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RESUMEN

Se estudié la participacién de algunas metaloproteinasas en el crecimiento, la
maduracion y la atresia folicular en la cabra v la oveja. Los foliculos se disecaron y
clasificaron seglin su diametro en tres tamanos: <3 mm, 3-6 mm y >6 mm.
Posteriormente los foliculos se clasificaron macroscépicamente de acuerdo a su grado
de atresia en 4 grupos: no atrésicos o normales (grupo [}, inicialmente atrésicos
(grupo 11}, moderadamente atrésicos (grupo I[lla) y francamente atrésicos (grupo
I1Ib). La actividad de Pz-peptidasa, colagenasa intersticial y gelatinasa fueron
determinadas (en muestras reducidas y aciladas después de su activacion con APMA)
en liquido 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 mads actividad que la
encontrada en las CT. Por el contrario la Pz-peptidasa esta casi ausente o totalmente
inhibida en el LF. En el caso de los foliculos no atrésicos la actividad de la Pz-
peptidasa mostrd un aumento significativo cuando los foliculos crecieron de menos de
3 mm a foliculos de 3-6 mm. En los foliculos mayores de 6 mm, la actividad de Pz-
peptidasa aument6d en las CG mientras que en el LF y en las CT disminuyo
significativamente. Por el contrario no se encontraron cambios en la actividad de Pz-
peptidasa en las CG durante la atresia de los foliculos de 3-6 mm, pero st mostré una
disminucion altamente significativa en las CT. Un comportamiento inverso se observd
en los foliculos >6 mm. En las CT de los foliculos normales pequefios (<3 mm) y
medianos (3-6 mm), la actividad de colagenasa intersticial fue constante, con un
pequeno aumento no significativo en los foliculos medianos. Un pequeno pero
significativo aumento en la actividad de la colagenasa fue encontrado en CT de los
foliculos normales mayores de 6 mm. En los foliculos normales la colagenasa
intersticial de las CG siempre fue menor que la actividad en las CT v mostrd un
decremento significativo en los foliculos mayores >6 mm. La atresia invariablemente
se acompano por una disminucién en la actividad de colagenasa de las CT, la cual

sigue un patron lineal en los foliculos de 3-6 mm. En los foliculos > 6 mm la actividad



también disminuvo pero no mostrd el mismo patrén lineal. El progreso de la atresia
en las CT de los foliculos de tamafio intermedio fue acompanado por un decremento
en la actividad gelatinolitica, de tal manera que en el estado IIIb no se detectd
actividad gelatinolitica. En general, en los foliculos >6 mm no se observd cambio
alguno en el patron de la actividad gelatinolitica en las CT durante el progreso de la
atresia. Sin embargo, en el estadio IIIb este proceso se acompané de la apariciéon de
algunas bandas de actividad gelatinoliticas en la regién de alto peso molecular. Por
todo lo anterior concluimos que la actividad remodelante del tejido conectivo del
ovario consiste de un complejo multienzimatico junto con sus modificadores
presentes en el foliculo. Modificaciones en el equilibrio de este sistema participan en
la regulacién del proceso por el cual la maduracién normal y la atresia conducen a un
apropiado numero de foliculos ovulatorios durante los ciclos reproductivos de cada

especie animal.



SUMMARY

Metalloproteinases are an important group of hvdrolytic 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 (collagenases, 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 I) (Group 1I); moderately atretic (Stage 11) (Group Illa); and, late atretic
(Stage III) (Group IlIb). Pz-peptidase was greater in granulosa than in thecal cells,
and almost absent in follicular fluid. In non-atretic follicles, activity in granulosa cells
increased with increasing follicle size, whereas activity peaked in 3-6 mm follicles in
thecal cells. Atresia was associated with declining activity in thecal cells from follicles
in the 3-6 mm range and in granulosa cells from the > 6 mm range. Interstitial
collagenase activity was significant and similar in granulosa and thecal cell 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 cells and
increasing activity in follicular fluid. Gelatinase activity was some times associated
with five regions corresponding to molecular weights of 22.1, 30.7, 39.6, 63.8 and 71.4
kDa, and rarely at 91.3 and 81.2 kDa. Overall activity declined with atresia in thecal
cells from follicles in the 3-6 mm range, but not in those > 6 mm. In granulosa cells
from follicles 3-6 mim, activity varied widely with stage of atresia, while in cells from

