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CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE LA MADURACION y LA 

ATRESIA FOLICULAR EN LA OVEJA 

Ana Maria Rosales Torres 

Universidad Autónoma Metropolitana, 1999 

RESUMEN 

Se cuantifico la participación diferencial de la apoptosis y la necrosis en follculos 

anOtrales de dos tamanos diferentes y cuatro grados de atresia. La atresia se calificó 

por métodos macroscópicos, histológicos y por cuantificación de esteroides. El 

estudio bivariado por citometrla de flujo con Anexina V-FITe e IP (Ioduro de 

Propidio), fue usado para detectar células vivas , (Anexina V negativas/IP negativas) , 

células con apoptosis temprana (Anexina V positiva/IP negativo) , y células necróticas 

o con apoptosis tardia (IP positivas). Además, nosotros utilizamos la electroforesis en 

gel para estimar cuantitativamente la fragmentación internucleosomal del DNA en la 

apoptosis. La muerte celular necrótica , se midió por la presencia y distribución de 

enzimas lisosomales (fosfatasa acida y p-glucosaminidasa) en líquido folicular, y 

células de la granulosa. Además se calculó la población de células hipodiploides para 

cada tamano y grado de atresia , también por citometria de flujo .. Los resultados de 

citometría de flujo y de la electroforesjs en gel correlacionaron positivamente con la 

OOprogresión de la atresia, en los folículos pequenos atrésicos, hubo una mayor 

presencia de fragmentación internucleosomal de su ONA que en los foll culos > de 6 

mm. El estudio bivariado de Anexina V e IP, también indicó que la apoptosis y la 

necrosis , se incrementaron conforme avanzó la atresia, generalmente la apoptosis 

tuvo ventaja sobre la necrosis en los folículos pequeños. La fosfatasa ácida y la 

glucosaminidasa del líquido de los follculos de 3-6 mm, no tuvieron modificaciones 

significativas entre los follculos sanos y con atresia inicial y solo un pequeño aunque 



significativo incremento, se observó en la actividad que mostraron estas enzimas en 

los folículos con atresia avanzada. Por el contrario, la actividad de las enzimas 

lisosomales en los folículos >6 mm, mostraron una correlación positiva entre el grado 

de atresia y las actividades de fosfatasa ácida y gluocosaminidasa en el liquido 

folicular. Este mismo comportamiento diferente con respecto al tamano del foliculo, 

se encontró en la actividad enzimática libre y unida a la membrana en las células de 

la granulosa. Durante todos los estadios de maduración folicular, estuvieron 

presentes la necrosis y la apoptosis, aunque principalmente la apoptosis, lo cual 

indica que el crecimiento y la maduración folicular involucra una continua renovación 

de las células de la granulosa, regulada por la apoptosis. Mecanismos reguladores 

de este equilibrio pueden participar en el destino final entre la ovulación o la atresia 

folicular. 



BIOCHEMICAL CHARACTERIZATION OF THE FOLLlCULAR 

MATURATION ANO ATRESIA IN THE EWE. 

Abstraet 

Ana Maria Rosales Torres 

Universidad Autónoma Metropolitana, 1999 

The differential quantitative partieipation 01 apoptosis and necrosis in ewe antral 

lollicles 01 two different sizes, separated in lour stages 01 atresia using maeroseopie, 

histologie and esteroid quantilication methods was assessed. Annexin V binding and 

propidium iodide (PI) uptake was used lo detec\ healthy tive eells (Annexin V 

positive/PI negative), early apoplotie eells (Annexin V+/PI-) and neerotie or lale 

apoptotie cells (PI+). Addilionally we used internueleosomal DNA Iragmenlalion as a 

quanlilalive estimale 01 apoplosis. Presence and distribution 01 Iysosomal enzymes in 

lollieular Iluid and granulosa cells were used as a measure 01 necrotie eell dealh. Our 

resulls indicale that apoplosis predominale over necrosis in small atrelie lollicles. On 

