extracelular. 

Liu et al., (1998) midieron la actividad proteolítica en el ovario de la rata y sugirieron 

que la mayor cantidad de colagenasa que se sintetiza en las células de la granulosa 

ocurre justo en el momento previo a la ovulación y que esta actividad proteolítica 

puede ser inmediatamente secretada al espacio extracelular y se utiliza en los sitios de 

degradación de la colágena. En este trabajo, la actividad de colagenasa intersticial en 

los folículos normales siempre fue menor en las células de la granulosa que en las 

células de la teca. Así mismo, la actividad de gelatinasa fue notablemente más alta en 

las células de la teca que en las células de la granulosa obtenidas de folículos >6 mm. 

Encontramos también aumentos moderados de actividad colagenasa en las células de 

la teca en los folículos sanos durante su crecimiento, así como en la actividad de 

colagenasa intersticial en las células de la granulosa de los folículos >6 mm fue más 

baja que en los folículos pequeños y de tamaño intermedio, lo que podría indicar que 

la expresión de MMP-2 es inducida por las gonadotropinas. 

Recientemente se ha mostrado que el receptor para LH de las células de la granulosa 

(LH/CG) es sensible a la degradación por preparaciones de MMPs (Ascoli y Segaloff, 

1986; Peng et al., 1991; Ohnishi et al., 2001). De los resultados presentados aquí 

parece ser que la(s) enzima(s) responsable(s) de la degradación de dicho receptor no 

ES propiamente la colagenasa intersticial. Es posible proponer que algunas de las 

,elatinasas, que aparecen casi selectivamente en las células de la granulosa y la teca 

de los folículos > de 6 mm y con atresia inicial (grupo II), podrían estar relacionadas 

con la degradación de los receptóres a LH/CG y de esta manera disminuir la 

capacidad de las células para fijar esta gonadotropina. 
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Normalmente la estromelisina 1 (MMP-3) no se expresa ampliamente, pero la 

actividad se puede inducir por factores de crecimiento, citocinas, promotores 

turnorales y oncogenes en algunos tipos de células mesenquimatosas cultivadas, como 

libroblastos y los condrocitos (Hiigglund et al., 2001; Visse y Nagase, 2003). Muchos 

de los agentes que inducen la expresión de las MMPs en los fibroblastos, también 

inducen su crecimiento; estos agentes inclu yen al factor de crecimiento epidérmico, a 

los ésteres de forbol que son promotores tumorales y a algunos oncógenes (Matrisian, 

1992; Singer et al., 1997; Ohnishi et al., 2001). La presencia constante de estas 

metaloproteinasas puede indicar la necesidad de un balance delicado entre los 

requerimientos para la remodelación tisular y la presencia y concentración apropiada 

de factores de crecimiento específicos en los folículos en crecimiento normales. La 

alteración de este equilibrio puede ser importante en la iniciación y desarrollo de la 

atresia. 

Las células de la granulosa de folículos no atrésicos mayores de 6 mm tienen actividad 

¿e gelatinasa muy baja. Estos resultados concuerdan con los de Palotie et al,, (1987), 

Curry et al., (1992) y Curry et al., (200lb). Se ha propuesto que esta falta de actividad 

de gelatinasa en las células de la granulosa de folículos grandes (preovulatorios) se 

puede deber a bajas concentraciones de enzima o a la presencia de concentraciones 

altas de los inhibidores enzirnáticos correspondientes (Palotie et al., 1987; Nothnick, 

2000). Nuestras observaciones al igual que las de Curry et al., (1992); Curry et al., 

(200 ia) no apoyan la idea de que la baja actividad enzimática se deba a la presencia de 

inhibidores. Más bien, parece que la actividad de gelatinasa proveniente de las células 

de la granulosa en los folículos grandes normales o preovulatorios es mínima. Sin 

embargo, de interés particular es la observación de que la actividad de gelatinasa en 

las células de la granulosa obtenidas de folículos <3 mm y de 3-6 mm no solamente es 

importante sino que tiene una distribución muy particular de actividades de 

colagenasa. Es importante mencionar que este comportamiento se presentó también 

en folículos con atresia avanzada (Grupo Ilib). De estos resultados, es posible concluir 

que la producción de gelatinasa por las células de la granulosa puede requerir de un 

sistema complejo de señales celulares que serían de gran importancia en la regulación 
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tanto del crecimiento celular, como de la remodelación tisular que debe participar en 

crecimiento folicular (Curry et al., 1992; García et al., 1997; Curry etal., 2001a). 

Puesto que se ha descrito que el sistema activador del plasminógeno (importante en el 

proceso ovulatorio) no activa a la gelatinasa de 92 kDa, la presencia de esta 

metaloproteínasa durante la atresia avanzada podría ser un índice importante de la 

complejidad del proceso involucrado en la atresia folicular. Hasta ahora se desconoce 

el mecanismo de activación in vivo de esta pro-enzima (Hurwitz et al., 1993). Se ha 

propuesto que los macrófagos del ovario podría realizar la activación de esta enzima, 

como se ha demostrado en el trofoblasto (Werb et al., 1980; Athanassiades y Lala, 

1998) pero no existe ninguna evidencia directa de este proceso. Probablemente la 

degradación de la matriz y la remodelación tisular pueden facilitar la migración de los 

leucocitos y fibroblastos así como del desarrollo de los mecanismos de la angiogénesis 

para la producción de nuevos capilares (Hurwitz et al., 1993; Webb et al., 1999). Estos 

procesos promueven no sólo la ruptura folicular sino que también podrían estar 

involucrados en el inicio de la formación del cuerpo lúteo, tiempo durante el cual la 

remodelación tisular y la angiogénesis masiva son muy importantes (Abulafia y 

Sherer, 2000; Espinosa y Rosado, 2002). 

Existe una gran cantidad de información sobre la Pz-peptidasa, que enfatiza la 

correlación biológica de esta actividad con el recambio de los componentes del tejido 

conectivo actuando en la degradación de los fragmentos de colágena resultantes de la 

actividad de otras MMPs (Rajabi et al., 1984; Curry y Osteen, 2003). Frecuentemente 

se ha encontrado un aumento en la concentración de la actividad de la Pz-peptidasa 

en asociación con los procesos de recambio activo del tejido conectivo (Shirmpton et 

al., 2002). En general, la Pz-peptidasa se encuentra en tejidos con una actividad de 

remodelación alta (Tisljar y Barret, 1989; Tisljar, 1993; García et al., 1997; Nakagawa 

et (1l., 1997). También se ha asociado a la Pz-peptidasa con la degradación de péptidos 

bioactivos entre los que se encuentran la bradicinina, GnRH, la somatostatina, la 

neurotensina la sustancia P, y parece participar en la generación de encefalinas a 

partir de sus precursores (Shirmpton et al., 2002), así como posteriormente en su 

destrucción (Gougeon, 1996). Es importante mencionar que la Pz-peptidasa rompe 
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uniones peptidicas tanto en la Angiotensina 1 como en la II aunque no en la forma por 

la cual la Angiotensina 1 se convierte en Angiotensina II (Kotani et al., 1999). 

Se han descrito dos isozimas de la Pz-peptidasa presentes en diferentes 

compartimientos celulares, una de ellas se encuentra principalmente en la fracción 

soluble de los homogeneizados de varios tejidos, mientras que la otra está asociada a 

la membrana (Jacchieri et al., 1998). 

Estudios recientes proponen que varios péptidos reguladores intraóvaricos 

incluyendo la inhibina, la activina, el factor de crecimiento epidérmico, la bradicinina, 

la Angiotensina II (Ang II) (Kotani et al., 1999), la sustancia P, el péptido vasoactivo 

intestinal (Gougeon, 1996), juegan un papel importante en la regulación integral del 

desarrollo folicular, por lo cual la presencia de esta enzima en los componentes del 

folículo podría desempeñar un papel de gran importancia en los procesos de 

maduración y atresia. 

Es posible, por lo tanto, proponer que la actividad creciente de esta enzima (Pz-

peptidasa) encontrada por nosotros en las células de la granulosa de folículos en 

desarrollo (no atrésicos) podría participar de alguna manera en la regulación de las 

concentraciones de esos péptidos y contribuir al desarrollo sano de esos folículos. 

Puesto que la iniciación y el progreso de la atresia está acompañado por una 

disminución significativa de la actividad de Pz-peptidasa en las células de la granulosa 

de los folículos >6 mm, la alta actividad de esta enzima sería importante en los 

folículos que se acercan a la ovulación. 

Para tratar de caracterizar el tipo de isozima presente en los homogeneizados de las 

células que componen el folículo, se usaron agentes quelantes, iones metálicos y 

agentes efectores sobre enlaces ditio. Nuestros resultados no demostraron claramente 

qué tipo de Pz-peptidasa está presente (Cummins et al., 1999; Oliveira et al., 2002). 

Los efectos bifásicos encontrados con diversos iones metálicos en la actividad de Pz-

peptidasa, nos orientan a pensar en la presencia de una isozima de la Pz-peptidasa 

específica del folículo, así como la de alguna de las isozimas previamente descritas, sin 

embargo, es necesario llevar a cabo más experimentos para poder asegurarlo con 

certeza.
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Es posible que la presencia de una o dos Pz-peptidasas en las CGs de los folículos 

atrésicos de 3-6 mm con actividad óptima a pH ligeramente ácido (pH de 6.5), sea 

debida a los factores iniciales de la atresia folicular, donde las CGs sufren hipoxia a 

causa de un inadecuado aumento en los requerimientos del flujo sanguíneo folicular y 

de la deficiente difusión de oxígeno en el interior de las capas de CGs, como una 

consecuencia de anoxia disminuye el pH y permite la activación de las enzimas 

lisosomales (Alonso-Pozos et al., 2003). 

En el desarrollo de la atresia folicular parece haber una participación importante de 

varios componentes del sistema renina-angiotensina, incluyendo a los receptores para 

la Ang II (Prepin, 1991) y para la renina (Schmaier, 2003). Se ha descrito que los 

receptores tipo 2 de la Ang II (AT 2), están presentes casi exclusivamente en las células 

de la granulosa y de la teca interna de los folículos atrésicos (Kotani et al., 1999). Por 

otro lado, se han encontrado altas concentraciones de la enzima convertidora de 

angiotensina 1 (ACE) en las células de la granulosa, solamente en los folículos en 

desarrollo o en folículos atrésicos; mientras que en folículos preovulatorios no 

atrésicos ACE no presentó altas concentraciones (Prepin, 1991; Deddish et al., 1998). 

En este contexto nos parece valioso mencionar que los hallazgos donde se demuestra 

que la Pz-peptidasa rompe uniones peptídicas en las angiotensinas 1 y II siendo capaz 

entonces de eliminar ambos componentes del sistema renina-angiotensina 

(Shirmpton et al., 2002; Costa et al., 2003). 

La importancia de la actividad hidrolítica de la Pz-peptidasa presente en los diferentes 

compartimientos que componen el folículo sobre pequeños péptidos activos podría 

extenderse a su capacidad de destruir a la bradicinina y a la sustancia P, 

aparentemente importantes en la producción de hiperemia de la pared del folículo y 

en la formación del líquido folicular alterando así el aumento de los componentes 

foliculares provenientes de la circulación sanguínea y por lo tanto prevenir la acción 

de otros factores de regulación del desarrollo folicular, entre ellos los inhibidores de 

las MMPs transportadas por el suero sanguíneo, tales como la cx 2macroglobulina, a1-

macroglobulina, a1-inhibidor3 (Giudice, 1992; Dajee et al., 1997), y quizás el de 

algunos estimuladores como el activador del plasminógeno o aún la plasmina. 
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Se ha demostrado que el contenido de colágeno en el folículo ovárico disminuye, 

mientras que la actividad de colagenasa aumenta hasta dos veces en comparación con 

la áreas del ovario desprovistas de folículos (Bogusiewicz et al., 2000). En contraste, 

los niveles de MMPs disminuyen en la pared apical de los folículos atrésicos 

comparado con las áreas desprovistas de folículos (Higglund et al., 2001), esto 

sugiere que las MMPs regulan la remodelación de la MEC cuando esta asociada con el 

crecimiento folicular. Los resultados de este trabajo dejan claro que un gran número 

de i\IMPs están presentes en el folículo ovárico y estas MMPs son estimuladas por los 

eventos asociados con el desarrollo folicular y su localización y patrones de expresión 

coinciden con los cambios en las células de la granulosa y de la teca que ocurren 

durante la remodelación folicular. 

En otros tejidos, los aumentos tanto en la actividad de colagenasas como en la 

actividad de los inhibidores de colagenasa concomitantes con los procesos de 

remodelación tisular mantienen la homeostasis proteolítica y proporcionan un control 

localizado de la degradación extracelular. Esto mismo puede ocurrir en el ovario 

durante el crecimiento de los folículos (García et al., 1997; Vu y Werb, 2000; Xu et al., 

2002: Curry, y Osteen, 2003). Sin embargo, de acuerdo a los resultados presentados 

en este estudio parecería que la regulación de la degradación de la matriz durante el 

crecimiento y la maduración folicular, es un proceso más complejo que el propuesto 

hasta ahora. 

Teóricamente, los factores que estimulan el desarrollo folicular, como es la FSH, actúa 

en las células de la granulosa y de la teca para aumentar las MMPs y regular la 

expresión de los TIMP. Las MMPs podrían facilitar la remodelación de la capa basal 

que separa a las células de la granulosa, así como también de la MEC de las células de 

la teca y permitir la expansión folicular. Las MMPs pueden actuar directamente en el 

control y remodelación de la MEC y con ello tener una acción indirecta en la 

estimulación del crecimiento folicular. Además las MMPs, particularmente la Pz-

peptidasa, pueden participar eii la regulación y disponibilidad de los factores de 

crecimiento y citocinas e impactar de manera importante el crecimiento folicular. 
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Por ello, concluimos que la actividad remodeladora del tejido conectivo ovárico 

consiste de un complejo de enzimas ováricas y foliculares y de sus modificadores. Este 

sistema está regulado cuidadosamente desde el inicio de la maduración folicular hasta 

el momento del rompimiento de la pared folicular durante la ovulación. 

Modificaciones en la regulación dinámica de este sistema deben de tener un impacto 

importante en la determinación de la maduración normal del folículo o, como un 

proceso necesario de regulación determinar (o por lo menos participar en la 

determinación), del número apropiado de folículos ovulatorios en cada especie 

animal. 

Es necesario continuar investigando el sistema de las MMPs en la fisiología ovárica, 

para entender el papel de las MMPs y los TIMPs como reguladores del crecimiento, la 

diferenciación celular y la función específica del tejido ovárico. 
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Abstraet 

Mctalloprotcinases aie ati iniporlant grilup nI hydi lyti' e'n/yuies. svliicli p.iihleipaic Iii Uii'íCll-

tial mairix degradahoit during I j SSLJC rcmodclling proccsscs and thcrefore runy be requircd during 
foilicular growtii asid nlaturation. Tire activily oí nieta¡ loproteinases (coitagenases, gelatinase, aiid 
P7.-pcptidasc), was mcasurc.d dunng growlh, maturatiori ansi atresia oí goal anhraI follicics. Thcsc 

follicles ( n -- 67) were scpuatcd by sizc ansi also classiíicd into tour groups: 000-atrdlic (Group 
1); eanly atrctic (Stage 1) (Group II); moderately atrclic (Siage II) (Group lila); sed. Iatc atrehrc 
(Siage lii) (Group ilib). P.-pcptidasc was greatcr in gr;inulosa ihan in ihccal cclis, and almost 
ahxcnt ¡o toilicuiar fluid. lo 000-atrciic íollicles, activity in granulosa celia incrcascd avrtti 
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iiicrcasing follicic site, wiicrcas uciviiy pcaked in 3-6 mm íoilicics in ihccal celis Aircs j a was 
issociacd wuh dcclining acuvi(y in ihecal cells íriim foilicles in (he 3-6 miii tange ami in 
grautuksa eclis froni (lic > 6 mm raiigc. linerstiiiai collagcnasc activity was signiíicant and 
similar ¡si granulosa aiid iliccal ccli cxracis ami Iow un follicuiar fluid írorn flofl-airctuc loilicics. 
Aciivily incrc:uscd signuiucaniiy un thccal cells. bUl dccrcascd signiíicniniy ¡si gianiulosi ccii,, froni 
iiugc ( > (u uuuin) uiun-a(rciic lollucles. Arcsia was assuciaicul witlu dcciiiuuuug nelivily iii hoili iypcs 

cells aun Ineleasing actiVuly un iolliciiiar lituiui. Geitinitisc acúVilY 'las SOI11C iuuutCs as.socialed wuih 
(tVe reguuns cuttrcsuciuuduuug lo litílleciiliii scighIs o122.1. 30.7. 39.6, 61.11 nial 71.4 kI.)a. asid rtirciy 
¡ti 91.3 auid 81.2 kDa. Overali aclivay ckuhuued svitli a(rCsia ¡u ihccuui cci Is (mm lollicics in ¡tic 3-6 
tutu rangc, bu( fol in llise > 6 miii. Iti granulosa cells írom íullicics 3 fi unu, adiuvily vuitied 
wudely wnh sl;igc of alre%ia, wiuulc iii ccils Irolli lollicles > (u miii, uicitvily wuis gucaiiy tiicreuiscd 
ii atrelie follicles. «) 1997 Elscvicr Scueuucc D.V. 