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

Keywords: Metalloproteinases, Follicular growth, Follicular atresia, Goat

and Sheep ovarian follicles
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INTRODUCCION

Durante el desarrollo de los ovocitos en el ovario se presentan dos grandes periodos
en los que predomina la degeneracion celular: degeneracion de las células germinales,
caracterizado por una gran pérdida de ovocitos (Richards et al., 2002) principalmente
en la etapa prenatal y la degeneracidn folicular (atresia) que ocurre durante la vida
reproductiva. En el ovario humano, se estima que al nacimiento el nimero de ovocitos
es de ~2 millones, cifra que se reduce conforme el individuo alcanza la pubertad,
momento en el cual aproximadamente 400 000 foliculos estdn presentes. Sin
embargo, solo 400 foliculos son ovulados durante la vida reproductiva de la hembra
(Khandoker, 2001). La mayor parte de los ovocitos nunca alcanza la maduracion total
necesaria para ser ovulado, por tal motivo cualquier ovario normal contiene
habitualmente en la edad reproductiva numerosos ovocitos en degeneracion dentro
de foliculos que no podran 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, mas del 9% de
los foliculos terminan su maduracion 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 foliculo entra a la poza de foliculos en crecimiento tiene dos
destinos: ovular o volverse atrésico. Los foliculos se pueden hacer atrésicos en
cualquier estadio de desarrollo; como ya mencionamos arriba los foliculos en la poza
de no crecimiento también pueden degenerar. Por lo tanto puede plantearse la
siguiente pregunta: ¢Se puede predecir cuando un foliculo se hard atrésico? Es decir,
¢Existen en el momento actual marcadores bioquimicos que indiquen cuales foliculos
estan destinados a la atresia?

En la busqueda de estos marcadores se han desarrollado diversos modelos de atresia.
Estudios morfoldgicos y bioquimicos han demostrado que la muerte de las células
germinales y somaticas en el ovario es frecuentemente mediado por apoptosis (Hsueh
et al.,, 1996). La apoptosis de las células del foliculo ovarico estd regulada por varios

factores extraovaricos: hormonas polipeptidicas, factores locales de crecimiento,



citocinas, 6xido nitrico, y esteroides (Hsu y Hsueh, 2000). Muchos de estos factores
son importantes para promover la proliferacion celular y para mantener la viabilidad
celular. En contraste el Factor de necrosis tumoral (TNF)-q, la interleucina-6 y la
GnRH actiian como factores apoptdticos a nivel intraovarico (Quirk et al., 1998). Es
importante mencionar que, estudios in vivo han involucrado a los estrégenos como
hormonas antiapoptoticas en el foliculo ovarico, mientras que los androgenos son
proapoptoticos (Billig et al., 1996).

Ha sido claramente demostrado que la mayoria de los foliculos 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 aun no son suficientemente claros. Es necesario
estudiar el papel de varios factores apoptdticos a nivel intraovarico durante el
desarrollo folicular.

El ovario es un oérgano heterogéneo que presenta una caracteristica muy especial,
contienen foliculos que crecen y degeneran continuamente durante el ciclo estral
(Khandoker ef al., 2001). Por criterios histolégicos se sabe que en la vaca el namero
de foliculos no atrésicos mayores de 5 mm de didmetro es bajo (< 3 foliculos sanos por
ciclo) debido a una alta incidencia de atresia en los foliculos que crecen de 2 mm a 5
mm de didmetro (Higglund et al., 2001).