Ihe contrary, necrosis may be as importa ni, or more importanl than apoplosis during 

alresia 01 large and pre-ovulatory lolheles. Our results support the hypolhesis that 

granulosa cell death, apoptosis and necrosis during lollieular alresia, are 

simultaneously initiated by perturbalions 01 the miloehondrial Iransmembrane 

potential. Speeifie synthesis 01 some Iysosomal hydrolylic enzymes may be involved 

during the degradation 01 inlraeellular slructures that aceompany Ihe inilial phases 01 



apoptosis. The presence 01 dying cells at all stages 01 lollicular maturation indicates 

that growth and maturation 01 ovarian lollicles involves a continuous renewal 01 

granulosa cells, regulated by apoptosis. Mechanisms regulating this equilibrium may 

participate in the final destiny, whether ovulation or atresia 01 ovarian lollicles. We 

cOonclude that combination 01 the proposed methods constitute a belter way to 

analyze cell death mechanisms, not only in lollicles 01 different sizes and during the 

different stages 01 lollicular atresia, but in many other cellular models . 
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1.INTRODUCCION 

Atresia Folicular 

En la mayoría de las hembras de los mamlferos la dotación reproductiva está 

constituida por una cantidad determinada de ovocitos, específica de cada especie. 

Esto se debe a que todas las células germinales primarias, u ovogonias, han iniciado 

el proceso de meiosis sin dejar una poza de reserva que permita la producción 

posterior de nuevos ovocitos. Los ovocitos, rodeados ya por una capa de células, 

constituyen inicialmente una poza de follculos primordiales en reposo. Por un 

proceso de selección, cuyo mecanismo no está perfectamente dilucidado todavía, 

algunos de estos folículos abandonan periódicamente la fase de reposo para formar 

parte de la población de folículos en crecimiento, cuyo desarrollo los llevará, 

inevitablemente, a la ovulación o a la atresia. Se sabe que en las hembras por cada 

ovadta que madura y es ovulado muchos más inician su desarrollo pero sufren un 

proceso de degeneración que les impide llegar a los estadios finales de la 

maduración y finalmente a la ovulación , por tal motivo cualquier ovario normal 

contiene numerosos ovocitos en degeneración dentro de folículos que no pudieron 

alcanzar su desarrollo total. Este proceso de degeneración que sufre la mayorla de 

los folículos ováricos se ccnoce como atresia (Ingram , 1962). 

La atresia representa uno de los fenómeno más importantes de la biología 

reproductiva de las hembras (Hurwitz et al. , 1992). El término atresía es de origen 

griego, literalmente significa la clausura u obliteración de un orificio O ccnducto del 

cuerpo (a=no, tresos= perforación). La atresia folicular es un fenómeno universal que 

se presenta no solo en los mamlferos, sino, por lo menos en todos los vertebrados 

(Ryan y Lee., 1976; Saidapur, 1978). Sin embargo, mientras que en los mamlferos 

los cambios morfológicos que acompañan a la atresia son sólo perceptibles en las 

escalas celular y subcelular, en los vertebrados inferiores el desarrollo de atresia es 

mucho más perceptible, pues los folículos son obliterados y degenerados por 

numerosas células de la granulosa que muestran una actividad fagocítica masiva 

(Saidapur, 1978). 



El ovario de la mujer, al momento del nacimiento, contiene aproximadamente 

2 millones de ovocitos , este numero va disminuyendo, de manera que al llegar a la 

pubertad sólo, están presentes un promedio de 400,000 foil culos de los cuales 

alrededor de 400 serán ovulados normalmente durante la vida reproductiva de la 

mujer. Al llegar la menopausia , ya no hay foliculos en el ovario. Esta sorprendente 

frecuencia del fenómeno de atresia (99.9% de los foliculos con que cuenta una mujer 

al llegar a la pubertad sufren degeneración atrésiea y unicamente uno de cada 500 

de los foliculos presentes en el momento del nacimiento serán ovulados) hace a este 

proceso parte integral de la función ovárica normal (Rotello et al. , 1989). 

En otras especies de mamiferos, también la gran mayoria de los foliculos 

ováricos, entre el 70 y el 99.9% son eliminados sin que lleguen a la ovulación (Ryan 

y Lee, 1976). 

La atresia se presenta en las hembras desde la vida prenatal. Aunque la 

atresia puede ocurrir en cualquier etapa del desarrollo folicular es más frecuente en 

los foliculos antrales (Hirshfiel, 1991). Basándose en las anormalidades de tinción de 

la zona pe lucida de los ovocitos foliculares del ovario de la cerda , Centola en 1982 

estimó que el 56% de los foliculo preantrales eran ya atrésicos. Esto puede 

compararse con los datos de este mismo investigador, utilizando este mismo método 

en los que se señala que el 73% y el 84% de los folículos antrales de tamaños 

mediano (3 a 5 mm) y grande (6 a 12 mm) respectivamente son atrésicos. En los 

humanos la atresia comienza alrededor del sexto mes de la vida fetal (Peters et al. , 

1975) y continua ininterrumpidamente durante toda la vida reproductiva , dando lugar 

a una pérdida progresiva de células germinales. 