A euuuttrels: Iliciuuiluupriuicinuu.scs; lollicular grtuwlhu Ftullicuuiur ;uircsi;u: (Joal ovuuri;un foilicies 

- Intruduction 

Aniral follicles grow and rcgrcss continuously titrougliout Lile ocs(rous cycle in 
iiiamnials (Lipner, 1988). Thc numbcr oí non-airc(ie íollicics higgcr that 5 ilini in 
dianieer is low ( 3 hcahhy follicles per day oí cycic lo thc cow) due tu a high 
incidcncc oí arcsia in follicics ciilarging froto 2 tu 5 mm ¡u diameter (McNatty Ci al.. 
1984). '¡'he csscntial role oí procolyic cnzymcs j o follicuiar rupture, aud licncc 
ovulation, has lucen cicarly sliuwn (Ftuktuiiioto el al., 1981; WOCSSflCF el al., 1989; Curry 
ci al., 1990). Howcvcr, fcw sludics liave hccn oricniatcd tu s(udy thc role of Llicsc 
cniyuiics ¡o (he normal growrk. devclopmcnt and uiiauration 

oí 
(tic follucic (MeNaity ci 

al., 1984; Morales el al., 1983; Rcich el al., 1991), aiid uuonc lo (lic possiblc participuulion 
of incial loprolci flanes ¡o ilie gcuicsis and progrcss of lol 1 ictular aires¡¡¡. 

]'tic principal coniponcnt of (he ovarían cxiraccllular marix is coliagcn. althuugh (lic 
ovary is riel¡ un corrncc(ive nssuc, iiicluding clastin, glycosaininoglycaus. protcoglycuins 
uuid glycoprotcins (Otsuka ci al., 1987). Growlh oí ihe maturing follicic niay rcquire 
rcmodclling oí Ihe cullagcnous siruc(urc oí (lic lollicle wall ami of (lic surmounding 
tivarian nl ronia. Wocssncr ci al. (1989) rcmarkcd 1 hal, mportani proccsscs oí (issuc 
1 ciuuodeliug niay occur during al¡ lile phutses of follicic growffi and niaiura(ion, in 
additton (o (tic collagcnolysis obscrvcd inimcdiatcly bcfore ovulation, noII ¡ncludiog 
ncccss.tIy modtíicattons oí (he surrouiiding ovariaui tissues (bat permit (he growing 
lollicic Lo rcach a place on (he ovanan surfacc froni which tilte mature oocy(c will be 
cxtrudcd (1 .ipner. 1988). 

Mairix mctalloprotcinascs are an importan( group oí hydroly(ic cnzymcs (Oisuka C( 

al.. 1987; Enionard auid Grimaud. 1990; Matrisian. 1992) wliich par(icipatc ru rernod-
cliung lile cxtraccllular mairix by soluhilizing (he coniplcx nciwork oí cullagcuis. 
Iauttiit lis, prolcogl ycans, and cniac(un . Si uicc ihc cxperiuitco(s oí Fu ku moto ci tI. (1981) 
auud uf Morales el al. (1983). nictallupioleiruisscs hu ye bccn shown tu play un ilnpor(an( 
role un ihe mcchuunism oí ilssuue t1cir;ud;i(ioui (ha( precedes iollicul:ur nupiturc Morales CI 

ti. ( 1983) showcd thai (lic cntllugcuu coulteuut uf fol lic les inereutscd 3- huId 1 moni .15 iti 56 it

1/ (;u, ¡u el u!. /	,ttt,uu1 Ae,,tt,,Itu tutu .5 e/tu e ./71 i y'7) .' l / 27.5	 21 

aí(cr irciUiicfl( oí imitiulure ",-lis wi(li cquinc choriunic g t inadotrophutl (1 CG). (leer easi ng 

suhscqtucn(lY (25%) frouii 61 (o 66 ti aher gonado(ropliuut appiuc;u(iOli. Although (luis 

group lound thaI coiluugcnolytic cnt.ymc(s) wcrc prcscn( al varloUs SLagCS nf lollucultr 

growth unid al dic ti me of u y u ial ion. (bey wcrc u nuble tui show ;uiy siguo ficaot cliangc lii 
collaccitolylie utclivity hc(svn'cui 38 nuitl 66 Ii aher (he iuuieclutili oi ECU. 

It has rcccuilly beconie cicar that several cullutgcnulyltc pro(Cinascs capablc td 
dcgradiuig lileniuulrix ¡nspcciíc íasliion aic presclil ¡o(lic ovuiry ttiitl luave llucir hiighcst 
aciuvi lies arouuid (lic lime oí OVlulittl(in (Curry ci al., 1990; Rctch ct al., 1991;  Curry ci 
al.. 1985; Murdoch noiI McConuick . 1992). 'Fue strucluir al unlcgri (y of [he íollicul ;tr wil i 
dcpcuids uru ilie prescuice of a uiicsiiwou k ol coli;ugcui fthrils lh;tl lu;tvc bcell lortuted dite 

Itt 

(lic uuctivi(y ui iNc dicen lzuycms (Wocssncr 
el ¡ti., 19,19 i Muurustutui. 1992). Ovul,u(uoui iiiti.i 

thcrcforc Nc preceded Ny hydruly(ic changcs wutliin dic coruncc(lvc nutlrix of (lic lhcc.i, 

par(icul:irly iii (tic apical region 
oí (tic folltcic (Murdoch and McCorniick. 1992), whtch 

muy flutally Icad (o lile rupulrc of dic follucular will unid expulsion of thc rna(urC oocytc. 

It has al so beco slaiw Ii 1 huu iNc prcscncc oí col 1 agc nasc u nhi bu (urs can block OVO 1 ation 

(Curry el al.. 1985; Briiiutsimm el al., 1988; But(lcr el al.. 1921). 
Matiimalian 'T'ype 1 cotlagcnasc cicuvcs collagcn am a single site. rcsuiting ¡it 

fragmcnts ihat dcita(urc ¡sitio nonhelical gclaun. Gelaliru ¡s (bco sttscc1ulible Lo furiher 
degruuduuiioii by variolus prolcinascs ¡ncluding gelatinases (Enuonard ami Grimaud, 199(). 
Mackay ci al., 1990). Pi-pcpiidasc nr collagcuiasc-likc peptidase is an eni.yme activily nl 

unanuunalian tisstucs lliat cicavcs a syunlietic suhsi.ra(c; '4_phcnylaZO . heii/.Yl0xYCh00 1 

(l'z-pc1itidc) which wuus dcsigncd Lo study Llie uetuvt(y 

('!ostridium I,v.vtolv(iciouu coliagcnase. Since Pi.-pcpttde is not a subsirate for nianim,tI .tn 

coli tgenases. cozymcs ¡o m;uuuuuoal ¡un tisslucs wh ch cicavc (los coiiipound Nave beun 
cutilcd Pi-pcptidascs. or. iuuurC rcccnily, Thinici olugopculidascs (lisljar, 19

1)3) . 1 ltcsc 

cuii.yuocs base beco dcscrihcd also as 'iissilc cnduupcpllduiscui degradung ciilluugcuiasc-s tu-

(lidie siibslruttc' (FC 3 . 4 .91)31). II han lucen showui rccciilly iliuui Ibis cuui.ynsc is idciuttd.ul 

wiih tlie cuudopciiiud;u se FC .1.4.24.15 (¡ Si, le, utuud lisll.ur. 1989) Ruhbti l'i.-pcplud.usc ii 

beco also toiund (o be ¡dcn(icuul with cuudo_olugopcplidaSc A (FC 3.4.22.19) (Tusljar ami 

Buurrct, 1989), no cuutyii)e prcviotisly consudcrcd Lo hc a cys(etne pcpludasC. 
I'z-pc plidusc has uuo elIccl un cutsei n. scnt ro alIar 111111. gc latín, collagen . col¡ agcti u 

chal ns ami vutiioiis col lagcn pepl idcs ('lusljar. 1993). Pz-pcpltdiisc ac(i vi(y tends (o risc 
under biological situJultiolIs iii wliich collagcn dearadatiurt is aeccicra(Cd, leading tu thc 

nuggcslion hat Fzpcptidasc plays a parl ¡ti lile ¡ate stages oí cullagen degruudatton 

(Tisljar. 1993). P,.-pcp(idasc ¡s noi ¡nhibiicd Ny a -Macroglohttliui (Tusljar. 1993; Tisljar 

arad Barrci. 1989). Tuis neutral nuctallopcp(idase prcfcucniially hydrolyscs suslrates al 

iNc u amino side oí hydrophobic auiiino acuds (lunljar. 1993). It ¡s 00W clear (hat Ibis 

cnz.yiiie hydrolyi.es a wide rangc oí neuropcptidcs. uncludung cnkcphaltns, tachykiníns. 
hradykinin. ncuro(cnsiuu. 1.1 IRU ;und cholecystokinin. 1hc 'Fachynkinuuis I'hysuuleunin ancI 
stubsiauicc 1' utrc iNc ioost e llicieiii ly hydmolyi.cd (Tisljar. 1993. Mutlsas el al., 1984). 

Fue pit í0SCS of (lic prcsent sludy were: (i)io detcrriti iie wlicilicr (tic CittiiC uVtriuIil 
tul 1 ide coittai un ilIcitiding gclut(i iascs. utod I'z-pcptidase actuvi (y; and (2) 10 

cxauililic Llie changcs iii ac(ivitics uf (bese cnzymes u scver;ul componeniS uf (he follicie; 

rin un' 1 y fol lico lar 1111 id. niud granulosa. and thcca 1 ccl Is, diuru u g normal tohi ICU Ini g rtwlh 

und utlrCsiut.
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2. Materiais ¡lid metlI(lds 

2 / /ea,i,'ení.r 

R;iiiihow iiiolccular sizc inarkcrs (Ariicrshani Arlinton 1 kiglits. II.) wcrc use ( ¡ lo ii Iow Final molecular sizc eslunialmu of [tic bands resolved by gel zy . mography. Pi- 1 'ro- 1 cii —as from FI u ka. Eth y 1 :icelate bu tyl acctatc and accton i tri le wc re froni 
M&¡( k (México). F)ithiotlirci(ol (Dl]). lodoacetanijue. 3-(N-Morpholino) cthancsulfonjc 
iuids (Mt) PS). N-lris-(hydroxy. mctliyl) nicthyl-2-aminc,ctlioicsul finic acid (TES). ). 4 
.ini iiophciiyl oicrcllrpi acetate (Al 'MA) and Pi-Pm . 1 .eu -G ly- Pro- 1)-A rg (1',- I'cpt ide) 

&i&' floin Sigro. i ('licinical Co. (S( 1 .otiis. M(), Al¡iitlicr reageilts aiid cliciiiic;ils wcie 
lic hx'st qua II (y aval ahlc, usual y rcngcn( grade, ¡mil wcrc general ly oht a ucd íroni 

Sueriia Clicioicijl Co. (St. Louis. MO). High rcsiscaiicc, deionizcd water uhitaincd by 
lassing distilled water through a Milliporc Mil¡¡ R-020 systeni was uscd lhroughout. 
Mcroh p al coulaom j lo)tjorl may be an inlportan( sow-cc of hacccri.il proteases; thercforc, ah 
buficis anil oUicr solu(ions wcrc autoclavcd or steriliied by flhraion and stored under 
condjtions thai ni ifl¡ ni ucd con(ani fiat ion. 

2.2. Epei-i,ne,iia/ ouilie 

Ovaries of non pregnant goats wcrc ohaincd from a local slaughlcrhou.se and 
transportcd lo thc haboratory (rransport time ncvcr cxcecded 30 mili) in ice cold 0.15 M 
NaCI. Antral follicles (a = 67) were dissccicd and scparaed by thc size of thcir larger 
diaoietci . ¡tito ihree groups: Iess than 3 filio; 3-6 mm, and grcatcr than 6 mm. Fol 1 icIc 
lcss Iban 3 11101 iii diaincicr wcre ti,scd wjtliout íurllicr charactcrizaiji,

ii 1 ol 1 des 3-6 iuni 
¿iiici more (han 6 omm svcje czireíiilly djssccicii free of stroiimal tissinc ¿iii&l scp;iratcly 
ciassn ficd under a sterCoeo1,jc rnicioscopc (magnification 

X 120), accordiog lo ilici r 
structural characterjstics (Moor e( al., 1978; Rosales el al., 1990; Ballestero', el al.. 
1992), into nne of four groups: non-atrctjc (Group 1), early atrctic (Group II), modcratcly 
alrel e (Gnoup lila) ami late atrctic (Group II Ib). 'Fo funihcr show Ihe appl icabil ity of 

1 h is 
system of classnfication iii ¡¡le goat, 180 ranilooily selected follicles wcrc initial y 
ciassiíied by stcreoscopic nhicroscopy observalion and thcn studicd and ciassiíicd 
hislolugically foliowing prcviously cstahlishcd entena (Hay et al.. 1976: Moor el al.. 
1978) 

Fluid froni each foliicle was collected by flushing as described by Ballesteros el al. 
(1992) and ecntritugcd aL 3500 g for lO mio lo separate (lic granulosa cclls. Carc was 
laken Lo avoid con(anuioating thc follicular fluid with hlood. luis procedure insured a 
consistcirt rccovery of more hall 85% granulosa cclls ¡o the aspirated foihicular fluid 
(Rosales el al., 990; Ballesteros el al.. 1992). The supemataut fluids werc reccntrifugcd 
al 12 000 • for 20 min and une precupitated granulosa cells wcrc washcd free of residual 
follictilzir fluid by rcccnlriíugatjcin uuUer lesuspcnsioi l ¡ti cold 0.25 M Suciose, taken lo p11 7.4 by llie addition of a smutll auiiounl of (ricthianolaminc 

Thc enlpty follleular sacs were excised, washed with sahine solution (o scparate ah 
remalnhilg granulosa cells. ¿mml dixstd as free of fibrous Iissuc as possible. Ccll-free 
fol 1 co lar I1utd. e lean foli ictular sae', ¡md rcsuspcnded granu husa cc lIs wcre storcd Loiti 1

uscil at —60"C (Reveo dccp frecz.c) iii 3(X) j.l of U-E3 solution (Curry ci al., 959). 
consis(ing of 50 mM tris huÍIcr pH 7.5 prcpared in 15 mM CaCI 2' 1(X) mM NaCI. 0.02% 
NaN ¿md 0.05% Brig 35 dctengcnt. Thc enupty foli colar sacs and ihc resuspcndcd 
granulosa cchls werc hioniogcnii.cd in T-B solutiouu usiog a glass-tcflon i'ouer Elvchjem 
homogcn 1 u'cr (it lcd lo ¡lo e lcc ocal motor. 1hc hnniogcnatcs ohta i ncd from enipty 
follictilar sacs were coumsndcrcd tu rcprcsciit whnde thiccunh tissuc. '[lic homogeiiatcs (Veru' 
cCiI(niíugcd al 4°C j o Ucckniuin rcfz igeraned celil rifugc al 27 (XX)	for 20 liii Ii. 

23. í'Z-/)('f)Fi(/(IS(' (I('l(',llij!iO(Jutl 

PI.-pcpiid;isc ¡liii vii>' wui .l.-k-u iii ucd iii tu.' ''l' icii,iuI( ..i,i:ii lIc 1 lic.uu 1 li- ni.!, 

humogcnaics of ti icca ¡oid gr ar mu losa eclI s ¡irid iii ceo t rl íugcd 1011 IC u lar Ii ud. by ¡u 

sitiipiihcd varia0on of thc ratc assay describen by Lcsslcy unid Garnier (hesshey ¿oid 
(3arncr, 1990). ilriehly. 0.25 ml of sui(ahly dilutcd saniplc was addcd Lo 1.0 ml of 30°C 
1)rcincubalcd subsirate solution containing 2.5 niM Pz-peptidasc and 0.1 mM 1h11h10-
hreitoh ¡ti 50 niM 3-(N-nmorphoiino) ethancsulfonie acid, sodium salt (Na-N1OPS) anil 

50 mM NaCI, all adjuscd lo pH 7.4. lneuhation ',vas continucd ¡mt nhe samc tcmperaturc 
Duning incuhation five 0.20 1111 unliquo(s sverc removed a( 60 olio iiiterval.s and acidiíted 
by acluliii,uim of 0.20 ml 200 mM U PO 4 . llie hydrolysis pnoducts were cxtraccd from 
(ic ac u clii cd sohiition wi iii 2.5 oil 1)11 (y 1 acctatc mmd quant i fi cd by spectrophoonmict y al 
322 iuii. '¡"he total i'z-pepltchasc ac0vity svas cnleuhuitcci by lincar ¡casi squares rcgrcs.sion 
aniahyscs of ¡he resuhs ohtaincd ¿mt cadi of Liic uve analyzed poinits of cach assuly. 
Activily is expresscd as mg of hydrolyzed suhstruite per h per mg protein. 