A pesar de la importancia de la atresia folicular (Kaipia y Hsueh, 1997), los
mecanismos celulares v moleculares de este fendmeno, aiin no estan 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 citologia (en celulas de la granulosa y de la teca) y la concentracidon de
esteroides (progesterona, andrégenos y estrogenos) en el liquido folicular (Carson et
al., 1981). Algunos estudios han sugerido que los cambios degenerativos asociados a la
aparicion de la atresia se inician en las células de la granulosa (CGs) (Kaipia y Hsueh,
1997). La muerte de las CGs provoca la destruccion 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
la atresia folicular en la oveja, la cerda y la vaca ocurre debido a la apoptosis
(Khandoker et al., 2001).

En la altima década numerosos grupos de investigacién han mostrado el papel
esencial de las enzimas proteoliticas, incluyendo colagenasas especificas y sus
inhibidores fisiologicos, en la ruptura folicular y por tanto en el proceso de ovulacion
en los mamiferos (Nagase y Woessner, 1999). Sin embargo, pocos de estos estudios se
han orientado a estudiar la participacion de esas enzimas en el crecimiento, desarrollo
y maduracion normal de los foliculos (Garcia et al., 1997) v mucho menos estudios se
han realizado en la posible participacién de las metaloproteinasas (MMPs) en la
génesis v progreso de la atresia.

Las MMPs se han asociado a varios procesos relacionados con la reproduccion,
incluyendo la activacion de la proacrosina, la reaccion acrosomal y la penetracién de
los espermatozoides al ovocito. La ovulacién requiere de la participacion y el control
de las metaloproteinasas v sus inhibidores (Ohnishi et al., 2001; Curry et al., 2001a;
Endo et al., 2001). La implantacion del embrién parece que involucra la elaboracion
especifica de la gelatinasa B por el embrién (Hirata et al., 2003), asi como la
modulacién de la invasion del Gtero por el blastocisto por la produccion 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 involucion de la
glandula mamaria después de la lactancia (Visse y Nagase, 2003). Del utero en
involucion 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 caracteristica comun a todos estos eventos es que son procesos
regulados por hormonas.

Durante el desarrollo y la maduracion folicular, el armazon de colagena del tejido
circundante debe llevar a cabo una serie compleja de cambios dindmicos que
permitan la organizacion estructural de las complejas capas que constituyen la matriz
extracelular y que deben ser constantemente modificadas durante el crecimiento y

desplazamiento de los foliculos en maduracién. Durante estos eventos también son



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 foliculo crece,
las capas foliculares deben ser remodeladas continuamente, proceso que involucra
una sintesis selectiva de proteinas de la matriz extracelular y una protedlisis
concurrente por proteinasas degradadoras de dicha matriz, secretadas localmente.
Por lo tanto, podemos asegurar que la remodelacion del tejido ovérico, incluyendo
tanto la sintesis como la degradacion de la colagena, lo cual requiere la actividad de
las enzimas conocidas como matriz metaloproteinasas, son indispensables para
asegurar el crecimiento y la maduracién folicular normal.

El ovario es rico en tejido conectivo, incluyendo coldgena, elastina,
glucosaminglucanos, proteoglucanos y glicoproteinas (Espey y Richards, 2002);
aunqgue como en otros tejidos el principal componente de la matriz extracelular
ovarica es la colagena. El crecimiento del foliculo preovulatorio requiere de una
remodelaciéon profunda de la estructura de la colagena de la pared folicular y del
estroma ovérico que lo rodea. Garcia et al., (1997), han hecho hincapié en que ademas
de la colagendlisis observada antes de la ovulacidén, un proceso extenso de
remodelaciéon tisular debe ocurrir durante todas las fases del crecimiento y
maduracion folicular. Este proceso extenso de remodelaciéon tanto del tejido
intrinseco como extrinseco permitira el crecimiento del foliculo, asi como su
acercamiento a la superficie ovarica a través de la cual sera expulsado el ovocito
maduro (Curry y Osteen, 2003).