El funcionamiento de los ovarios, desde el punto de vista del desarrollo 

folicular, es caracterizado por el continuo crecimiento y degeneración de los folículos. 

Solo unos pocos de los folículos que se desarrollan son seleccionados para ovular 

(Rosales y Rosado 1989; Hirshfiel, 1991) por lo que pareceria posible llegar a la 

conclusión de que el destino normal de los folículos ova ricos no es la ovulación, sino 

la atresia (Murdoch , 1992). Por ejemplo, en especies como la oveja que ovulan uno o 
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dos folículos por cieto, es posible observar sobre la superficie del ovario numerosos 

foliculos terciarios cuyo destino será la atresia (Fortune et al., 1991). De hecho hay 

algunas coincidencias que han hecho suponer que, por lo menos en foliculos 

preovulatorios, la ovulación y la atresia siguen un patrón de desarrollo similar aunque 

con finales divergentes. Por ejemplo, el índice picnótico es un criterio frecuentemente 

usado para definir la atresia inicial, sin embargo, la picnosis es un fenómeno 

reportado con frecuencia en foliculos preovulatorios sanos (Koering et al. , 1982). 

También es conveniente mencionar que algunos cambios degenerativos que afectan 

a las células de la granulosa pueden observarse tanto en los foliculos que terminarán 

en la atresia, como en aquellos que serán ovulados normalmente (Murdoch , 1992). 

En condiciones naturales, la atresia , es un proceso paulatino e irreversible. 

Las alteraciones morfológicas del foliculo dependen del grado de atresia alcanzado. 

Desde el punto de vista histológico se han propuesto varias maneras de clasificar la 

atresia folicular; de ellas, la mas utilizada en la actualidad es la de Carson et al. , 

(1979), que es una modificación a la propuesta por Byskov (1974): 

Atresia 1: Se refiere a los foliculos no atrésicos, que presentan una capa 

granulosa íntegra y uniforme. Sus tecas son perfectamente evidentes y están en 

contacto con la granulosa. La membrana basal está intacta. No hay células con 

núcleo picnótico en la granulosa , o bien son muy escasas « 5% al examinar un corte 

sagital hecho por los diámetros mayores del foliculo). 

Atresia 11: Se encuentran algunas áreas discontinuas en la granulosa , 

provocadas por el desprendimiento de algunas células y presentan un porcentaje 

importante (de 5 a 20%) de células con núcleo picnótico o fragmentado localizadas 

generalmente adyacentes a la cavidad antral. La membrana basal se conserva 

intacta. 

Atresia 111 : Las perforaciones de la capa granulosa están asociadas con 

extensas áreas de picnosis de los núcleos de las células de esta capa . se observa un 

aumento en el número de leucocitos extravasados, lo cual se correlaciona con el 

rompimiento de la membrana basal. En esta etapa es posible demostrar la presencia 
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de linfocitos T citotóxicos en la pared folicular (Bukovsky et al., 1984). 

Frecuentemente se observa hipertrofia de la teca (Guraya y Greenwald , 1964). Al 

observar la capa granulosa con el microscopio electrónico es clara la disminución o 

desaparición de las uniones fuertes y de las uniones comunicantes (gap junctions) , lo 

cual aumenta la distancia intercelular y, probablemente, provoca la descamación de 

las células a la cavidad folicular. 

Atresia IV: En este momento se presenta una perforación ex1endida de la 

granulosa , además de una separación parcial de la teca interna . Los núcleos 

picnóticos son evidentes en ambas capas, a pesar de que el número total de células 

con núcleo picnótio es menor que en el estadio anterior, probablemente a causa de 

que las células degeneradas han sido fagocitadas por macrófagos. El ovocito 

empieza a separarse de la pared folicular. 

Atresia V: Los fragmentos residuales de la granulosa están totalmente 

separados de la teca. Los capilares teca les y el ovocito han desaparecido. El foliculo 

se encuentra encogido y puede haber colapso total de las paredes, aparentemente 

debido a la contracción de tejido muscular liso que ha sido descrito en la teca (Mota y 

Familiari, 1981). 