Dctcrniinuitioni of 01)11 niOtO pi 1 íor the cnIi.ynia(ic ac(i vi ty in our system (pl 1 = 7.4) 
was (Infle fol low i ng (lic mcl hiod proposcd by 1 ,ess ley ¿oid Garnen (1990). lo pan ic u luir, 
solee it hmuis hceni slnowo thaI 1111 ', cliiyuili' i uliloilfIcci uy iocmcuIsiulg lnic s1ru'nI11, liii' 
collccntratloim nl salis svas (iR'lully ;utjuuIcd Ily osoiuuicily in uI ilue is;uy systems. 

2.4. C'oIico,'e,u,.vc' (/('I('ll?Ijl i(l1l(,,l 

1 uh leo lar metal loprolcl nasc ¿id IV ity was (k'nu ved lol losv ¡ ng (lic nicthodology de 
scnibcd by Wccks e ah. (Wceks c( al.. 1976). 'tiie homogcniufles oblained froto eimipty 
follicular sacs and granulosa ecOs werc ccntrifugcd al 4°C in a Beckman refrigerated 
centrlfugc al 27 000 g fqr 20 miii. Time precipilales werc rchomogcniicd un 200 ml uf 50 
mM Tris buffer pH 7.4 contanni tng 100 mM CaCh . and iiicuhalcd uit 60°C fcmr 4 miii tu 

dissociuite collagcnasc bound lo collutgcn. ¡md tlicn recentriluged undcr (Ile conditioos 
nicn(iooed aho ye. Time ctiriihimned superna(anmts, froimi steps one and tsvo aho y e, of boih 
theca ¿md granulosa cehhs werc dialyzed overnigh against a lOO X excess of T-I) 
solu(ion. Thc follneulan fluid svas also hcaicd al 60°C for 4 mio afuer ¡he uidditlon' ob 
cnough (.'uu('l lo unakc II (8) uiiM fin¡¡¡ coimccimlrat (Ini ¿itid diii yi.ech tindcr (he sanie 
cotmdi0onus. 

'I'(i lliactivate llicialloprolvillase iniliihitol,s ¿111(1 ¿ic(iva(d 1(111 colar col Iagcnascs (he 
dlahyzed supernatan(s (fncuio thccas and granulosa celhs) aoci llic dialyzed follieulunr fluid 
wcrc trcatcd with 2 niM ditliiuthircitoh (Di]) al .17°C fiir 30 iiiiii ¿lild ihcn wi(h 5 mM 
ioduuicc(unniidc un ihe sanie (enfIle! ¡fluid (Iur ng odien 30 indo ( Wucssncr el ah., I)S')) imid
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dialyzcd ovcrnigln against T-B solulion undcr thc conditiotis prcviously describcd. Thc 
trcatcd and dialyzed samples wcrc aclivatcd by incuhation in [he prcscncc of 1 mM 
p-ainino-phenyl-mcrcuric acclalc (APMA) for 4 h, aud ihen rediaiyzcd uvcrnighl against 
r-n solulion (Matrisian, 1992). 

('o! agc nol ytic acil y ty vas dele rin ¡ ucd hy ilie en /.yma( ic release o!	II - labe 1 lcd

cnilagcn fragnicnts, foliowing [he uiclhodology dcscrihcd by Jolinson-Wint and Gross 
(1	O) witli soiiic niodi ficai 1(111.5. lclupcplidc flee. Iropionylalcd3 1 l-col!iigcii i'ype 1 

N-Iinopionalc-2.3- 
E Il l- rat Type 1 col!agcn. NEl 660, 0.26 mCi mg spccific activity). 

diluted 1:20 with 5 mM acctic acid was uscd as suhstrate. To cach wc!l of an ELISA 
i Il c thc following soiutions were addcd: lO ml (0.025 mCi) of 1-1-propiony!atcd-Typc 1 

coliagen and 50 ml of 0.1 M NaHCO % huifcr. pI! 9.0 To lix the collagcn lo [he wc!I 
ssali, ihc liquid was aliowcd lo cvaporalc for 24 ti al romo temperature in a dcssicator 
coioicctcd lo a vacuum puinp and cach independent wc!l was [lien washcd thrcc limes 
with disli!lcd water. 'lhcn ibe fo!lowing reaction mixture was addcd lo cach wcll: 3.3 
mM Tris-110 pl 1 7.8. 7.5 mM N-cthyl-malcimide, lO mM CaCI 2 and lO mg cquivalcin 
protein of thc test homogcnatcs. al ¡ ¡u enough volumc lo have 150 ml final reaction 
vuluiuc. Blanks without cuzyme, and contro!s wilh 20 mM cthylcncdiaminctctra-acctatc 
(EDTA) ¡u place of calcium wcrc includcd and rcactions with 2 mg baccrial collagenasc 
(as 100% activity) wcre also includcd. Each samplc was run ¡u duplicifle. 

ihe piale was iricuhated al 35C for 48 h in a humidiflcd incubator and lhcn 
cciitrifugcd in an ]CM icIrigerated ceutriÍuge al 1500 rpm íor It) mili. The supcmalanl 
of each well was rccovcrcd and countcd ¡u a Bcckman LS 6(8)0-SE liquid sciniillalnm 
spcctrorncicr. Thc cnzymalic aclivily WiES calculated as clpm rcicascd per mg prolcin per 
24 h. Al! values were correcied by (he amount of ilclivity íuund ¡u hlanks (without 
enzyme) and controls (wilhoul calcium. plus EDTA). 

2.5. Gehuii,iovr (/('lerInhllaIioli 

Gelatinase dcternlinalions wcrc done by i.yrnography of [he alLylaled and activatcd 
cnzylnic fraction o í ovarian liomogcriatcs foliowing thc melhod descrihed by }leusscn 
and Dowdie (1980). For ihis, thc final tissue fractious ohtained as dcscribcd abo ye, were 
adjustcd lo a final protein concentration of 0.5 mg nl! (1.0 mg ml 1 in (he case of 
fo!licu!ai- fluid) using Tris buffer, p11 7.4. containing 5 mM CaC1 2 , 2 % (w/v) sodium 
dodecyl sufalc (SDS) and 20% glyccrol. Aliquois (20 pi) of each sample were applied 
lo minigels of 10% (w/v) polyacrylaniidc copolymerizcd with 0.1% (w/v) ge!atiu. 
1flcctrophoresis was carricd oui iii a cold room (4°C) al a constant curreni of 25 mA/gel 
undcr nourcducin g coiitliliori unu! ¡lit , Iracking dyc fronl liad rcachcd lhc hot.tom of thc 
rcso!ving gel. Aftcrwards thc gel ,,, svirc washed for 2 h in 2.5% Triton X-100 in water lo 
c!inhinatc lhe SDS. washed thrcc times wilh distilled wtler aud incuhated ovcmighl in a 
wet ;itmospherc al 37°C iii subslratc buffer: Iris 0.1 M pil 7.4 contaiuliug 0.01 M CaCl, - 
Tbc gcls were lixcd and staincd by ! ti incuhalion with Ü.OS7e Coomasic brilliaiit hluc ¡u 

iii xturc oí' water, meiha no! arid acctic acid (6:3: 1) aud subscqucnl!y dcstaincd 1))' 1 II 

i nC tibition mu lhe SIl tIC iii ix 1 are sV i (bou 1 Coomasie. Ge lali u -dcgrad ¡ng enl.ymCS were 
dciii ficd by tbeir ahili ly lo digesl [¡le gel. Raiuhow molecular suc inarkcrs (A nicrstiam.

Arliugton l lcighLs. II.) were [oled (o a!low final molecular size estimation of thc hauid 
resolved by gel zymography. 

Gelatino! yt e acli vity was characteri zcd by incorporal ion of mela! ioproicase iiilii bi lors 
lillo thc uncubatmon builer ;iiicl coullparing agalnsl coullmu!s wilhouu iiiiiiliiior. ihe utilii.c'd 
lulllubitors wcrc: clhylcuicdaiiimtic lclraaccla(c (lDrA) (I() mm), l)idiiou!trcilhiil (l)rl) 
(5 mM), O-phcnyi-mcutiyl sullonyl iluoride (1 mM). 2-(irlilo-l'hcn)ullhlohne (5 mM). 
l'cpstitiui A (1 iii! iii! ' ), and N-cthyl-inalciiiiidc (II) mM). 

Non-spccil ¡e protcolyiic actuvily was nieasurcd usilig as siubslrate casein incorporatci 
¡lito tIte gels fol!owing llic procedure describe.(] hy, 1 lcusscn and Dowdlc (1980). lii ibis 
case. aftcr eicctrophoresis. the gcls wcrc washcd wi lb 25;11- solti lion oí Tri Ion X - 1(X) atid 
suhscquently wih distilled water, incuhatcd for II) miii ¡u 0.1 M Tris-1-10, pl1 7.4. 
containmng 0.01 M CaCl 2 and inimedialcly put ovcr recenl!y l)r(I);lred 75% acrylaniidc 
ge!s, contalnmng cascin as suhstraic. T'hc substratc solulion WaS prepared by 1 ti oí' 
hoi!ing el a solulion oí 1 g caseimu tu 20 mi of 0.2 M boric acid prepared ¡u O.! 60 M 
NaCl solulmon. pI 1 8.() The so!ubili,c(l casein was coolcd lo ambicul teruperaimire. 
cenlrifugcd /11 12 ((X) g íor 30 miii and tiltercd lhrougli a 0.45 mm Mill ¡porc mcmnbi une. 
Once ¡u cOntact the gels wcrc pul bctween Iwo glass plaques, wrappcd in aluminium 
paper and mncubaied al 37C lor 24 h ¡u a wet almosphcre. AOci ¡ncubation thc geL 
were fixcd. stained and dcstaincd iii thc sanie manner dcscrihcd ahoye. 

Quanlmficalions of gchmumn:msc activily Was perforuncd by compulerized ¡muge analysis 
usi ng Iwo dimensional seanni ng ile nsutolnclry (1 - K It Pharuii:mci:m Cci Scan XL). ihe Mi 
(tic prulcmmmasc.s WaS CSlulilItlt7d hy momilparmng lhcir cicelriiphumclic niiihi!ilics wil!m lii:ml of 
prolcin standards. 

2.6. Prote,,, deicrminotiou 

Protein i'onccmtlralions were &lctciitiiimed by Ole miiet!iod of 1 svry el al. ('/51) mising 
bovtne SCI 0111 ;l!!)liFnIfl aS II stiititlti d. 

2.7. I)aia (ulaI\'s('. 

Al! experimentul data reprcscrml tile lisim!Ls of duphcae cxperilmmemlts aud are mismi;mliy 
presentcd as the mean ± he standard devmaluon. Thc cxislcnce of stalislical signiíican 
dilTerences wcrc lesled wilh one-way analyses of variance (ANOVA). II signiricance 
was obtained with Ilims analyscs (1' < 0.05). tIte Sludetil-Nesvman-Kculs test was used lo 
an;mtyzc grotip comparisons (Soka! aud Rohlf, 1969). Whcn it was imporlanl (o compare 
fu!lmcics oí , dilfereni sizcs, Student's ¡ les[ was Iltili7.i'd. Statisuieai zmnalvses werc' 
perfornicd mmsiule a compulcrized package (Micro Si:mt II). 

3. Rcsulls 

Coniparussorm of dic visual amd hmslologmcmI slmidr of lypic:i! Io!!icic,s Llial (!OCUmCnl tluc 
histological validation of lIme chmssifmcation oí , goal anulal ímml!icles hy stercoscopic 
nhucroscopc obscrv;mmmmm is iIl(ilcatC(l 111 im, 1. 1.;tc!m fuilicie was sumiclicci by stercosemipic
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1	( I%iI,1.Irr.suii iii 1 lic	 i.ii,,l ami 111	i, al .1 u	nl Ipit;iI liillicics. 1,,1	_ IL	''Ii!Iii 11)11 aIre lima (i 

LVeI e cara (LIII) (lIcc(cLI Iree uf sirI,IIIaI ilsIIe ,isl I((IIRIii;IIIy ci ilicd uiidcr a lcIcusCkI(IIC Iilicr(IcI(pC 
(IU.II1IIiC,IIIIIII X 20). ;Iccllrdlng lo ihcir inor1itiuliigrciI eii,ir.tcicíisiici, ti ((tiC III 11,111 gFI IUI)S. NiiiialrcriC 
((1tuIp I), iitiiiitiiy treta (Grouti iii, iiIxkr.ItcIy atrcrlc (Grttip liii) and aircttc ((;r,up liii). Subscqucitily ihe 
íI(IiiciC( vcrc Ij xci, siaiIIcd and ,h'.crved tia.iLtiI)gictliv. Typicil reuiLs ohrarncd in loilicies > (t 111111 are 
ex1trCsçCLi ¡it ibis iiiijrc In cach cjse (hc lellers indicare (he 4CrCLtsCOpIC flhtCWSCI)piC IppCaraflCC of ilic 
ilifereni groiips in whicli (he íoiI jcics were claççificd. with he rcpcc(tvc III5II(It(gICaI linagc al lis righi. A. 
Grolip 1: B. GÍIIIIp II; C. Group lila. D. Ginup lUli 

((1 ICrOScOj)y and assigricd ((1 OflC of lour grotips of folicular atresra accordrrrg lo lis 

general appcarance, continuity and detaciitncnt oí" thc grantilosa ¡ayer ¡md (lic dcgrce of 

iliccal v.rsculmri,.ation. Fol 1 ¡cIes Wi ib a unifornmly bright. transluc.cnl ¡ippcar;urcc, cx(cn 

5 S'C vimscu larisal 00 ¡10(1 1 regular. Con ir nuous. granulosa ]ayer wcrc ci assi fied ¡rs 

((Oil-al id a ( Group 1). Follic les cititracicrized by a loss of FrimSlUCCncy, observable 

discolitill j i lite granulosa laver, hul uicceptable vascuiarization, were ConsidCrCd 

Siage 1 c;rrly airctic (Group II). Foilicics with duil, grayisli appcarancc, clear interrup-

1 ions ol (tic gr anulosa ]ayer aud pour vuiscui larizimi ion of [he theca wcrc considcrcd Stage 

II irtodcratcly atrcdc (Grottp lIla). Firmally, foilicles with gray dirli opiiqUe aspccL tione 

or fcw cmpiy bluod vcsscls, extensive dctachmcnts of (he granulosa [ayer and thc 

prcscncc oí' frcc giohuies (large atrctic bodies), wcrc classiticd as Slage lii late atretic 

(Group lilh). TIic thcca interna and thcca CXtCiiid laycrs wcrc histoiogicaiIy evidermt and 

iii close coritact in non non atrctic íoilicics; thc granulosa meilibrane was continuous and 

Iormcd by unibinniiy arranged granulosa celia witlr fcw pyknø(iC nucici ( j5 5 0/v).Stagc 1, 

carly atrctic follicies (Group II). werc cliaracterized by a sniail, hui significant number 

10%) of gr anulosa cclls wiih pyknotic nucici, usual1 y ciose Lo ihc foilicuiar antrum. 

Sorne discunt iniulties oÍ the granulosa lziycr wcrc obscrvcd. Tire oocyte/ctrtiiiiiulus ((miii 

re ma i ucd I sed lo ihc fol 1 icu lar wur II. lo ninderatel y atrctic, S tage II fol 1 id CS (G roup 

lIla). thcrc wcrc local perfoi aliolis uf tire granulosa assnci:itcd with arcas of cxterlsivc 

;¡¡id partial scparation frorn thc thcca. I'yknotic nucici wcrc prcscnt in tueca and 

granrulusa ccils ss'itii more iban 5% of pyknolic nucici in (he granulosa layer. Thc
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ba.sciliclit i a ni rna lost iu, mn (cgrt (y and le ucocyics j o fil trated thc gritnu i osa membrana. 
Tite u(>cytc, which wts parirally dcntrded of cuniitlus celia has heconre dctacbcd Iroiru 
(be follicular wall. Statzc III late urtrelic ftdlicics (Gruir1) 3h) were histologicallv 
e harurcc r i i.cd by ¡i red 1 CI (Iii iii lime n u ni ber of gr;mriu losit ccii a. Thc tcsidua 1 fragriicnta o 
(lic granulosa liuver were 1/111 mrel	'.C()ilratetl froto rite illeca (1;11'-'C airetic hodjca) lhe 
ilmeciri layel a'.Is ityl)erirol l ltied. Vsttiily tite itucyle sa	ihaerrm 

Nra. 2	imttwr, tire qrirttllI1tltve reltitotrsimnps helwccn iit	tmtletttaliI(tiç ¡((lii lile ltialrtliii'i- 
(l;mSsIiiI',Ililtit OF rite	I(i iiiilic.ies iil(irtili(I in inri l t i1/hniiiiaty arii(Iy	limen.' (V;i\ a 

( IiI 5i .(;Zil'Utitrtli I(crwel'n ('iii vr.sttol	Lia.aiI R ilinir itad lile hra	(liga-II ;ti t lle;itiltree uI 
illircies, p.irntcttlirly in noii .i(rclic (Grnmmp 1) ¡0111 i,dc tircure (( itiutip lii) lollicles. Witile 

(itintp II and (ritti lila WCid actilally ¡t irrixitite it! YPC' Iii itrilicies. Grolill II ciiulul 
lic s;ifcly coiistdered as e1mriy attdlrc hecause alino.st 80Y of thc inclumded I(Iiift les were 
cnitcr nott-1itmcttc or etriy aircite. Group 3a was irltporiattt hecause it ivas ilte otily roriijr 
vi(ir a sigtnfic.ini piesdlice (	(YX) oí' tiiork'rticly itt -clic ioiltcics. 