Las metaloproteinasas son un grupo de enzimas dependientes de zinc, responsables
de la degradacién de los componentes de la matriz extracelular tales como colagenas
intersticiales, coldgena tipo IV de la membrana basal, fibronectina, laminina, varios
proteoglicanos y en todos aquellos procesos que experimentan remodelacion tisular,
ya sea bajo condiciones normales o patologicas (Powell et al., 1999; Vu y Werb, 2000;
Héagglund et al.,, 2001; Shrimpton et al., 2002).

Las colagenasas se secretan como proenzimas que necesitan ser activadas por un
proceso que seguramente involucra a la plasmina y probablemente al activador del

plasminogeno (Murphy et al., 2000; Gilabert-Estelles et al., 2003). Esta activacién se



puede realizar también in vitro por algunos productos quimicos tales como el acetato
de p-amino fenil mercurio (APMA) (Cawston et al., 1981). Ademas, para la expresion
completa de sus actividades hidroliticas, 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 «2-macroglobulina («2M) (Baker et
al., 2002). De hecho, la presencia de inhibidores especificos cuya concentracién se
modifica, aumenta o disminuye, simultineamente al de la actividad enzimatica, nos
indica que una regulaciéon muy precisa de esas enzimas debe ser muy importante en
los procesos en los cuales estan involucradas (Hirata et al., 2003; Nothnick, 2003).
Como consecuencia de esto, es conveniente realizar la determinacién de la actividad
colagenolitica en extractos tisulares después de la eliminacién de estos inhibidores
con agentes reductores del grupo disulfuro, como el ditiotretiol o por su acilacién 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 coldgena de los foliculos de ratas
inmaduras aumenté 3 veces, 35 a 56 horas después del tratamiento con
gonadotrofinas de suero de yegua embarazada (PMSG), pero disminuyd
significativamente hasta un 25% 61 a 66 horas después de la aplicacién de dicha
gonadotropina. A partir de los experimentos de Fukumoto et al., (1981) v de Morales
et al., (1983), se ha mostrado que las metaloproteinasas juegan un papel importante
en los mecanismos de degradacion tisular que preceden a la ruptura folicular.
Recientemente se ha demostrado, que varias proteinasas colagenoliticas capaces de
degradar la matriz de forma especifica estin presentes en el ovario y que sus
actividades son mds altas alrededor de la ovulacion (Driancourt et al., 1999). La
integridad estructural de la pared folicular depende de la presencia de una red de
fibrillas coldgenas 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 ovulacion esté precedida por cambios sintéticos e hidroliticos dentro de

la matriz conectiva de la teca, particularmente en la region apical de los foliculos



(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
expulsion del ovocito maduro. Se ha mostrado también que la presencia de los
inhibidores de la colagenasa es capaz de bloquear la ovulacién casi por completo
(Smith et al., 1996; Inderdeo et al., 1996; Chaffin y Stouffer, 1999).

Aunque muchas proteasas pueden degradar las moléculas de la matriz extracelular,
ahora se sabe que las MMPs son los mediadores fisioldgicos mas importantes en la
degradacion 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 degradacién de la matriz extracelular, b) sus actividades
enzimaticas son mas potentes a valores de pH neutro. ¢) hay varios niveles en los
cuales la expresion y la actividad de las metaloproteinasas son reguladas, dandole al
proceso de la remodelacién de la matriz el estricto control que tiene durante los
procesos normales d) la presencia en el ambiente extracelular de inhibidores
especificos de la accion de las MMPs (Visse y Nagase, 2003).