Estos mismos autores (Carson et al., 1979; Byskov, 1974) encontraron que la 

atresia es dependiente del diámetro folicular; el 79% de los folículos con diámetro 

menor a 1 mm fueron no atrésicos (atresia I y/o II), mientras que el 93% de los 

folicu los mayores de 6mm fueron atrésicos (atrésia 111 , IV Y V). 

Asimismo confirman el hecho de que las células de la granulosa pierden la 

capacidad de unir gonadotrofinas conforme avanza la atresia. 

En trabajos recientes que comparan observaciones al microscopio óptico con 

aquellas hechas en microscopio electrónico, se encontró que el único signo de 

atresia temprana fue la presencia de núcleos picnóticos y fragmentados en las 

células de la granulosa. En algunos casos , uno de los signos de atresia temprana fue 

la retracción del ovocito (Byskov, 1979). Los estudios de folículos con atresia 
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avanzada realizados con microscopio electrónico revelaron alteraciones 

citoplasmáticas fácilmente observables que variáron de acuerdo con el grado de 

atresia, yendo desde la vacuolización y el aumento en el tamaño de las mitocondrias, 

hasta danos importantes en otros orgánelos. Los ovocitos en los folículos que se 

encuentran en proceso de atresia presentan una importante vacuolización y 

disminución de las microvellosidades, los organelos se observan severamente 

distorsionados y la zona pelúcida , además de presentar una importante 

condensación, se encuentra retraida hacia la placa de células de la granulosa 

(Gondos, 1982). 

Mientras que en el folículo normal las células de la granulosa son esféricas y 

presentan númerosas microvellosidades, en la atresia temprana se observa que las 

células de la granulosa se aplanan y pierden las evaginaciones citoplasmáticas. Si se 

piensa que estas proyecciones se correlacionan con la presencia de receptores para 

la LH en las células de la granulosa, es fácil relacionar la pérdida de 

microvellosidades, observada durante el principio de la atresia, con la pérdida de 

receptores para esta hormona (Pelusa et al. , 1977). 

Existe una propuesta para clasificar a los folículos por su estado de atresia 

basándose únicamente en su apariencia morfológica gruesa (observación simple, o 

ayudada por una lupa), lo cual permite clasificarlos para su estudio sin alterar 

ninguna de sus propiedades biológicas básicamente apoyada en tres aspectos: 

vascularización de la teca interna, integridad de la capa granulosa y translucidez del 

folículo. Este método ha sido desarrollado por Hay et al. , (1976) y Moor et al. , (1978) 

en la oveja, por Meinecke et al. , (1982) en la cerda , por Henderson et al. , (1984) en 

la vaca y por Rosales et al., (1990) en la cabra y en la oveja (Rosales et al., En 

prensa). En estos trabajos se ha demostrado que la clasificación morfológica que se 

indica a continuación puede correlacionarse satisfactoriamente con la clasificación 

histológica. 

1 



En el grupo número 1, se incluyen los foliculos con apariencia translúcida , 

buena vascularización y capa granulosa regular. Este grupo se refiere a los folículos 

normales no atrésicos. 

En el grupo 2 se incluyen los foli culos que presentan apariencia grisácea o 

que han perdido su apariencia traslúcida , pero que todavía presentan circulación 

sanguínea y escasos desprendimientos de la capa granulosa. Este grupo fue 

considerado "intermedio" y dificil de clasificar. 

Finalmente un tercer grupo, en el cual se incluyen los foliculos claramente 

atrésicos, cuya apariencia opaca obedece a que la mayor parte de los vasos 

sanguíneos se encuentran vacios, así como a la presencia de grandes 

desprendimientos de la granulosa y de una gran cantidad de glóbulos blanquecinos 

"cuerpos alrésicos", dentro de la cavidad folicular. Este último grupo fue 

posteriormente dividido en dos subgrupos 3a y 3b, que incluyen a los foliculos 

moderadamente atrésicos y severamente atrésicos. 

MECANISMOS QUE PARTICIPAN EN EL DESARROLLO DE LA ATRESIA, 

Hasta el momento no se conocen con precisión las causas que desencadenan 

o determinan la atresia folicular. Sin embargo, su universalidad permite suponer que 

es un proceso indispensable para la sobrevivencia de las especies, sujeto a una 

cuidadosa regulación , puesto que nunca interfiere con la reproducción normal y tal 

vez, indispensable para que se realice normalmente la maduración de los ovocitos 

que deberán ser ovulados (Guthrie, et al, 1995; Hsueh et al. , 1994; Joliy et al. , 1997) 

A pesar de la atención dedicada a esle tema por diversos investigadores, no ha sido 

posible encontrar ningún marcador bioquímico o endocrinológico que permita 

predecir, con certeza , cuáles folículos terminarán atrésicos. 