Pí-pcpitdasc ayas parucularlY acOse nr granulosa ci'lis. iiia'ttig írrttn lOo Iii scvcn 
trInes (llore actrvity ihair ritat found mmi iheca celia (lai,lc II. Ii was utitniosi risacuut. (ir 
collilliclely inhihited. ni kdiicuiar iittid (Tahie 1). 

ihe adlivrIy Ol F'/-pcpitdasc (Tabic 1) mit granillosa ami iitcca celia iii tiortnail) 
growing fullicica siiowed ¡t Migmmi lic1tnr ttncrcisc iii goi ng irotit	tiirtt lo 1 ( 

- srnory 
- u	eCoçtdary Alola. 

loo
isrticry Afretic 
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fi _.IIliL 
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Morphological dassificatron

Fig. 2. QU.itlmimitive i.iiitipit iiin bat svccn lile ri.'siiit,. (tbt.ii,tç(i liv tite cias'.il ic.irittlI 1,1 liii) gti,i( oIl/cias'y 
gro-aterco- rliieriusVoplc Cv.(iIl,Im/(itl (Sca 1 ls. 1) .md mhe rcsuirs uhi,uund lly subscqucirm. bu¡ ittdcpelidcnt. 
hisioio5icjl cia'sií(LirIlin. llie resIdO nhrtt tacd [(y iba Visual csiiit,ii/ott iii ¡he (magree <>f alrcsi;t for each 
foillcie. according it) our ctassiítcamtott in four grutips. are id/catad ti lile aliscir.,i -1 tic proportilin oí Chal 
(egree of arresia dmagnosed by iba itisrulogical study (ir cach íoliicic (amirding tI, prcvioualy cstahli.,hcd 
nnorplmoittgrcal antera) are indicaled in mlic utditmurc
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1', -ii'iidac nelivity j a diíícrcu,t comp;lllrncnls oí ¡he goal íollicic during normal íoiiicutar growtli and in 
1 II crcrit sliigcs of atrcsIi (pg Iiyiiri)lyicd siiiitraic/mg pro(cin/h) 

7/, '	(;r,t.	u 4 iraniitnsa cclk Thcca eclls hill icular huid 

5 4(145 f4.05 • 24.25 ±4.10 1.92 ±0.11( 

1	7 107.06j 203(5 • ' a 51.9317	II *	'a 1.51	±0(3'	•	a 
II	 (, 106.35 .1 21.9la 33.92 $ 5 7tIh ti	±(t.l4b 
III.	8 93.711j 12.90a 22.44+ 5.I4c 1.117	±lt.I(ih 
Mb	 '1 113.21± I1.II8a 11.41	1 4.04i1 1.05	1 0.131' 

1	 tI 14(,2(4 ± 19.71	•	a 22.34 ± 4.29 • a 094 t 11.13 . * ir 

II	II) 95.64± 14.7411 19.33	3.67a 1.0610.09a 
11 la	11 91.513±1 I.1211 20.I8±5.45a 0.71 +009b 
1117/	(, 68.3±9.I5c 24.43±4.74a 0.95±0.14a

1 ic .. iui,lic.iic Iiic ducal oí lic nuniber nf cases indicatcd as ir ± (lic slandaril dcv jation * Di íícrciiu nunubcr oí 
.iici iNks iiiilicaic siguultucaul stal,sl j c,iI dii icrcuiccs. P < 005, hclwecn ruin atrClíc ícutlucics oí difícrcnt si.c. 

Icticí, fotlowifli_! v;it,ies. iii,Iic,ilç lic i-',,,l,iici' iii igniflcint diíícrcnccç. 1'	11.05, i'twccii differeni 

iuIIu Ic'-. 

l&illtcics. III lite 7/tagcs of growth, i'z oc/tvi/y incicased ¡o gt'/titulosa cells whilc sillIWtttg 

a significalut dccreasc in follicular huid and iii tueca cehls. No siguuificant changes ¡o 

CI1YltiC activity WCÍC fOUn(l dtiring atrcSia in granulosa ecOs of 3-6 mm íoliicics. In Ibis 
samc group of íoliicics, l'z-pcptidasc of iheca cclis showcd a highiy signiíicant dccrctsc 

iii acttvily whicti was corrclacd with Uic progrcssion ni the atrctic proccss. An inversc 

rCl/ttiotlsltip svas oliscrvcd in folhcics > 6 nim. itt (bis case, grautulosa celis sliowcd a 

steady dccrcasc iii activtly wiilu ihc progrcss of ¿ttrcsia, whtic o theca cciis I'z-pcptidasc 

activily showed no signilic;tnt unodil'icatioos. 

1 uutersl It 01 col 1 agcnasc of gratuulosa cci Is in non-atrctic fol ucles, WOS always sIno 1 lcr 

(han (lic acti vily un thucca ccl is. and showcd a signu ficouit deere/use iii Jorge > 6 in in 

1 oIl cies (Table 2). Tueca ccli col líugcnasc was signi ficantly higher itt normal fol lides 
htggcr Ilion 6 111111 itt dianictcr (Table 2). lo granulosa cells of 3-6 mm follicles, 

col 1 agcuuasc adt lvi y duri ng ihe it iial si agcs of al rcsia (Grou PS Li ami Lila) was simular 10 

lite ¿Idi vut)/ found itt normal fol lides. lo lote ¿II retid fol 1 icics (11 ib) it showcd a highly 

signiflcant (P < 0.005) decrease (Tablc 2). In largc. > 6 mm follicles, itutcrstilual 

eollagcnztse of ihis sanie type of' ccils, showcd an incrcasc j o Group lila follicics 
followcd by ¿u slourp dccrcasc whcn thc alrcsia rcachcd (he characteristics of Group liii) 

(Table 2). 
i.yuriographic identification of follicular gelatinolytic adiiviy rcvcalcd Ihe prcscnce of 

scvcrai geiatin dcficictui arcas (Fig. 3). Tite gclatiiu digested regions werc somcwha 

diflcrcnt, dcpcnding on []le his.suc cxtract studicd (Tahlcs 3 ami 4). lo general, íivc zoncs 
wcrc lrcqttc.nlly idetiti fiable by coroptuicri icd i rnagc analyscs using Iwo dimensional 

scan tui hg dcns ¡lo mclry . OF tluese, Iwo, with ntolecii lar tU/LSSCS of 63.8 ± 2.4 ¿md 30.7 ± 
1.8 I.l)a. svcre ;dmosi ¿ulways prctioniiuiant. Thc otluer obseu ved bands wcrc foutid in 

rcgiotls corresponding lo molecular oiasses of 71.4 ± 2.1. 39 -6 ± 2.2. and 22.1 10.8 
l)a. Two cxccptionaliy hervy regunuis oí hydrol y tic activtty wcrc ohscrvcd lO ilC/IS

titile 2 

Ididcrsl liii (Type 1) Cs$hagcni'.c dcii vily iii diffcrcnl cu'tlipaulrluciris iii he goal kullicic during noriuiat tolticul.ii 
grduwlhd ¡md ¡ir di lícreiri siagcs iii dircsii (dprn/24 li/ui9 I*rulrcluu )x lO 

S,,c	(;rnup	u	(ranuk,sa cells	llueca cclk	HIl,cul.,u Ilunil 
1	 5	23.0 j3.7 •	30.1 ( 1.7.  

3-6	1	 1	25'? 1 1.4 • a	361 1 . 1 4',	.1K, 1 
II	 2.1.1.1 1.7.,	2.1.1 1	1.71	 56 (II.')., 
Ma	6	24.63 7,9.l	 '1.5 12.//)	 6.4 3 1'),, 

11.4 $ l.11u	 -1.5	0. Se	III $ 5 71 

4,	1	 8 1 5,9 :1' 15 * 'a	4(46.1' 5 4 * 
It	8	12,7± l 3	25.7 ± 3.0I 
lila	7	23.8 ± 3.57/	20.6.t 4.67/	9.A f 1 ¡;j 
1117/	6	('.7±1k	14.7jt.i(e	l5.3f17I 

Values icprcsenu Ihe 1ICJH (ir (7/e uuuiiubcr of cases uurdicaed ¡mS rl 1 SE). • l)ullcrcnl tuuuiulxr of aslcrisks uiidicalc 
siguuifuc.unt st,utistucal chilkrenccs. 1' < (1.05. Lrctwccn nnuu-aurct e tiillicles of iii tfcrcnt site. I)il ' fcrcnt lcttei 
i,llowiutg values ilidicale dic cxust,'uuc-e iii sui'Irili&,uiiu utuli,'rencc, 1' -: 0 1)5. isIseecli difl 'sreuul groups of aun, 

su/e lollit lc-s - No euI/vuunIIIc Idi' iI\ (lcIcs'lccl 

rcpicscnhilug unoleculat' sscteltls ()l i) 1 .3 atol	1.2 kl)a. Al¡ dcittnttst:atcd iclttinlllylic 
bInds weie SiIOWn 10 i'cpt'c'scI'i( (mc lu1il(/tllllJu('iIlclliases h y thc ((It/ii loss uf f.ytuugt al)llk 
activity ni (he prcscncc uf itictal citebuiing agcitts. lIrlho'i'ltdtt;iltihrolinc and EUA. attd 

116 
- 97 
- 06 

- 45 

a

12 3456 

16 

l'ig. 3. Rcprcscuiu.iiisc gel 'suua'yi.un ol gel.uiiiu.ise acilvay loici	5Ii.Icis ci	í.icuculcisr ccii, lilii,icccl iuc,cii 
uoruuu.itty gruriurg ¡tui! .utrctuc mlii, les cuí dm11, eeuu s ite'. (] ;<ir uhc c,,icsliin,cus ccl llic isa	sce [ex(). (a) I.aiuc 1 
10 1 1, c les '.3 uuii,u Luiuc', 2 ,uiui 3 iii, iiotic Iciltus lis (Oua1' D. 1 (, unu ¡ti ciciuiuieter. 1 allis -1 -6,alret1c 
lullieles 3 .. 6 IldIli ir¡ di,iuuwi&-r, ihuut.uaity alrciic (Giccup II), nriuk'r;imc'ly .ilrctic tCa'( yu1r lii) alud atrOje (Urou1c 
1117/), rcspcetivcly. (Fu) Follicle, :' 6 111111 un itiaiuieier. l.anc 1 uui'ul-alrctuc (oIl/cIes (Gr,uç) 0: I.anes 2-4 
lollicles w,tti ¡uurcsia. Groups II, lIla aud 1117/. re s licdIuvclV Nu,nbcrs un ube righu cilrrcspinl Iii nlitcciilar si/e 
(un k[)¡¡) ol lile cicgra,leil rcgtriuu. 
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E.Ible 3 

l)eIislIo,IicIric c(li.iIuiIic.4ioii ni 7.yIIIugrIi)Iilc gciaiiiiolyiic aclivily in tueca celis during riornial (olliculur 
ci n,viii and iii dii Icreni s(;l(c's iii alresia 

Sic <3 3-6 >6 

Gloull 1 II liii Illh 1 II lila Ilib 

Mr  
211 32 95 67 

141.2 90 IS4 192 97 
71.4 235 720 265 1140 110 95 1 12 

74 1) 5(Y) 4110 635 15 360 1414 325 312 
311 ¡2(4 

39.6 1 1 300 (14 12 
3().7 694 410 394 494 87 320 295 282 3W) 
22.1 lIS 95 

Niiinbcrs udicate reprcscnialuvc values oí dcnsiti,riic(rae dcicrrninaiions. Quan(iíications of gcla(inolylic 
lelivity wis ílerformed by ectiipiiIcrt,cd tiToige unalyses USiitg Iwo dimensional scanning dcnsiiornclry. Tite Mr 
ní ihe 'tlltCIli,lsCs Ivis cs(iiitalcd by coillptrIug Unir cicclrophnreUc mo) lu jes wiih thai of proicin siundards, 

by Iheir bchavuour against othcr inhibitory coinpounds (DTf. N-chyl maiciniidc. 
PeliStal iii). 

lit ¡lic Case of normal foilicuiar gt'owh, tueca cclls from follicics < 3 111111 were

characterizcd by (he prcscncc oí small amouiits rif Iiigh molecular wcight 92, 81.2 aad

71.4 kDa, gelatinases, aud by ¡he clevated activities oí 64 and 31 kDa gelatinases (Table 

3). •Fhis pailero svas prcservcd in rion-atrc(ic follicles 3-6 mm in diarnctcr, bu) wiih 

considcrably lcss activily. Gelatriiolysjs produccd by exIacls of ihcca cclls obtaincd

írtini normal íollicics > 6 mio svas cspccialiy characteri,.ed by high activity oí 


actiVuly, bol also 01 Type IV coiiagcnase. Granulosa cells froiti follucles 

1 able 4 

l)eiisiLiiiieirie quanttítcalion oí zyiliograpliic gciatuiolyik: aciiviiy ¡o granulosa eclis during ni,runal ioiiiciilir 
1'rc,wtli and in difícreni siages oí aircsui 

Site	<3	3-6	 >6 

Grmui	 1	II	lila	ilIb	1	31	lila	1116 

Mr 
91.3 1 105 305 
1112 225 47 
71.4 93 67 490 150 39 38 14 67 

325 152 140 508 83 173 90 74 3110 
52.11 63 33 60 
91/ 60 1 12 
91.7 405 70 1145 340 25 34 31 6 190

Non,lcrs indica (c rcprcscn(,Iiivc value	o) dcnsili,iuiciric dctcriiiinatiori. Quaniifications oí gelatinolytie 
4441v vas períiriiicd by eoiiijiii(crmecd llitige .uii,iiyscs iusiiig (SSo dimensional scdiiiIiIlg ilciisitoiiiciry. '(lic Mr 

41.11 c'iirici'l liv eoinp.Ir nc lvii t'li'ct,ipliureiir i,iol,,ln,c	wiI/i flum iii iíflcIil sI.iiiçi.iuI

< 3 111111 sliøwcd lugO ad j vily oí 64 amI 31 k Da col lageimases and sorne adj vity Iii (he 
rcgom uf 72 k Da (Hg. 3a. 1 .ane 1 . 1 able 4). lii is paltern svas prcscrved ¡ti non atrCtic 
ktlltcics 3-6 mm iii diamctcr (Hg. 3a, Laiics 2 aud 3) and ¡ir normal follicles > 6 miii, 
but wiili considerable Icss .slroimmelysio_like ac6vity (Fig. 3a. Larles 2 and 3...ig. 31), 
Larte 1). 

l'rogi Cssioii oí ¡he .il rel te ptuccss mi 3 icen ccli s (Table 3) oha ucd frum j titermediate 
5i/.0 I(illimJcs Wa5iCC0ilil)aiite&I 1))' lic a (lecicase (tU oclaliuiulyiic activily. 'rlmc&i ccliv 
from fol 1 icles > 6 mm (Tahlc 3) wcre characicri ¡cd, in S tage III h, hy ¡lic appcaraimcc tu 