Las MMPs se han dividido en cuatro grupos por su relacién estructural e incluye: 1.-)
Las colagenasas de mamiferos tipo I (MMp-1,-8, -13) actian sobre la coligena en un
solo sitio, resultando fragmentos que se desnaturalizan formando gelatina no
helicoidal. La gelatina es entonces susceptible a una mayor degradacion por varias
proteinasas incluyendo gelatinasas (Robker et al., 2000). Existen dos miembros de la
subclase de colagenasa intersticial que ataca a las colédgenas fibrilares: la colagenasa
intersticial y la colagenasa de neutrdfilos. Ambas enzimas tienen la capacidad
caracteristica de romper las cadenas alfa del coldgeno tipo I, II y III en un sitio
especifico (Curry y Osteen, 2001b). Aunque estas enzimas hidrolizan otros sustratos
ademas de las colagenas fibrilares, el rompimiento de las coldgenas fibrilares intactas
estd limitado especificamente a estas enzimas. Generalmente se piensa que las
colagenas desnaturalizadas (gelatinas) asi como la coldgena tipo IV de la membrana
basal, son los sustratos especificos de las gelatinasas (Matrisian, 1990; Garcia et al.,
1997). Sin embargo, algunos estudios indican que la coldgena tipo IV nativa es un

sustrato nuy pobre para esas enzimas (Mackay et al., 1990). También se ha propuesto



que la colagena 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 estd ampliamente
distribuida y su actividad frecuentemente se encuentra elevada en tumores malignos.
Las MMP-2 hidrolizan gelatinas, coldgeno I, IV, V, VII y XI, fibronectina, laminina y
elastina y la gelatinasa B (MMP-g) tiene la habilidad de activar la hidrélisis de las
gelatinas, colageno III, IV, V, XIV, elastina vy entactina. Tradicionalmente se ha
considerado a la gelatinasa B de 92 kDa como gelatinasa de los macro6fagos, pero
también se ha descrito que se expresa en células transformadas y derivadas de
tumores, neutréfilos, células epiteliales de la cornea, citotrofoblastos y queratinocitos
(Curry y Osteen, 2001b; Shimokawa et al., 2002).

3.-) El tercer grupo de las metaloproteinasas son las estromelisinas (MMP-3, -7, -10, -
11), asi llamadas debido a la relativamente amplia especificidad del sustrato de dichas
enzimas {McCawley v Matrisan, 2000). Esta familia incluye dos enzimas altamente
homogéneas, las estromelisinas 1 y 2, v una tercera enzima mas pequefia llamada
ahora metrilisina (Hagghlund et al., 1999). Estas enzimas usan como sus sustratos
naturales proteoglicanos y glicoproteinas tales como la fribronectina y la laminina.
4.-) Algunos investigadores han descrito un cuarto grupo que incluye a las MMP-12, -
18 v —19 —26 (Chang y Werb, 2001; Goffin et al., 2003)

En los dltimos anos nuestro grupo de investigacidén (Garcia et al., 1997) estudid en la
cabra la participacién 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
mamiferos que actia sobre el péptido sintético: 4-fenilazobenziloxicarbonil-{Pz)-Pro-
Leu-Gli-Pro-D-Arg (Pz-péptido), el cual originalmente fue disefiado 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 mamiferos, las enzimas en los
tejidos de mamiferos que rompen este sustrato artificial se han denominado Pz-

peptidasas o mas recientemente Timet oligopeptidasas (Tisljar, 1993).



Estas enzimas se han descrito también como “endopeptidasas tisulares degradantes
de sustratos sintéticos de colagenasa” (EC3.4.99.31). Ademas, se ha encontrado que
esta enzima es idéntica a la endopeptidasa (EC 3.4.24.15) (Barret y Tisljar, 1989).
Taimbién 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 proteoliticas llamadas MMP-3
pertenecientes a la familia de las estromelisinas (Jacchien et al., 1998).