Sume hydrolyt ic baiuds ¡u rcgi ons uf Immgh molecular wcights. lo it ial a)rcsia of granulosa 
cells iii 3-6 iiiit I'ullielcs was dlt;ir;tdlcu'i,.crl liy lhc risc o)' lligli molecular wciglui 
gclaiiitulytjc ;Ic(Ivity, piirlictularly o) adlive l'ypc V Cttllageiiasc.iii(l SUrliiisiimgly, tul 

laicnt (7) Typc IV (71.4 kF)a) whicli shuwcd ¡he liighcst activily ('lable 4). As in ihe 
case of thcca cclls, advancciuciit of' ¡he a(rclic process --vas accoimipanied by a prugres-
sive dccrcasc oí gclalinolytic acuvily. '¡"tic pattcni ohscrvcd j o granulosa ccils íroiii 
1100-a) rctic fol 1 cIes > 6 11101 svas prcservcd dtiring ¡he iii i ( j al slages oí alrcsia. but w illi a 
prugrcssive ticcrcasc in struniclysin-likc aclivity, hcimig charactcr j icd ¡o Siage IlIb by a 
suddcn inciense ro ge lati tiulyl ¡e ac t vity arid, as iii he case of Oicca ccli s. by 1 he 
appcarancc oí sorne hy(lrolyiic ha 
4)_	

nds iii rcgiumms oí Iiigh inulccuI;ur wci2lil (Fig. 3h. Larle 

4. Diseussirrn 

Dcgradatiou oí col 1 agcn woti Id req u i re (lic nc Luoti rif al lcast 1 wo ole la II iiprotc 1 liases 
Type IV cullagenase lo degrade 'be basemctit mcmhranc collagen and ititcrstitial 
col 1 agc liase lo degrade llic ti icsh work fi hc rs oí' jo lerst iii al col 1 ageus Type 1 amI III ('ir urv 
el iI, (1985) dcnious)ii•rl (lic prescuce r)f iiitcrsli) p al cull;tgeui;ive iii (lic ini rmVitiv 
iil(iiicrlialcly pro:- lo omviilatioin. aitd I';mlo,lic ci al. (3987) reported ¡tic prr.idiiciiuii o) 
IV col lagcnasc by co bu red ral hill te les stimul alcd w i ib liCC; . Ty pe IV col 1 agcrt ts 
dcgi adcd by Typc IV col 1 agcn a se or 72 k Da ge) a ti liase. liri ji ¡5 Ii su 'cadi y d ge st cd by 
Typc y cullagcuasc (92 kDa gclalinasc) aud by slroniclysiiis (Matrisian, 1992). The time 
wlien Type IV cullagcnasc_dcgrar(jng adtivity peaks is uiiktiowii, but tlie adtivily 
conhinucs tu mercase for al ]casi 6 Ii aftcr ¡lic LH surge (l'aloiic ct al., 1987). Thus, al) 
i ncreasc in col 1 agc nasc act i uit t s one t f (tic late bioc lic tu ¡cal e ven Is ¡o ovo Ini 011. pca king 
jusi shortly before ihe release oí (he uva (Butier el al., 1991). Sincc our experiiiicmital 
pu'olocol WZIS 001 (lcsigned lo (lcicct prcovulatory folhcics, hIN may possihly cxplain why 
wc were otoable lo sliow any ¡llore, (han a modcratc ¡ ncretse ¡u 1 lticrs( ¡ti al cul lagemia 517 

activily ¡ir llieca cell.s of giuwlng rton-atrcljc loilicles. atid mIso why ¡titcrslitial collage-
liase adttvity ui graruilosa celis lmmum l'ollicles > 6 mm wis Iowcu' tItan in smail atid 
umulcrtiicdia(c sizc í(illjcics. 

Cullagdtiascs are sccrelcd as pruetuzymiucs and uteed tu he aci ivaicci by a l'ccs Ilcu 
•ippcat s lo involvc plasiiiiu, arid likely plasimiunogeti activaiuur (Lmonard aoci ( ri miiau(1, 
1990; I'vlatr j sian 992), This acliva(ioo can aLso tic accottiplisluerl ¡o viro by suiuc 
ehciimteal rcagetits sttch as p-auiiiitu pheoyl ieidutrii.-c( i ( t (AI'NIA) (Alcsniulu'r titd \Vu'tli	0)I)	hl a(1difion . lor iii' hill	'\I l R'\v	II' (li-ir	¡i\(l(441\(i,	,liIVjlji'.	i',rUn,,' 
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nases intisi hC iiberatcd Of botind iitlt ibi tors, i ncl uding thc so callcd tissuc 1 nhihitor of 

mc la 1 loprote i nascs ('¡"¡mí , ) aud pc rha p. a2 - inacroglobu Ii u (t2M). In fact, thc presence 

nl' sI tCC ¡ íic iiili ibilnis whosc coflCciilraliOIi mercases siiniiltaiicously tO thc increase tu 
enzytite acLivity, indicatcs tlt;it carcful rcgulatioti of thesc cuzymcs must he of grcat 
tu ipt o tailce (Otsu ka ct al.. 198T Fi i initard and Ci ri u iaud 1990). Adequ ¡OC dcierm i ial ion 

01 col lagcitasc ¡idi vily it lissue cx tracis rcquircs cli ntin;Itinii ul 1 nhibitors by rcduction 
witit dititioihrcitttl and aikylalion with iodoacctaniide, as Itas hccn descrihed ¡u rcccitt 
wot'k (liunonaid anti (lirimaud. 199(); Alcxandcr ¡md Wcrh, 1991; M;ttrisian, 992). 

tui lile prcseut svork we ha ve sh uwui lile prese ncc of inetalloprolcinase acti vi ( y 

(eelaiinasc) tu lollicuhar 'luid ami iii tueca and granulosa cehis of tluc goal Itulhicle. 
1 'rtt(e&tl ytic adj vil y svas practieal 1 y ¡ihol ishicd by 1 l)TA, [)'n'¡md o- Phcutanthirol une. 

i udicai ¡ng thai tIte deiccied cn7.ylnaluc ¡cii VOy 1 s real y due lo uncial Ioprotcuttascs. 

Al thioutgh tite proccdurc tuscd for z.ymogr;tpliy has proved ils uF i lity for discri ini mil ing 

1 IdI WCC It uncial 1 upi ulueases of difiere tul 1 ype s owi ng lo tite aitomalous bel la y uor ¡ti gel s (ti 

dilicretit total polyacrylamide concentratuons, it has bcen of icss value br assignung 

l t [CC j SC molecular wcights lo thc cnzymcs. Flowcvcr, thc introduccd error may be 
cotusidered lo be less titan 5% (Ileusscit and Dowdic, 1980) nf Lile cxpcctcd molecular 
weight, wlticlt is furtiter reduccd by the constaut iuiclusioii oí' standard molecular wcight 
ntarkcrs. ¡tnd tite re futre pc rm jIs au ¡udcq it ale approx i mal ion lo liii s paramccr. 1 it iwever, 
since no autlicuttic en/ytoes wcrc uscd for cumparisori, it is nccessary lo cuttphasuie that 
tIte nietitioncd idcntifications ntust he consudered lcotatuvc; this is partucularly true for 
stromclysin, not yct shown in follicles. 

Of tite ohscrvcd hands. tIte more frequcnliy notuced have molecular rnas.scs of 
63.8 ± 2.4 and 30.7 ± 1.8 kDa. Thesc molecular wcughts may be taken as evidcitcc that 
tIte pertinent cuzymcs correspond tú activated Type IV gelatinase (MMP-2) and lo one 

f ilue rcitoi icd active Fui tits of tlic stromeiysi us (MM P-3 ¡m(¡ Nl Nl F'- It)). respcctuvcly 
II iiuoit;uu'd ¡iittl ( riiut;mud, 1990, Maitisian, 1992). 'lIte otlucr oitserved tEI;t(Is were Fauuid 
iii rcgmotts corrcspondtuug (o latent Typc IV collageutase (Mi- = 71.4 ± 2.1 kDa). actuvated 

'l'ypc 1 citllageitase (Mi - 39.6 ± 2.2 kDa), ami perhaps lo tite recctitly described olerme 
titetallopioteinase MMP-7 (Mi- = 22.1 ± 0.8 kDa). Tite Iwo lteavy molecular wcigh( 
rcizions oí' liydroiytic activity observed occasionaiiy ntay be rclated tú tite lateni autd 

¡ictivaicd (ortos of Type y coliagenase (MMP-9) (Mrof9i.3 auid 81.2 kDa respcctively). 
llie fact that scvcral 'Iatcnt' MMI' forms were deunonstrabie oit the gelatin gel is 

probably duc (o aetiVation by [he SDS prcscnt in lile gel (Nagase, 1991; Hurwitz el al., 

1993). itt our rcsults, thc AI'MA ti'eatmeot of follicular huid cleariy established the 72 
ki)a gclatinolytic activity as a prúeti/.yutle that can be convcrtcd Lo a smailcr and active 
64 kDa form. Similarly. tbc 92 kDa 'iatent' l'ornt was partually converted to its 
prcsunlptivc aetivatcd 81.2 kDa version ¡u tite case of granulosa and theca cells oblained 
duriuig advanced stagcs ob' atresia. llurwitz ci al. (1993) llave shown that untreated 
dlihtured whole oviurian dispersates 1 roni immature rats, cottstututively clahorated scverai 
celatinolytic cnzynies, of whicht a 72 kDa spccics was particularly apparcnt. 

lltkuliioto el al. (1981), invcstigatiitg proteobytuc actuvuty jo ihe ltunian oary tltrougit-
tite ovarían cycle, suggestcd ibat coilagcnasc is synihesized un tite granulosa eeils 

iii ¡1 si tital Iv al prcovulal ¡oit ¡md ¡ni mediatchy transponed cxtrtcehluiarly, witcre nl is 
dtlt'e,ltitlCLl	It lime site o) mollmeeii deClida)Ion	lo 0111 0150115. iIttcrslitmiI .itliaCtia5C

¡cliv ily of normal fui 1 icics wius al ways lower lO granulosa 1 i;t o mu Iheca celis . A Iso, 
gel ¡it u nase ud mvi ty was llotably Itt giter ¡u llueca ccli s, t liatt in granulosa cclii, ohta med 
froiut foi lic les bigge r lb iii 6 111111  ¡ o diaitteter, ¡t ud comt t no cd tu ite lii ghie r dii ri ng tite 
pi'ogress of atrcsia. 

(haitmi lusa ccl Is obtiu ttcd i'rtttt > 6 111, 11 nout -atretic Fol lic les Ititmi vet y low gciatm liii se 
¡iciuvtty. Thtis rcsuits agiee wtllt titose rcceiiniy reported by Palotic el ah. (1987) aud hy 
Curry CI ¡u. (1992). 'Iltus liuck (ti gclaliniu.se actuvtly mt granulosa (:el¡ ,, oí hig (prettvitla- 
tomy) 11)11 cies was proposed tmt be doe et tlter tu low levels of tIte enizyuite or tu tIte 
rtrescnce of it igit concetil ral uoits of cnzy tite mm hitors (Pa mit ¡e el al.. 1987). Qn 
oitscrvatmoits, luke thaI oí Curry el ¡mi. (1992). (lo iuml stmpltort tIte idea uliai liiw eut/.ymtu;mtic 
¡idi vuty is duc lo tite prusence oí ' t nit uhitors. Ratiter, granulosa cci 1 -dcci ved cnzyrnc. 
¡idrtvily scents lo he ntiuuiuiial mit uioruiuul hug nr pteovmuIutory bollicles. Of pimu ticolar 
tilcrest. howcver, iii tIte obscrvatmmtit iltat gelatinase ¡tdlivity in granulosa celis obtajmmcri 
itouii stttall. < 3, ¡md 3-6 mmi Folliches is 001 only ilitportailt, html cottstitutcd by 
particular dustrihutiout oí ' getat m mase ¡idi y utes. It is also ¡ mportautt lo itient ion tlt;it Itt', 
bchavior ts also prcscnl ¡ti late ¡ilreluc bollicics (Gmoup Ilib). Frotti titcsc rcsults it j'. 
possible 11) couicl udc titar gr;uut mm losa ccli produuci iott of gelati muses niay requi re ¡t complcx 
systetil of cclluiar smgnals tú induce ett-zymc activity (Curry ct al., 992). 1-lowever, it is 
convenmeot tu coutlittetit thaI fol 1 ucles < 3 niutu were no e limssi ficd :mccord j ttg lo stitge nl 
¡ti csia; thus low Pz-peptidtse mo thts group uttigltt be due (o priscticc ni sotIte ¡itretjc 
foliucies ¡tnd noÉ only ro thcir developmeitu stage. 

A large iitcrature cxists oit Pz-pcpttdase, wtth most papers cnipitasizing bioIogic.tl 
corrclations oí` actu Vily wi nt 1 Ltrutovcr oí ' coiuttccl i ve-tissue conmponeltts, ¡ti geoc ial, 
inci'cascd Pz-peptidasc ¡udttvity has heen reported in lissues wiih bigit remodeliing 
activity sucit as bovine dental foli ele, lar granuloitia tissue, Ihe invoiutirtg rifi tuterus ¡md 
tIte bit man cerv ix iii very late tt egnancy (Tisl ja r, 1993: Tisi ja r ¡tod I3urrct . ¡ 
1 Immwc ycr i'/.-iwimiidasc is itol ¡mImie lo acliville pro-cohitgcutm'.e uy htmitid Itut>tm'OIYSi\. illid 
lacks lite ¡ihuluty lo digesi gelatumt ('i'msl)ar, )993). Also, its idittmty wiib peplmdase 24.15 
sigttal s towards a pi 1 itary role o) (Ile eutzymc ¡ti hioacti ve PP ¡de degradttioti ¡mttd ni lile 
geiuerat ion ¡ttid catabol u s iii oÍ eut kcphal ms (Ae kcr el al.. 1987). Tite i id ¡cation thai tite 
cutzyme, rcpeatedly Fund tu' he prescor ¡it higit activily jo associiuljon witit coitflcetiv-
tissue matrix tuntuver, ¡s octe that degrades soutie bioimctive pepiidcs and generales 
othcrs, tttay he of intcrcst. 

Futdopcptudase 24.15 has i.eeti dcscribcd prcscutl mainly ¡ti tite soluble fractiuut of 
hounogeitatcs of vartmts ttssues, abtitough a murtor componcmtt i s utiembraite associated 
(Barrel ¡md 'i'usijar, 1989). It elcaves a tutuutibcr oí ' hiologically active peptides, ineluding 
hradykmnin, buetiuii.ing itoruiuoitc-ncleasing horutuoute, sott-ualosta6ui, ttcuroleilsin ¡mnd sub-
stautce P, atid generales cttkephalmns frotit (lucir prectunsons (Acker en al., 1987). Pi.-
pcptidase elcimves pcptide houids un Anguotcmtsim 1 tund II but flor ¡u [he way by which 
Auiguoteuistui 1 is cottvericd (o Angionettsirt II ('['isljar, 1993). 

Rcccnt studies stmggesl 1 Itat scvcrai utltt'aovanian regulatory pcpt i des. ¡ mmc bid j mg ¡ iii j hin. 
¡mctivin, cptderurual growth factor (Tonctta ;uutd DiZerega. 989). hradykimin (Lmpttcr, 
1988), Amtgtorctusim II (Aitg ti) (1-lusamit el al.. 1987: Daud el ¡ml., 1990). suh.stance 1 1 . ¡mmtmi 
vasoaetivc 1 ultesi ittuI pcpt ide (Oje(ja el ¡ml.. 1985), play i tttport1uuit roles ¡ti lile oscm ¡mIl 
neg\mlm)mltmt nl )md)msiilmr dcvelopmitciit. Mmmlv mi) lllcse perl i dcs itt' ii\dim±./.Cd 6v l't
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peplidasc (Tisijar, 1993), and sorne oihcr may also funciton as subsirates t'or thjs 

e U /.y mc bu liave tint beco tcslcd, inciud i ng t oh ji)i ti. activiii and PC rhaps, cpidcrmai 

i owlh laclor. It is possihic t heti to pi opuse titat tite prcscncc of Pi. pepi idase it (1 iíícrcnt 

uitilicular comparintettts. ititplieatc ¡lit lmportaut role [nr ibis enzyme ¡ti Lite eariy stages 

ti Inilicular ttow(h aiid dii Ierctttiatiott. 
Itt coticlusitin. ov;iri;ttt Ct)titiCCliVC lisstIC rciitoticlling activtty consisÉs of a mullico-

/ tiC coittplcx nl lolliculal cni.ynicsaiu.i IhCiI modi liet s. lui ti system must he carci uit y 

ceulated froto thc iuiitiation o( ioilucular maturahioFI (o (he ttmc of tite disrupttoui of ihe 

iiilIicular walt al ovuiation. Modificattotts un tite steady mate ni luis 5YSICI11 ntust 

pui't icipatc j o thc regulation itt thc proccsscs by which normal mitiural ion artil aLrcsi a 

iiiiiII	roiidtiet lo llic ;ipprtipri;ile itiinilti.r nl osnl:iiniv loIlicle\ ¡ti i;icli :iiino:il :.pccic. 

Ack 1141W Icdgemcti Ls 

'1 los svork was supportcd itt pu i uy Gratil # 1474-N 9207 from ('ONACYL anil 

(i j iIt // 91 Ol090026(3 troto SEP. 
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E.aluación del Programa de Detección Oportuna del 

Cáncer Cersicouterino (DOC) en Durango, México 

Dra. Eipc'rctn:rt Rositlbo R drtgiee:-Reves. Dr. Ricardo M.	28 
Cerda-Fiijres. Dr. Juan ,'f. Quiñoass . Pc're:. Dra. Elio 1. 
Corrés' Giirtérre 

Se esaluó la cobertura, asiduidad, diagnóstico y seguimiento en 
l programa de DOC en el estado de Duranno. y se encontró que el 

que se lla a cubo en Gómez Palacio. Durango presenta una 
Jetcienvia de coberiuru de 704' 7c y una çrdida de seguimiento 
de 7S.S-t. Esto uitiere la necesidad de reforzar las actividades 
iv resencion del CuCu a no e l institcc:onai. con ci Fin de 

su 

Cirugía estadiñcadora con mínima invasión axilar 

en cáncer de mama 

El valor del ganglio centinela 

Dr Jn'.'é Friinçi.te,, Grl1eçi's Heniii,,dc-

estimulan e inhiben. En año , rccicii[cs. la anirionenesss en el 
sic-ario que conduce al crecimiento Y Jcarrollss del lokculo y rl 
cuerpo lúteo ha sido atttpltamentc cstudiuda. Últimsinenie se 
han identificado estimuladores e inhibidores endóenos. la  liga 
molecular entre l sistema endocrino	-asculur no está 
completamente entendida. Por esto, es importante la realización 
de esfuerzos para formular preguntas que necesitan solución, 

Necesidades educativas en salud perinatal en madres 

de adolescentes embarazadas 

Dr Eduardo Dolgono Corona. Lic. Ped. Puirivnsi Yo/mido 
Padilla Jos,ro. Lic. Enf. Rocío Ls ipe: Or:i 

Se presentan tos resultados de un estudio transversal. descópti-. 
de 95 madres de adolescentes embarazadas usuarias del lnsttut 
Nacional de Perinatologia a quienes se aplicó una entres i sza 
para conocer formulmnte sus necesidades eduttsas en esa 
situación, ya que, a pesar de su buena Ir o ir.tención, sus consc,-o,. 
acciones o la información necesaria pueden ser insu6cier,res e 
inadecuadas. Se documentó que la ciad promedio cuando las 
madres tuvieron su primer embarazo fue 20 años. la ma: . oria 
aceptó no contar con información para brindar apoyo ndecuacv 
diversos en la dinámica familiar Y mostró buena disposiv.on 
pura asistir a cursos vducatvos 

El estudio uo como objetisn conocer el valor del GC como 
prcdtctor de metistasts ganlionars asilares. De 62 pacientes.	36 HACE 55 AÑOS 
en )3.5	tue lsulizadns rl GC. en 31 i hubo mecistasis eanlionares. 
s5l

	
una paciente tuso GC Falsttncnte necatiso. se conduce que . 

Fist opatologta del embarazo ectopico vi GC predice con alta sensibilidad el estado histoloitico de los 
demás ganglios. escuditica adecuadamente a las pacientes y Dr. Getinrrn Zn'nreito 
pisdrLi e5 itar m.is de la mitad de las disecciones de asila.  

Se presenta la transcripción del urtiule publicado en el 

Infección por virus del papiloma humano de alto
meo 3 de Ginecología y Obstetricia delsivo

 
y bajo-riesgo en mujeres con NIC. Características 
diferenciales	 48 MENSAJE DE LOS EDITORES

0' Jis,.' La: Qo,iii1e Sú,iclte';. Dr Jesii Cltsji,. Bra,nbila, 
Dos. Dtsh-t' Alaria H,.'sstúnsl,' Hsrisd,iclt':. Dr. Smi! .%larr,,u' 
Ssisis/sv:. Dr. .4 !'Jsist5In, Gis rr-ic.t Curron-ss 

El objetivo del presente estudie fue determinar la asociación del 
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R RESUMEN 
El proceso de formación de nue-
vos capilares sanguíneos a partir 
de los preexistentes en indivi-
duos sanos ha sido estudiado 
princpalmente en el órgano re-
p roductor de las hembras Esta 
ormación de capilares nuevos, 
se conoce como angiogénesis, la 
cual está relacionada con regula-
dores endógenos que la estimu-
lan e inhiben. El conocimiento del 
papel de estos estimuladores e 
inhibidores en condiciones fisio-
ógicas y patológicas acentúan 
principalmente el papel de VEGF, 
FGE angiogenina y angiopoieti-
na: así como de angiostatina y 
endostatina. En años recientes, 
na sido ampliamente estudiada 
la angiogénesis en el ovario que 
conduce al crecimiento y desa-
rrollo del folículo y el cuerpo lú-
tea. Últimamente se han identifi-
cado estimuladores e inhibidores 
endógenos, la liga molecular en-
tre el sistema endocrino y vascu-

no esa completamente enten-
Cda Por esto, es importante la 
reaHzación de esfuerzos para for-
mular preguntas que necesitan 
sol u C Qn

Palabras clave: angiogénesis, desa-
rrollo folicular, ovario, folículos ová-
ricos, atresia, cuerpo lúteo. 

(Espinosa Cervantes, el al. Angiogé-
nesis en la fisiología reproductiva. 
Desarrollo folicular, formación y 
mantenimiento del cuerpo lúteo. Gi-
nec Qbstet Méx 2002; 70: 17). 

1 ABSTRACT 

Te process of new capillary for-
ma tions from previously existing 
mature vessels in healthy indivi-
duals has been mainly studied 
duríng cycles of the female repro-
ductive tract This new capi/lary 
forma tion, known as angiogene-
sis is re/a ted (o endogenous re-
gulators (hat both stimulates or 
inhibits it. Knowledge Qn (he role 
oflboth stimu/ators and inhibitors 
un der physiolog/cal an d pha (o/o-
gical con ditions accentuates a 
main ro/e of VEGF FGF angioge-
nin and angipoietins among (he 
formers: and main role of angios-
tatin and endostatin arnong the 
laters. In recen(s years, angioge-
nesis in the ovaries that /eads fo 
fo/licular and Juteal growth and 
development has been extensi-

ve/y s:ud' ec /Jnen( a numC 
of endogenous stimula:ors and 
inhibitos have bean ¡dentifiec. 
the molecular link between Ihe 
endocrine and vascuíar system ;s 
not ful/y understocd. Therefore. 
efforts (o formulare cues:ions (ha: 
need answers mus: oe made. 

Key words: angiogeriesis, follicular 
development, ovary, ovulatory folh-
cies, atresia. corpus luteum. 

(Espinosa Cervantes, el al. Reproduc-
tive phisioiogy angiogenesis. Foilicu-
lar deveiopment and luteal growth. 
Ginec Obstet Mex 2002: 70: 17). 

1 INTRODUCCIÓN 

E

l ttrrnino angiogénesis tue 
propuesto en 1933 para 
describir la formación. de 

nuevos vasos sanguíneos en la 
placenta.' La formación de nuevos 
vasos sanguíneos ocurre mediante 
dos procesos: vascutogénesis y art-
giogénesis. La vasculogénesis es Li 
diferenciación iii sil: de ple\os c. - 
pilares prirnrios a partir de célu-
las precursoras, conocidas como 
angioblastos y ocurre primordial-
mente durante el desarrollo cm-

ce Dcc:o'acc en C:encs oicgc	rcesc	uar c'el Departamento ce Proiccon Ag  
'.ietccI:ne Xochrr.co 2P&esor Dstingt..co Un'.'e . cac Autónoma Metropolitana lztapaapa lvs:cecc E — e	5 
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brionario. Este proceso es distinto 
de la angiogénesis, la cual está ca-
racterizada por el crecimiento ca-
pilar de nuevos vasos sanguíneos 
a partir de [os ya existentes.2 

El requisito para el crecimiento 
de nuevos vasos sanguíneos es 
esencial en todos los órganos en 
crecimiento y refleja el hecho de 
que el aporte adecuado de nutrien-
tes y oxígeno sólo puede propor-
cionarse a los tejidos a una magni-
tud muy limitada a través de 
difusión (y. gr. el tejido cartilagino-
so). Por consiguiente cada aumen-
to en la masa de los órganos o teji-
dos debe ser acompañado por un 
crecimiento adecuado de los vasos 
sanguíneos. Este hecho implica 
que en el animal adulto, debido a 
la escasez de procesos de creci-
miento fisiológico y remodelación 
tisular que se requieren en condi-
ciones normales, la angiogénesis es 
un proceso excepcional. En efecto, 
en los tejidos del mamífero adulto 
la vasculogénesis es un mecanismo 
excepcional, y la formación y el 
crecimiento de nuevos capilares a 
partir de capilares preexistentes 
(angiogénesis) se realizan normal-
mente sólo durante la cicatrización 
de los tejidos, como en beridas y 
fracturas, y en el órgano reproduc-
tor de las hembras, específicamen-
te en el ovario y útero, así como en 
la placenta durante la gestación 
en el tejido mamario durante la lac-
tancia.34 

Los órganos reproductivos de 
las hembras adultas exhiben ciclos 
de crecimiento y regresión perió- 
dicos que requieren ser acompa- 
ñados por cambios cualitativos y 
cuantitativos en la intensidad del 
Flujo sanguíneo, lo cual justifica 
que la angiogénesis ocurra duran-
te estos procesos como un fenó-
meno normal. 5 Debe tenerse pre-

sente que en el adulto, el creci-
miento vascular inapropiado está 
asociado con varios estados pato- 
lógicos, tales como el crecimiento 
de tumores, algunas retinopatías, 
endometriosis, hemangiomas, Fi-
brosis y artritis reurnatoide4 

Es importante hacer notar que 
nuestro conocimiento acerca del 
proceso de la angiogénesis ha esta-
do desde el principio íntimamente 
ligado con la fisiología reproducto-
ra de las hembras adultas, el pri-
mer factor angiogénico fue identi-
ficado en el ovario; 6 el ovario fue 
uno de los primeros órganos en 
donde se detectó la presencia del 
factor de crecimiento del endote-
ho vascular (VEGF) 7 y finalmente, 
ha sido durante la luteólisis en el 
ovario donde se identificó al primer 
regulador endógeno del crecimien-
to vascular, la angiopoietina2.S 
Por estos hechos consideramos 
que la elucidación del papel fisio-
lógico específico que estos proce-
sos desempeñan durante el creci-
miento, desarrollo y función del 
endornetrio, del folículo y del 
cuerpo lúteo llevará finalmente a 
mejorar el diagnóstico y el trata-
miento de algunos procesos pato-
lógicos de la mujer adulta y a me-
jorar los métodos para regular la 
fertilidad en los mamíferos. 

Fisiología de la angiogénesis 
El proceso de angiogénesis inicia 
con la degradación de la membra-
na basal que rodea los vasos capi-
lares. A través de la discontinui-
dad generada se produce la 
migración de células endoteliales 
que forman una yema vascular 
que posteriormente se organiza 
para formar un túhulo cuya ma-
duración histológica termina por 
constituir un nuevo capilar. La 
proliferación e interconexión de

los nuevos capilares sanguineos 
culmina con la formación de una 
microcirculación compuesta de 
arteriolas, venas y capilares. En 
[os casos de angiogénesis normal, 
los factores de estimulo parecer, 
ser la hipoxia vio la acidosis ti5u 
lar que inducen la liberación de 
factores estimuladores de la an-
giogénesis. Los tejidos enfermos o 
dañados producen y liberan faco-
res de crecimiento angiogénicos 
que se difunden hasta los tejidos 
cercanos (efecto paracrino). 

El proceso de angiogénesis 
ocurre como una serie de eventos 
perfectamente regulados: 
1. Los factores de crecimiento an-

giogénico se fijan a receptores 
específicos localizados en las c-
lulas del endotelio vascular de 
vasos sanguíneos preexistentes. 

2. La fijación de los factores de 
crecimiento activa las células 
endoteliales (CE). Se envían se-
ñales desde la superficie celular 
hasta el núcleo. Las CE produ-
cen nuevas moléculas inclu yen-
do enzimas. 

3. Las enzimas metaloproteasas di-
socian la matriz extracelular y la 
membrana basal que rodea a to-
dos los vasos sanguíneos. 2 La 
fragmentación de la lámina ba- 
sal es mediada por do grupos 
de proteasas, las metaloproteas.s 
de [a matriz (EtP) y las sermo-
proteasas. Las L\lP degradan al 
cola-¿no y otros componen-es de 
Li matriz extracelular, el romp:-
miento del basamento de la 
membrana,9 facilita que las célu-
las endoteliales migren de les 
vasos preexistentes hacia el o:-
gen del estimulo angiegén.co 
proliferen. 

4. Las células endoteliales se mu.-
tiplican y emigran hacia los te,.- 
das dañados a enfermos a 
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vés de los poros formados en la 
.\IEC de los vasos sanguíneos. 

. 1olécutas especializadas de la 

familia de moléculas de adhe-

sión, integrinas (avJ33, av35) 
sirven como anclaje para las CE 
que forman nuevos vasos (ge-

mación).2 

6. Las matriz de metaloproteina-

sas continúa activa remodelan-

do la MEC por donde deben 

crecer los nuevos vasos, permi-
tiendo su crecimiento y dándo-

le soporte adecuado. 

7. Las gemas de CE se enrollan 
para formar nuevos ttíbulos 

vasculares) Los capilares re-

cién formados se comunican 

unos con otros para formar 

asas por donde pueda circular 

la sangre. 
S. Finalmente, los capilares neo-

formados son estabilizados al 
ser soportados por pericitos (cé-

lulas de tejido muscular liso) 

que les proporcionan apoyo es-

tructural. La sangre comienza a 
circular. Los vasos neoformados 
que no se rodean de pericitos 

son rápidamente destruidos. 
9. La neovascularización es com-

pletada por la formación de ca-

pilares y diferenciación de és-
tos en arteriolas y venas.11 
La angiogénesis es un proceso 

complejo donde existe un delicado 
balance entre promotores (factores 
angiogénicos) e inhibidores (facto-

res antiangiogénicos). La pertur-
bación de este equilibrio puede re-

sultar en una falla del estado 

fisiológico y conducir a diferentes 

patologías. 12 Dentro de los promo-

tores primarios de la angiogénesis 

encontramos los señalados en el 

cuadro 1 • 1 Los factores angiogéni-

cos más importantes parecen estar 

ligados a dos familias de proteínas 
caracterizadas por su capacidad

de fijar la heparina, éstas son la fa-

milia del factor de crecimiento fi-

broblástico (FGF) y la familia del 
factor de crecimiento del endotelio 

vascular (VEGF). Además, los fac-

tores que regulan la comunicación 
intercelular, pueden jugar un pa-

pel importante en la coordinación 

de la interacción entre la vascula-
tura " el tejido no vascular.6 

Aunque hasta el momento ac-
tual no es posible precisar cuáles 
de estos factores son específica-
mente determinantes del funcio-
namiento del aparato reproductor 
femenino durante el ciclo repro-
ductor, en un trabajo reciente' 3 se 

demostró que la inhibición selecti-

va del VEGF bloquea por comple-

to el proceso de angiogénesis que 
acompaña a la formación del cuer-

po lúteo y sugiere que es este fac-

tor de crecimiento el de mayor im-
portancia durante la regulación 

de estas funciones. El VEGF, tam-

bién conocido como factor de la 
permebilidad vascular (VPF), fue 

originalmente aislado por su ca-
pacidad de estimular la prolifera-

ción y migración de células endo-

teliales microvasculares, así como

por su actividad estimulante de 

permeabilidad vascular. 
El VEGF tiene tres receptores 

del tipo de tirosina dnasa que se lc-
calizan en las células endotelia.les 

(Flt-1, KDR/Flk-1, y Fit-4), es un 

potente mitógeno, morfógeno, 

quimioatrayerlte para las celulas 
endoteliales. La síntesis y libera-

ción de este factor es estimulado 
por la hipoxia, por algunas citoc-
nas y por varias hormonas. Tani-
bién parece ser importante la parti-
cipación de la angiogenina durante 
la remodelación del tejido ovári-

co que acompaña al desarrollo 

folicular.2 
Los factores antiangiogéflic.)S 

específicos (Cuadro II) incluyen a 

la angiostatina (un fragmento In-

terno del plasminógeno) y a la en-

dostatina (un fragmento de cola-

geno 18 derivado de una línea 

celular de tumor humano. 14 E\ls-

ten también inhibidores no espe-
cíficos de la angiogénesis. Entre 

ellos es conveniente mencionar 
particularmente a los ir,terferors 

v al factor plaqueta rio 4. 