La actividad de MMP-3 (Pz-peptidasa) estd asociada con el recambio de los
componentes del tejido conectivo v, en general, se ha encontrado una actividad alta de
Pz-peptidasa en tejidos con una actividad de remodelacion alta tales como los
foliculos dentales en el bovino, en los granulomas de la rata, en el Gtero de la rata en
involucion, y en el cuello uterino de mujeres con embarazo avanzado {(Shrimpton et
al., 2002)

La Pz-peptidasa no tiene efecto sobre la caseina, la albtmina sérica, la gelatina, la
coligena v las cadenas a de la colagena aisladas (Shimokawa et al., 2002). La
actividad de la Pz-peptidasa tiende a elevarse bajo situaciones biologicas en las cuales
la degradaciéon de la coldgena se acelera, lo cual ha llevado a proponer que la Pz-
peptidasa desempenia un papel importante en los estadios finales de la degradacion de
la coladgena (Tisljar, 1993; Gacko y Glowinski, 1998).

Esta metaloproteinasa neutra hidroliza preferentemente a sus sustratos en el extremo
o amino de los amino4cidos hidrofébicos (Shrimpton et al., 2002). Esta enzima no se
inhibe por la « 2 Macroglobulina (Lamont y Jenkinson 1998).

Dentro del sistema nervioso central, la Pz-peptidasa tiene una amplia distribucion,
con altas concentraciones en &reas ricas en neuropéptidos, como en la hipofisis
anterior, el cerebelo y el hipotalamo (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 reproduccion. Se ha demostrado que la

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



Otros péptidos con actividad fisioldgica en la reproduccion son la neurotensina vy la
bradicinina que son degradados en los sitios donde existe el sustrato especifico 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 mayor tamano
(Molineaux v Ayala, 1990).

La Pz-peptidasa muestra actividad contra algunos factores de crecimiento y citocinas
como: el factor de crecimiento epidermal (EGF), el (TNFa), las taquicininas, las

fisaleniinas v la sustancia P (Sternlicht y Werb, 2001).



HIP()TES}S

La actividad de la Pz-peptidasa y de otras MMPs tiende a elevarse bajo situaciones
biologicas fn las cuales la degradacién de la coldgena se acelera. La Pz-peptidasa
desempefial un papel importante en los estadios finales de la degradacion de la
coldagena rdquerida para la remodelacion tisular del tejido perifolicular durante la
maduraciéj del foliculo y la ovulacién. La actividad insuficiente de estas enzimas,
como partg del complejo de proteinas hidroliticas necesarias durante el proceso
ovulatorio normal, formard una parte muy importante en la deteminaciéon del

desarrollo de la atresia folicular.
OBJETIVO) GENERAL

Estudiar 11 participacién de algunas metaloproteinasas entre ellas, colagenasas,
gelatinasas] y demostrar a través de un estudio cinético, asi como de la accién de
inhibidores| especificos, si la actividad de la Pz-peptidasa presente en los foliculos
ovéaricos es{d formada por la Pz-peptidasa A ¢ B, 0 es una enzima caracteristica de los

foliculos.
OBJETIVOS PARTICULARES

- Dempstrar que las metaloproteinasas como las colagenasas, gelatinasas y Pz-
peptidasa son importante en los procesos de maduracion y atresia folicular.
- Carafterizar la actividad de Pz-peptidasa en los diferentes compartimentos

foliculares.




MATERLA

Se obtuvier

LES Y METODOS

bn a lo largo del afio ovarios de cabras y ovejas criollas adultas sacrificadas

en el rastHo de Milpa Alta, D.F. Se utilizaron Unicamente los ovarios gue a la

exploraciorn

mostraron

laboratorial

Metropolitd

de 60 min
veces con
contaminal
estereoscoy
iluminacio
cantidad d
en amortig
0.10 M, ph
segin su
Posteriormn;