La angiopoietina-1 (Ang-1


es un factor angiogénico que intc-

Cuadro 1 

Lista de los factores de crecimiento artgogéncOS conocidos 

• Angicçeriina 
• Angioroetina-1 
• Det.1 
• Factores de crecmento t'brOOi3SiCO: acidico (aFGF) y basco FGF) 
• Factor estiruIador del crecimiento de cotanas de granulocitos tG.CSFI 
• Fac:cr de crecimiento de los fbrOolastOs (HGF) 
• Factor da crecimiento placentario 
• Fctcr de crecimiento de CE derivado de las placuetas (PD.EC3F 
• Factor de crecimiento derivado e las paguetas-EB 1PDGFE3 
•	FOlis:atira 
• Intereucina-8 (L) 

• Leptina 
• Midc,na 
• Pictrotira (PTN) 

•	prIierr,na 
• TGF.apha 
• TGF-beta TNF.aIpt'a 
• VEGF,(VPF) actor de crecimiento cal endoteho vascuar o actor ce perneaoitidad ;55c_ 
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1gosialna 1 a;-er10 cel 2lasmnogerlo) 
ArtIrOmbna al -1t!arçoçecCa 
lr'rCOr dervado del colager'.o (CDI) 

agmertlo del factor CO59 ael corTIemenlo 
E,dos:a:ra fragrflerLo -- e l colageno XVIII) 

cragmento de a fbrorecfla 
Gro-e:a 
-©arrasas 
HexasacarcO ce'vaCo ae Í a heparrla 
rrCG 

- re r' e r o r, a!a:be!a/garrrra 
Prteina rtducble cor el nterleron (IP-lo) 

Inlereuc.ra- 12 
<ringle 5 )iraçrneillo del asrnincgenc) 
T:MP 
2.Meto,-esrradd 
rrbbdQr O l acen la t: O de la ibonucleasa 
Irlibidr del ac1ivadc r del IesnhinÓgeno 
Falor4 O.aauelaro (PF4( 

Franeto 16kD de la Prolactina 
Proterra relacionada con la Oroli fe r r i na (PRP) 

RCInodes 
ietrandrCcOrtiSOI.S 
Trorntosc r diiia . 1 (TSP- 11 

TGF.o 
Vas:ii i ds:a: ra 
Vasos:a: a	a;erco Ce a calreticLllria) 

racciona, a semejanza del VEGF, 
específicamente con las células en-
doteliales a través del receptor 
TIE-2. Como el VEGF se ha demos-
trado que la Ang-1 es esencial para 
el desarrollo normal de nueva vas-
cutatura. Estudiando los factores 

que participan en la regulación de 
la angiogénesis y la vasculogénesis 

en el desarrollo embrionario,3 

identificaron la presencia de un 

factor muy semejante a la Ang-1, 
que denominaron Ang-2

'

el cual, 

sorprendentemente, se comporta 
como un antagonista natural, tanto 
de la Ana-1 corno del receptor TIE-2. 
La sobreexpresión transgénica de 

la Ang-2 produjo la inhibición ca-
si completa de la formación de 
nuevos vasos sanguíneos en el 

embrión del ratón. Estudios pos-
teriores han llevado a identificar, 

hasta este momento, tres diferen-

tes angiopoietinas en el ratón: 

Ang-L -2 y -3 y una más en el hu-
mano, la Ang-4. Todas las angio-
poiehrtas se unen al mismo recep-
tor TIE-2 como un agorusta natural 

(Ang-1 y Ang-4) o como un anta-
gonista natural Ang-2 y Ang-3).8 

Otros autores 15 mostraron que la 

Ang-1 funciona como un factor an-
tiapoptósico en los cultivos de cé-

lulas endoteliales, mientras que su 
antagonista, la Ang-2, aumenta su 

actividad durante las fases de re-
gresión de los cultivos. 

A diferencia del VEGF, las an-

gipoietinas no son rnitogénicas, 
sin embargo, son factores críticos 
para la angiogénesis tanto duran-

te la etapa embrionaria como du-

rante las etapas de angiogénesis 

normal, o patológica, en el adulto. 
Fue propuesto un modelo para 

describir la interacción de Ang-1, -2

y VEGF durante el desarrollo vascj-

lar embrionario. In Este autor pro-
pone que el VEGF estimula la ini-
ciación de la proliferación y 

migración de las células endote-
hales, además de la formación de 

tubos capilares. Posteriormente las 

Ang-1 y -2 son involucradas en el 

mantenimiento, renovación y re-

gresión de los vasos. Esto ha su-

gerido que la Ang-1 induce la fe,:- 
mación de nuevos capilares y 
promueve la supervivencia de las 

células endoteliales, mientras que 

la Ana-2 es responsable de la de-

sestructuración de la matriz celu-

lar e inhibe la etapa de madura- 

ción vascular de la angiogénes:s. 

La Ang-1 parece ser indispensa-

ble, junto con el VEGF para la es-

timulación y migración de células 

endoteliales.tó 
La rapidez con la que el creci-




miento y regresión de los tejidos


del aparato reproductor en la


hembra debe realizarse es extre-




madamente grande. Por ejemplo,


en la vaca el folículo ovulatorio

representa menos de 200 mg de


tejido y debe formar un cuerpo


lúteo maduro con un peso apro\i-




mado de 5-6 g en un periodo de


10 días." De la misma manera un


crecimiento rápido se observa du-




rante el ciclo estral en el tejido en-




dometrial y, sobre todo, durante


el desarrollo de la placenta. El rá-




pido crecimiento y regresión del


tejido reproductivo de la hembra


debe ser acompañado por cam-




bios igualmente rápidos en la tasa


de flujo sanguíneo.'' Es conve-




niente además mencionar que las


modificaciones del aparato repro-




ductor de la hembra: crecimiento

diferenciación y regresión, son

procesos mu y dinámicos que nos

ofrecen un modelo único para es-




de la angio-

Cuadro II 
Inhibidores (sctóg;cos de la angogénesis 

- 
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er.esis en el animal adulto bajo 
condiciones normales. 

La angiogénesis 
en los procesos patológicos 
En un gran número de enferme-
dades importantes el organismo 
parece perder su capacidad de re-
gular el proceso de angiogénesis. 
Durante estas enfermedades el 
desarrollo y la formación de nue-
vos vasos sanguíneos se convierte 
en un proceso excesivo o insufi-
ciente separado de la cuidadosa 
supervisión que el organismo ha 
desarrollado para mantener su 
homeostasis. 

En 1994, la Angiogenesis Foun-
dation decidió considerar a las al-
teraciones en el proceso de angio-
génesis como un factor común en 
la patogenia de las enfermedades 
más importantes de la actualidad e 
identificó al desarrollo de las tera-
pias relacionadas con este proceso 
corno uno de los aspectos más re-
volucionarios en el esfuerzo médi-
co para la erradicación de algunos 
de los procesos patológicos más 
dramáticos e incapacitantes. 

Angiogénesis excesiva 
Se ha descrito su participación en 
más de 70 condiciones patológi-
cas, aunque fundamentalmente se 
menciona su importancia en en- 
rermedades como la ceguera debi-
da a la presencia de diabetes o a la 
degeneración senil de la retina, el 
cáncer, la artritis reumatoide y la 
psoriasis. 

• En estas enfermedades la neo-
vascularización no sólo sirve 
para nutrir los tejidos neofor-
mados, también induce la 
muerte celular y la degenera-
ción tisular v, en el caso del cán-
cer, favorece la producción de 
metástasis debida a la disemi-

nación de células tumorales por 
vía sanguínea. 

• La angiogénesis excesiva se de-
be habitualmente a la autoesti-
mulación producida por la pro-
ducción anormal de factores de 
crecimiento angiogénico por el 
tejido enfermo mismo. Esta hi-
perproducción de estimulantes 
sobrepasa con mucho la presen-
cia de factores inhibidores de la 
angiogénesis. 

• Estos mecanismos de regula-
ción han estimulado el desarro-
llo, con miras terapéuticas, de 
factores antiangiogénicos, enfo-
cados a detener el crecimiento 
vascular anómalo y modificar 
el desarrollo patológico en estas 
enfermedades. 

Angiogénesis insuficiente 
• Se observa sobre todo en las en-

fermedades de las arterias coro-
narias, el infarto y el retraso en 
la cicatrización. Fundamental-
mente es debida a una respues-
ta insuficiente en la producción 
de factores de crecimiento del 
endotelio vascular cuando la 
neovascularización es requeri-
da para la nutrición de los teji-
dos isquémicos. 

• También existe en este momen-
to la tendencia a Sustituir tera-
péuticamente esta deficiencia, 
mediante el desarrollo de facto-
res angiogénicos que sustituyan 
o refuercen a los factores angio-
génicos fisiológicos. 

Angiogénesis y fisiología 
del ovario 

En los primates, durante el ciclo 
estral, el ovario presenta periodos 
dinámicos cíclicos de crecimiento 
y regresión que acompañan los 
procesos de desarrollo folicular 
crecimiento, maduracíóo, ovula-

ción (o atresia) y de crecimiento, 
mantenimiento y regresión del 
cuerpo amarillo. Acompañando a 
estos procesos de crecimiento. re-
modelación tisular durante el ci-
clo estral, la angiogénesis y la re-
gresión vascular ocurren también 
cíclicamente.'t 

El control preciso de la angiogé-
nesis durante el desarrollo del fo-
lículo ovárico y del cuerpo lúteo 
(CL) es crítico para la función re-
productiva normal. Durante el cre-
cimiento, el folículo dominante de-
sarrolla una compleja red vascular 
en las capas de células de la teca. 
Estudios in vivo e ¡u 'itre sugieren 
que, durante la luteinización, las 
capas de células de la teca de la 
granulosa son el sitio predominante 
de la actividad angiogénica dentro 
del folículo. Esta localización carac-
terística de la actividad angiogénica 
es consistente con la arquitectura 
vascular del ovado en donde la ca-
pa de células de la teca es abundan-
temente vascularizada, mientras 
que la capa de células de la granu-
losa se mantiene avascular durante 
la mayor parte del desarrollo folicu-
lar, hasta un poco antes de que ocu-
rra la ovulación y la luteinización 
del folículo. Similarmente, e.'<plan-
tes de cuerpo lúteo de diversas es-
pecies inducen angiogénesis en 
una variedad de hioensavos, indi-
cando que el cuerpo lúteo es tam-
bién un sitio de actividad angiogé-
nica, y la necesidad de \EGF en la 
angiogénesis del cuerpo lúteo ha si- 
do mostrada. 13 De hecho, cuantia-
tivamente, la angiogénesis durante 
el crecimiento del cuerpo lúteo s o l o

 es comparable a la que se observa 
durante el crecimiento neoplásici. 

Fase folicular 

la,  Los roliculos primordiales : 
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poseen una red vascular propia, 
la cual puede observarse más tar-
de en los folículos en desarrollo. 
En estos últimos, que se presen-
tan después de la pubertad, el de-
sarrollo de una red vascular inci-
piente puede ser observado en la 
teca de los folículos preantrales.' 
La densidad de esta red vascular 
crece con la formación del antro 
folicular pero se mantiene exclu-
sivamente en la teca, la cual por 
este motivo ha sido llamada cu-
bierta vascular del folículo. 4 Esta 
cubierta vascular está constituida 
por dos redes vasculares concén-
tricas en las tecas externa e inter-
na. Los vasos no penetran la 
membrana basal que separa la te-
ca de la capa de células de la gra-
nulosa que permanece avascular. 
Particularmente el crecimiento de 
la red de capilares en la teca in-
terna coincide con el periodo de 
crecimiento rápido y la diferen-
ciación del folículo. 18 Esta obser-
vación ha llevado a especular que 
el establecimiento de una red 
vascular adecuada en la parte 
más próxima a la membrana ba-
sal que permita la rápida difusión 
de oxígeno y nutrientes hacia la 
capa de células de la granulosa es 
indispensable para el desarrollo 
folicular normal y puede estar re-
lacionado con el mecanismo de 
selección del (de los) folículo(s) 
dominante(s), (p.ej; los folículos 
que son destinados a ovular). A 
SU vez, el insuficiente desarrollo 
de esta red vascular interna, sin 
modificación notable del resto 
de la circulación tecal, parece ac-
tuar como disparador de la atre-
sia de los demás folículos en de-
sarrollo.4 

La regulación hormonal del 
desarrollo y la maduración folicu-
lar debe estar relacionada con los

procesos artgiogénicos. De los fac-
tores endocrinos presentes duran-
te estos procesos, los estrógenos 
parecen tener una acción determi-
nante. 4 Los estrógenos inducen 
activamente la angiogénesis in ti-
to. El 173-estradiol estimula la 
proliferación y migración de las 
células endoteliales y promueve, 
in vitro, la formación de tubos ca-
pilares no sólo en el tejido ovárico 
sino en varios otros tipos de teji-
dos. Por el contrario los antiestró-
genos, tanto in vivo como in vitro, 
inhiben específicamente la movili-
dad endotelial inducida por el 
VEGF y por el FGF-2.4 

La expresión del VEGF duran-
te el ciclo estral sugiere un papel 
importante de este factor en el cre-
cimiento y maduración de los fo-
lículos antrales y en el desarrollo, 
mantenimiento y regresión del 
cuerpo lúteo. En el ovario de los 
primates, el RNAm del VEGF, y 
por lo tanto la proteína misma, es-
tán ausentes en las células de la 
granulosa de los folículos primor-
diales y primarios y presentes en 
las células de la teca y, ocasional-
mente, en las células del cummulus 
que rodean a los ovocitos en los 
folículos preovulatorios. Durante 
la foliculogénesis, fundamental-
mente durante los estadios prean-
trales se ha determinado la pre-
sencia del VEGF por técnicas de 
tinción inmunohistoquírnica en 
las tecas.7t7 Las células de la teca 
interna del folículo en desarrollo, 
se tiñen intensamente con anti-
cuerpos contra el factor de creci-
miento del endotelio vascular. Es-
ta tinción es particularmente 
notable en el folículo dominante. 
En contraste, la tinción inmuno-
histoquímica de las células de la 
granulosa es débil en los folícuos 
pequeños, y se hace notable sólo

en los preovulatorios. Esto sugiere 
que la secreción paracrina del faz-
br de crecimiento del endote!: 
vascular por las células de la teca 
interna y de la granulosa puec 
ser esencial para la angiogénes:s 
durante las fases finales del desa-
rrollo folicular y necesario proba-
blemente en preparación para la 
luteogénesis.3 

En folículos atrésicos el factor 
de crecimiento del endotelio vascu-
lar no es observable ni en las cé-
lulas de la granulosa ni en las célu-
las de la teca. Durante el credrnier.tc 
folicular, el folículo dominante de-
sarrolla un complejo vascular de re-
des infiltrado en la capa de la teca. 

Debe señalarse que en los ú]iI-

rnos años se ha demostrado que las 
células de la granulosa son las que 
activamente producen VEGF du-
rante el desarrollo folicular induci-
do por la aplicación de gonadoiro-
pinas, 19 mientras que la producción 
de este factor de crecimiento por las 
células de la teca no se modifica 
por el estimulo de estas hormo-
nas. Estos autores han demostra-
do que, durante el desarrollo folicu-
lar, las células de la granulosa son 
los ma yores productores de VEGF 
lo cual puede demostrarse tanto 
por la determinación del RNArn 
encargado de codificar su produc-
ción, como por la determinación 
directa de la síntesis :' vitro ¿e es-
te factor. Es posible que la síntesis 
de VEGF en las células de 1.a teca 
parezca inferior debido a que es 
fácilmente arrastrado por la c:rcu-
lación, mientras que e producid' 
por las células de la granosa 
tiende a acumularse en el licuid 
folicular. También es posible acep-
tar que el \ECF producido en ci 
interior del folículo haio la accior 
de las gonadotropinas sea 
do, sobre todo en las fases ftr-a!e 
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¿el crecimiento folicular, como un 
factor paracrino que difunde a tra-
vés de la membrana basal del folícu-
lo para estimular, en las tecas, la 
formación de las capas vasculares 
internas, próximas a la membrana 
basal, que parecen ser determi-
nantes en la fisiología folicular.t° 
Un hecho que apoya esta última 
posibilidad es q-ue la presencia de 
receptores a FSH es particular-
mente notable en las células de la 
granulosa en este tipo de folículos. 

En apoyo a estas especulaciones 
se ha observado que los folículos 
preovulatorios en los monos pare-
cen tener concentraciones similares 
de sitios de unión-gonadotropi.na 
en las células de la granulosa, sin 
embargo, sólo los folículos destina-
dos para ovular se marcaron des-
pués de la inyección intravenosa 
de gonadotropina marcada. 21 Es-
tos hallazgos son consistentes con 
la observación de que en el folícu-
lo dominante se produce un incre-
mento importante en la red vascu-
lar más próxima a la membrana 
basal que parecería depender de 
la difusión de VEGF a partir de la 
granulosa. La escasa formación, o 
la desaparición de esta red vascu-
lar interna es uno de los signos 
más tempranos de atresia folicu-
lar. 19 Estos informes nos permiti-
rían concluir que el suministro 
vascular tiene un papel crítico no 
sólo en la selección del folículo 
dominante destinado a la ovula-
ción, sino también de los folículos 
que deberán terminar su desarro-
llo en la atresia. Debe dejarse bien 
claro que en el momento actual 
ninguno de los cambios vasc-uta-
res v/o endocrinológicos conoci-
dos puede considerarse, todavía, 
corno el mecanismo molecular 
preciso que conduce a la selección 
del folículo dominante. 4 Todos es-

tos hallazgos pueden correlacio-
narse con los resultados reciente-
mente publicados, 20 sugiriendo 
que el VEGF tiene un papel im-
portante en la regulación del P02 
intrafolicular y a través de este pa-
rámetro en la determinación del 
desarrollo folicular y, tal vez, en el 
establecimiento del (de los) folícu-
lo(s) dominante(s). 