(grupo 1),

microscOpica (120x) no presentaron cuerpos lateos (CL) v que no

anormalidades reproductivas aparentes. Los ovarios fueron trasladados al

de Reproduccién Animal Asistida de la Universidad Auténoma
ana—Iztapalapa en NaCl: 0.154 M a 4 °C en un lapso de tiempo no mayor
Antes de iniciar la diseccién de los foliculos, los ovarios se lavaron dos
solucion salina fria (4 °C), para eliminar la mayor cantidad de sangre
nte. La diseccion de los foliculos, se realizé bajo un microscopio
bico (American optical instrument company) equipado con fuente de
n eléctrica, utilizando un aumento de 120x tratando de quitar la mayor
e tejido estromal. Durante todo este proceso las muestras se mantuvieron

uador MOPS-NaCL (acido 3-[N-Morpholino] etan sulfénico) 50 mM-NaCl

[ 7.0 a 4 °C (sobre hielo). Los foliculos antrales se separaron en tres grupos

didmetro mayor: menores de 3 mm, 3 a 6 mm y mayores de 6 mm.

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

atresia inicial (grupo 1I), moderadamente atrésicos (grupo Illa) vy

francamente atrésicos (grupo IIIb), bajo el microscopio estereoscopico antes

mencionad
el grupo I
con atresia
grisicea o
adecuada ¥
En el terc
opaca obe

como a la

r

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

se incluyeron los foliculos normales, en el grupo 1T se incluyen los foliculos

inicial en el cual se incluyen aquellos foliculos que presentaron apariencia
que han perdido su apariencia translicida, pero que todavia presentaron

ascularizacion sanguinea y escasos desprendimientos de la capa granulosa.

er grupo se incluyeron los foliculos claramente atrésicos, cuya apariencia

lece a que la mayor parte de los vasos sanguineos se encuentran vacios, asi

presencia de grandes desprendimientos de la granulosa v de una gran

cantidad de glébulos blanquecinos, "cuerpos atrésicos", dentro de la cavidad folicular.







DETERMI

La activida
1984; 1985
de la gran
siguiente: d
sustrato pre
mM de Dit
incubacion
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una y se acj
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concentraci
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cada uno dg
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La caractée

a) DEPEN
La activida

amortiguad

b) INHIBI
Los inhibid

NACION DE PZ-PEPTIDASA

I de Pz-peptidasa se determiné por el método de Lessley v Garner (1983;
1990), en los sobrenadantes obtenidos del homogeneizado de las células
nlosa v en el liquido folicular. Respetando siempre el procedimento
e manera breve, a 250 pl de la muestra diluida 1:4 se agregd a 1.0 ml de
rincubado 30 minutos a 30 °C que contenia 2.5 mM de Pz-péptido v 0.1
iotreitol en 50 mM Mops y 50 mM NaCl,, todo ajustado a pH 7.4. La
se continud a la misma temperatura por 30 minutos. Durante la
e separaron cinco alicuotas de 0.20 ml con intervalos de 60 minutos cada
dificaron por la adicién de 0.20 ml de H,PO4 200 mM. El producto de la
> extrajo de la solucion acidificada con 2.5 ml de acetato de butilo y su
On se midié por espectrofotometria a 322 nm. La actividad total de Pz-
e calculd por andlisis de regresion lineal de los resultados obtenidos para

los cinco puntos en cada ensayo. La actividad enzimdtica se expresa en ug

hidrolizado por mg de proteina por hora.

rizacion de la Pz-peptidasa se levo a cabo mediante;

DENCIA DEL pH EN LA ACTIVIDAD DE PZ-PEPTIDASA

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

or MOPS-NaCl, (Lessley y Garner, 1983).

DORES ESPECIFICOS DE LA PZ-PEPTIDASA:

ores en varios grados de especificidad son herramientas valiosas en el

estudio de Jas enzimas proteoliticas. Reportes previos indican que Pz-peptidasa es

fuertementg inhibida por agentes metaloquelantes (Barret y Tisljar, 1089).

La caracterjzacion de los tipos de la Pz-peptidasa se llevo a cabo mediante el uso de

inhibidores

especificos como: iodoacetamida 1 mM, MnCl. 1 mM, ortofenantrolina 1



mM, CuCls

0.1 mM, p-hidroximercuribenzoato 0.1 mM y CoCl: 0.1 mM, siguiendo el

método de Barret y Tisljar (1989).

La mezcla de incubacidn tenia Ja misma composicién para la determinacion de Pz-

peptidasa, lh inica, modificacion fue la presencia del inhibidor al momento de colocar

la muestra.

¢) SEPARACION DE PZ-PEPTIDASAAY B

Sellevo ac

1bo usando la fraccidon soluble (FS) del homogeneizado de las células de la

granulosa ¥ del liquido folicular centrifugado, mantenido a una temperatura de 0-4

°C.
La obtencig
Sepahdex (
tueron cola
después de
La fraccion
del liquidd
equilibradg
MOPS) y 3
proteinas

aproximad

n de Pz-peptidasa A vy B se realizd por filtraciéon en gel en una columna de
5-50 (1 em x 10 cm) v fracciones de 0.5 ml eluidas con volumen vacio
ctadas y representan la actividad de Pz-peptidasa A, la fraccion eluida
volumen vacio representd Pz-peptidasa B.
soluble del homogeneizado de las células de la granulosa y el centrifugado
folicular se pasaron a través de una columna de Sephadex G-50
previamente con sal de sodio de 3-(N-morfolino) etansulfénico (Na-
0 mM de NaCl y ajustado a pH 7.4. Todas las fracciones que contenian

or absorbancia fueron colectadas, combinadas y concentradas hasta 1 ml

hmente v almacenadas a —20 °C hasta su determinacion.

DETERM

La determy
folicular. |
metodologf
saco tolicu
refrigerad:

rehomogen

t[NACI(')N DE COLAGENASAS Y METALOPROTEINASAS.

nacion se Hevo a cabo en células de la granulosa, células de l1a teca y liquido

La actividad folicular de las metaloproteinasas se realizd siguiendo la

a propuesta por Weeks et al., (1976). Los homogeneizados obtenidos de los
ar y de las células de la granulosa se centrifugaron a 4 °C en una centrifuga
Beckman a 33 100 x g durante 20 min. Los precipitados fuerun

eizados en 200 pl de amortiguador Tris 50 mM a pH 7.4 conteniendo 100




mM de Ca(i

at colagen

ls v se incubaron a 60 °C durante 4 min para disociar la colagenasa unida

v se recentrifugaron bajo las mismas condiciones mencionadas

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

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

x100. El i
adicion de
Para 1nact
sobrenadan;
liquido toli
después cor
dializaron ¢
anteriormesn
incubacion

horas y redi

DETERMI

La actividag
liquido folig
siguiendo 4
uso el telog
0.26 mCi/nj
de los pozos
colageno tig
colagena a

horas a ten

q

J

cada pozo
pozo la sigu
mM, CaCla

1

condicioned.

E
)

ido tolicular fue también calentado a 60 °C durante 4 min después de la

aCl, a una concentracion final de 100 mM y dializados bajo las mismas

var las metaloproteinasas y activar las colagenasas foliculares los

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

ular se trataron con ditiotreitol (DTT) 2 mM a 37 °C durante 30 min y

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

lurante toda la noche contra una solucién de T-B bajo las condiciones

ite descritas. Las muestras tratadas y dializadas fueron activadas por
en presencia de acetato aminofenilmercurio (AMPA) 1 mM durante 4

alizadas durante toda la noche contra la solucion T-B (Matrisian, 1992).
NACION DE COLAGENASA INTERSTICIAL.

colagenolitica se determind en células de la granulosa, células de la tecay
ular, por la liberacién enzimatica de fragmentos de colagena marcada 3H,
metodologia descrita por Johnson-Wint y