Fase lútea 
Se ha estimado que más de 85% de 
las células proliferativas presentes 
durante el desarrollo del cuerpo lú-
teo son células endoteliales." Estu-
dios morfométricos han confirma-
do que las células endoteliales 
constituyen aproximadamente 50% 
de las células en el cuerpo lúteo 
maduro.22 En varias especies de 
mamíferos, entre ellas el humano, 
se ha demostrado que la formación 
del cuerpo lúteo, después de la 
ovulación, está acompañada de un 
incremento notable del número de 
células endoteliales del folículo 
roto.'-' También se ha encontrado 
que la mayoría de células paren-
quima tosas (esteroidogénicas) es-
tán adyacentes a uno o más vasos 
capilares. 24 El cuerpo lúteo madu-
ro requiere recibir, para su funcio-
namiento normal, un aporte cre-
ciente de sangre ovárica y se ha 
propuesto que la secreción de pro-
gesterona está altamente correlacio-
nada con el flujo sanguíneo del ova-
rio.  Por otro lado, una inadecuada 
función lútea ha sido asociada con 
wt decremento de la vasculariza-
ción. 23 Diversos investigadores han 
sugerido que la regulación del flujo 
sanguíneo del ovario tiene un papel 
de mayor importancia en la regre-
sión o, en su caso, del mantenimien-
to ¿el cuerpo lúteo durante el em-
barazo." En el cuerpo lúteo, se ha 
demostrado que el factor de creci-

miento del endotelio vascular e 
esencial para inducir la angiogéne-
sis requerida para su desarrollo. 

Se ha identificado una correla-
ción positiva entre el factor de cre-
cimiento del endotelio vascular 
folicular y la progesterona folicu-
lar, así como también de los nive-
les de la hormona luteinizane 
(LH). Estos hallazgos sugierer 
que la concentración del factor de 
crecimiento del endotelio vascular 
en el líquido folicular del ovario 
humano está correlacionado cor. 
la luteinización durante el desa-
rrollo del folículo.:7 

Durante la ovulación se produ-
ce el rompimiento de la membra-
na basal que separa las capas ¿e 
células de la teca v de la granulo-
sa. Esto coincide con un marcado 
incremento de la arigiogénesis que 
ocurre de una forma centrípe:2 
desde la teca hacia el interior del 
folículo roto. Esta etapa predomi-
nante de actividad angiogénica 
que comprende, tanto la capa ¿e 

células de la teca como la ca-ra 
de células de la granulosa luteir'..-
zadas, inicia y mantiene la lutei-
nización folicular.3 

En contraste, el factor de crec- 
miento del endotelio vascular que 
está presente en la capa de célu.s 
de granulosa es mínimo. Utilizan-
do la determinación de la densidad 
vascular con tinciones ij'snunoh:-
toquímicas para CD34.' concluyen 
que la angiogénesis en ¿ ovario es 
un requisito para los estados tei- 
pranos de la foliculogé'.esis el 
crecimiento lúteo y que la disni-
nución de la concentración ¿el 
VEGF tiene una función irnport.i-
te en la atresia folicular y la regre-
sión del cuerpo kiteo. 

Existen dos formas de factor - 
crecimiento fihrohlástico IFCF 
(FGF) ácido y el (FGF) b J sico. .A'.-
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hos son promotores angiogéntcos 

y podrían ser importantes en el 

desarrollo folicular y la formación 

del cuerpo lúteo. 6 Sin embargo, no 

se ha confirmado una correlación 
entre la proliferación de células 

del endotelio vascular y la inmu-

nolocalización del factor de creci-

miento fibroblastico básico. De ma-

yor importancia es el hecho de que 

el factor de crecimiento fibroblásti-

co básico es fuertemente expresado 

en células de la teca lutei.nizadas de 

folículos atTrésicos en donde la an-

giogénesis es rnmnirna." 

Es posible que la acción de 

hFGF sea controlada por el núme-

ro de células endoteliales y en 

consecuencia por la expresión de 

los receptores al FGF en general.5 
Los receptores al FGF-2 parecen 
expresarse en los capilares largos 

del tejido lúteo de los ovinos du-
rante la fase lútea tardía, mientras 
que los receptores - al FGF-1 están 

presentes en la microvasculatura 
lútea a todo lo largo del ciclo lu-

teal. 29 Así, se ha hipotetizado que 
el FGF podría mantener la red 
vascular, para evitar la reabsor-

ción demasiado rápida del cuerpo 
lúteo en regresión. 

Es importante considerar que 

un balance entre (VEGF) y el fac-

tor estabilizador (Ang-1) contra el 
desestabilizador (Ang-2) podría 

tener un papel importante en la 
formación y/o regresión de tos ca-
pilares durante el desarrollo, man-

tenimiento y regresión del cuerpo 
lúteo durante el ciclo ovárico,16 
Recientemente, se han determina-

do las modificaciones del RNAm 
de las Ana-1 y -2 en el ovario de 
primates y no primates. 5 En el ra-
tón, y en el humano adulto, la 

Ang-2 se expresa únicamente en 
s:tios en que se realiza remodela-

ciór. vascular. Según algunos ai-

tomes, 5 el hecho de que se expresen 
al mismo tiempo agonistas y anta-

gonistas del receptor TIE-2 es difí-

cil de justificar y enfatizan la nece-
sidad de un sistema exquisito de 
regulación del sistema de equili-

brio angiogénico durante el fun-

cionamiento del esquema repro-

ductor en la hembra. Los resultados 

encontrados acerca de la expre-

sión temporal de los mensajeros 

encargados de la síntesis del 

VEGF contra las Ang-1 y -2 duran-

te la fisiología del cuerpo lúteo 

son consistentes con el modelo 

propuesto en el párrafo anterior. 

Sin embargo, estudios adicionales 

son necesarios para definir con 

precisión la importancia del siste-

ma receptor-Ang en el control de 
la función-estructura del folículo 

ovárico y del cuerpo lúteo. Tam-
bién es necesario precisar el papel 

de otros factores angiogénicos en-
dógenos (p.ej; angiogenina)22 y de 

factores antiangiogénicos (p.ej; an-
giostatina y endosta tina) en estos 

procesos.' 

Hipoxia 

Generalmente se piensa que la 
disminución de la concentración 
de oxígeno local (hipoxia) es una 
causa principal de angiogénesis 

en los tejidos en estado normal o 
patológicos. El VEGF es un factor 

inducido por la hipoxia, la cual 
provoca un incremento en la ex-
presión del RNAm de este factor 

en regiones hipóxicas de tumores. 

Evidencias recientes sugieren que 
la expresión de Angiopoietina-2 
también es inducida por la hipo-
xia, En cambio la regulación y ex-
presión de Angiopoietina-1 es in-

hibida por la hipoxia en pequeños 

sistemas de cultivo celular.30 
En la actualidad la investiga-

ción está dirigida a los efectos del

estrós hlpo\:co en la eguIacior. U- 

los ¡actores angiogén.icos en foliculcs 
preovulatorios, con un enfoque 
específico en el desarrollo poter.-

cial de los ovocitos. 0.31 Se ha seña-

lado que folículos con un alto cor.-

tenido de oxígeno disuelto tambien 
contienen baja concentracuán de 

VEGF en el líquido folicular Lc 

ovocitos obtenidos de estos folícu-

los bien oxigenados exhiben mejo-
res tasas de fertilización vdesarrc-

¡lo embrionario que los ovocitos 
de folículos severamente hipóx. 

cos. 20 En contraste, la presencia de 

niveles elevados de VEGF en 1:-

quido folicular son asociados cc:, 

hipoxia se acompañar, de une 
pobre respuesta ovárica bajas t. 

sas de gestación.	Estas eszu-




dios que relacionan la tensión de 
oxígeno con la expresión de \EG 
presentan una posibilidad de que 

los niveles de VEGF en el liquide 
folícular puedan ser usados coro: 
un marcador de hpoxia olicule: 

para predecir la calidad de ic-

ovocitos y por consecuencia 
posibilidades de de éxito en los pro-
cedimient de reproducción ani-

mal asistida- 31 Se ha propuesto 

tambiénsjue la hipoxia folicula: 

puede tener una intluencía adver-

sa en la organización del huso 

normalidad de la segregación cro-

mosánitca durante la sement-
cián del o'.ccio fertilizado. 

Factores locales y endocrinos 

Diferente a lo que ocurre en mo-

chos otros tejidos. las horniona 
gonadotró p icas, sobre todo la ho:- 
mona luteinizante LH), 'arece: 

ser los reguadores más in'.:ortar.-
tes de la angogénesis en e ovario 
En la actua:dad muchas ••e 

gaciones se 'ian enfocado a e er 
tos asociados con la ovuacion - 
Especialme:::e sobre la neovasco 
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jzacíór de la capa de células de 

. granulosa que ocurre durante la 
utetnizacion en respuesta al pico 

de secreción de la LH. Se ha obser-

vado que la LH/hCG estimula la 

producción de bFGF y de Ang-1, y 

la expresión del RNAm de la Ang-2 

y del VEGF en células de la granu-

sa de varias especies de anima-

les. Además, se ha demostrado 
una correlaciórí positiva entre los 

niveles de LH en el suero y la con-

centración de VEGF folicular en 

folículos humanos en desarrollo. 

La luteinización de las células 

de la granulosa por el estímulo-

LH al momento de la ovulación 
incrementa la producción de 

VEGF, lo cual es consistente con el 

apeI del VEGF en los procesos 

angiogénicos dentro del cuerpo 

lúteo de los primates. Es impor-
tante, mencionar que la regula-

ción de LH en la producción de 
VEGF, no finaliza con la ovula-

ción. Un grupo de investigadores 

administraron antagonistas de 
GnRH a monos en la mitad de la 
fase lútea y observaron que la su-

presión del pico de LH reduce la 
expresión de VECF en el cuerpo 

lúteo. Es necesario también deter-
minar si la acción de Ll-1 es crítica 
para la vascularización de la teca 

en el desarrollo del folículo antral 
Y si el rescate del cuerpo lúteo por 
la gonadotropina corionica (CC) 

al inicio de la gestación involucra 
acción de la vasculatura lútea. 

Con esto, se podría especular que 

el descenso en la expresión de 
VECF en la fase lútea tardía del ci-
clo menstrual es debido a la re-

ducción la sensibilidad del cuerpo 
luteo a la Lft por lo que se piensa 
que sea un factor crítico en la lu-
teólisis.7 

La propuesta de que la LE! fun-

ciona a través de la inducción de

la síntesis de factores angiogéni-
cos en los tejidos luteales ha sido 
sustentada 7 en sus estudios sobre 

la participación de la angiogenina 

como un factor de la mayor im-

portancia en la fisiología ovárica 

particularmente durante la forma-

ción y el desarrollo del cuerpo lú-

teo. La angiogenina es un factor 

angiogénico potente que fue aisla-

do originalmente de células de 

adenocarcinoma humano mante-

nidas en cultivo. La determina-

ción del RNAm de esta proteína 

en las células ováricas ha demos-

trado que su síntesis se incremen-

ta notablemente en las últimas fa-
ses del desarrollo folicular y se 

hace particularmente intensa en 
las fases tempranas de la forma-

ción del cuerpo lúteo, aparente-

mente bajo la estimulación de [a 

LH. La disminución de la concen-
tración del RJAm de la angioge-

nina es una de las evidencias más 

tempranas de la regresión del 
cuerpo amarillo.7 

Patología 

Alteraciones en la regulación de la 

angiogénesis ovárica han sido es-

pecíficamente relacionadas con 
varios procesos patológicos que 
afectan a la hembra en general y a 
la mujer en lo particular. Estos as-
pectos fisiopatológicos acompaña-

dos de las implicaciones terapéu-

ticas que originan, constituyen 

una de las orientaciones más fasci-
nantes de la investigación acerca 

de la importancia de los procesos 

angiogénicos en la función repro-
ductiva)5 

Una de las causas más frecuen-
tes de esterilidad anovulatoria es 

el síndrome de ovario poliquístico 

(SOP) el cual se caracteriza morfo-
lógicamente por el aumento en el 

tamaño del ovario producido por

la presencia en la perite7ia de: 
ovario de numerosos folículos an-
trales (< 10 mm de diámetro en la 

mujer) que no llegan a la ovula-

ción y cuya apariencia le da el 

nombre a la enfermedad. Recien-

temente algunos hallazgos experi-

mentales han permftido relacionar 

este síndrome con alteraciones en 

el proceso de la angiogénesis: a) la 

concentración del RNAm del 

VEGF, así como la actividad de es-

te factor de crecimiento, se en-

cuentran extraordinariamente CIC-

vadas en la zona de las tecas, en el 

líquido folicular y frecuentemente 

también en las células de la gran u-
losa de los folículos antrales, h) la 

concentración sérica de este mis-
mo factor se elevó anormalmente 

durante la estimulación con gana-

dotropinas, c) la utilización de 

agentes antiangiogénesis contri-
buye significativamente al trata-

miento de este padecimiento.12 
La participación del \EGF er. 

el desarrollo de ovario poliqutsti-

co ha llevado a los investigadores 
a considerar que el VECF partici-
pa de una manera mu y importan-

te en el llamado síndrome de hiper-
estimulación ovárica, el cual se 

manifiesta sobre todo en las mue-
res bajo tratamiento hormonal pa-

ra inducir la ovulación y se carac-

teriza por una acumulación masi\: 

de trasudado extravascula:. acom-

pañado de disminución del volu-

men vascular y hemoconcentra-

ción. En efecto, se ha encntradc 

que la actividad de VEGF se en-

cuentra mu y elevada en el suero 

en el líquido folicular de estas pa-
cientes y que el tratamiento co:, 

anticuerpos anti-\EGF revierte 1: 

acumulación de traudad y la h 

moconcentración.-
La presencia de cantidades


portantes de VECF en las clui.-
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epiteliales de cistoadenomas sero-
sos, encontrados frecuentemente 
en los ovarios de mujeres posrne-
nopáusicas, y en los pericitos hi-
liares del ovario en los quistes de 
células epiteliales de estas mismas 
pacientes, ha sugerido a los inves-
tigadores la posibilidad de que la 
actividad estimuladora de la per-
meabilidad vascular del VEGF sea 
la causante de la acumulación de 
líquido en estas pacientes.3 

El táncer del ovario se acompa-
ña frecuentemente de la forma-
ción de ascitis. Como sabemos que 
el VEGF juega un papel primor-
dial en la regulación de la permea-
bilidad vascular y que la concen-
tración de VEGF se encuentra 
aumentada durante el crecimiento 
del tejido neoplásico, la produc-
ción de ascitis se ha relacionado 
con la actividad estimuladora de 
la permeabilidad capilar del 
VEGF producido primordialmen-
te en las células epiteliales del teji-
do neoplásico. Basados en estos 
hechos, 34 encontraron que la utili-
zación combinada de anticuerpos 
anti-VEGF con un medicamento

antiangiogénico produjo la regre-
sión completa del estado ascítico y 
una mejoría notable en la sintoma-
tología de las pacientes. 

El funcionamiento inadecuado 
del cuerpo lúteo, acompañado de 
insuficiente producción de pro-
gesterona o regresión prematura 
del cuerpo amarillo, constituye 
una causa importante de infertili-
dad en la mujer que puede acompa-
ñarse frecuentemente de embarazos 
ectópicos o abortos espontáneos. 
Este síndrome de insuficiencia lu-
teal ha sido relacionado con defec-
tos en la angiogénesis necesaria 
para el desarrollo '' mantenimien-
to del cuerpo amarillo normal.4 
Sin embargo, hasta ahora no se 
han realizado los experimentos 
clínicos necesarios para sostener 
esta hipótesis. 

U CONCLUSIONES 
Es claro que por el momento nin-
guno de los cambios vasculares 
v/o endocrinológicos conocidos 
puede considerarse todavía como 
el mecanismo molecular preciso 
que conduce a la selección del folícu-

lo dominante. Todos estos hallaz-
gos pueden correlacionarse con los 
resultados publicados, sugiriendo 
que el VEGF tiene un papel impo:-
tante en la regulación del pO i--
trafolicular v, a través de este para-
metro, en la determinación del 
desarrollo folicular y tal vez, en 
establecimiento del (de los) folícu-
lo(s) dominante(s). El hecho ¿e 
que se expresen al mismo tiempo 
agonistas y antagonistas del recep-
tor TIE-2 es difícil de justificar 
enfahza la necesidad de un siste-
ma exquisito de regulación del sis-
tema de equilibrio angiogénico 
durante el funcionamiento del es-
quema reproductor en la hembri 
Sin emharo, estudios adidonale 
son necesarios para definir co:-. 
precisión la importancia del siste-
ma receptor-An o, en el control de 
la función estructural del folículo 
ovárico y del cuerpo lúteo. Tam-
bién es necesario precisar el papel 
de otros factores angiogénicos en-
dógenos (e. g . angiogen.ina) y de 
factores antiangiogénicos (e.g. an-
giostatina y endostatina) en estos 
procesos.	 U 
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