Desde el punlo de vista morfológico, es dificil determinar cuando se inicia el 

proceso de atresia. Byskov (1974), tratando de obtener datos cuantitativos que 

permitieran determinar el principio de la atresia, estableció que la presencia de 5% o 

más de núcleos picnóticos en las células de la granulosa, encontradas al observar un 
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corte sagital en la zona de mayor dimensión del folículo, debe ser considerado como 

un signo definitivo de la presencia de atresia temprana . Los estudios de BraiUy et aL , 

(1981) han demostrado que los follculos humanos no ovulatorios con índices 

picn6ticos menores al 3%, e índices mit6ticos mayores al 11 .5% son folículos 

normales; pueden considerarse atrésicos aquellos folículos con indices picnóticos 

mayores al 5% e índices mitóticos menores que lo normal. 

Aunque no son claras las razones fundamentales que llevan a la muerte 

masiva de las células somáticas y germinales que constituyen los folicu los ováricos, 

posiblemente este proceso de eliminación represente una ventaja evolutiva, de 

manera que se seleccionen para la ovulación, s610 los ovocitos que puedan asegurar 

que la fertilización terminará con la producción de un nuevo ser capaz de mantener el 

desarrollo de la especie. De manera general podría afirmarse que, a través de 

mecanismos completamente diferentes pero que requieren el aparente desperdicio 

de la gran mayoría de las gametas producidas, el proceso evolutivo funciona, tanto 

en el macho como en la hembra, para seleccionar sólo aquellas gametas que 

aseguren de la mejor manera posible, la supervivencia de la especie. 

El mecanismo de selección del los folículos durante el ciclo estral normal, 

depende de su exposición a la hormona follculo estimulante (FSH), lo cual debe 

acontecer durante un estadio crítico del desarrollo. Folículos que reciben un aporte 

insuficiente de FSH durante el período crítico son destinados a la degeneración 

atrlisica . El hecho que los folículos atrésicos en estadios avanzados del desarrollo 

posean una actividad esteroidogénica sustancial , permite suponer que el proceso de 

atresia pueda servir, además, como un mecanismo de eliminación endócrino 

intraovárico (Hsueh et al. , 1994). 

Varios procesos anatomo-fisiológicos estan asociadas con la atresia folicular, 

entre ellos se encuentra : desprendimiento y degeneración de las células de la 

granulosa (Hay et al. , 1976), presencia de células con núcleos picnóticos en la 

granulosa (Hay el al. , 1976), fragmentación de la lámina basal (Bagavandoss et al. , 

1983), reducción en la síntesis de DNA (Greenwald , 1989), disminución de la síntesis 
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de estrógenos (Carson et al. , 1979), disminución de la capacidad de fijación de 

gonadotrofina (De Felici et al. , 1993). Recientemente se ha reportado que las células 

de la granulosa y de la teca, colectadas de foliculos atrésieas, presentan 

fragmentación internucleosomal del DNA, caracteristico de células que sufren 

apoptosis. La atresia también ha sido asociada con una falla en la producción o 

activación de las enzimas que participan en la remodelación tisular del tejido ovárico 

(Garcia et al., 1997). 

De acuerdo a lo mencionado anteriormente, seria necesario establecer 

algunos conocimientos fundamentales sobre el desarrollo folicular para poder 

comprender mejor los mecanismos que participan en la atresia una vez que la 

maduración folicular ha rebasado las fases de follculos primordiales. 

Según la clasificación que en principio fue propuesta para el ratón (Otsuka et 

al. , 1984) y más tarde adoptada para el humano y otras especies (Gougeon, 1986), 

se pueden distinguir 4 tipos de foliculos (Fig . 1): 

1) Foliculos primordiales, que son foli culos pequeMs que consisten de un 

ovocito pequeño, pocas células de la granulosa flotantes y capa basamental. Los 

foliculos primordiales se encuentran generalmente en la corteza externa del 

ovario y representan la llamada poza de foliculos de reserva. En la mayoria de las 

especies domésticas la mayor fuente de este tipo de foliculos es el epitelio 

superficial del ovario (Gosden, 1987); es aqul también donde se produce la mayor 

pérdida de este tipo de follculos (Woessner et al. , 1989). La iniciación del 

crecimiento folicular, incluye el crecimiento del ovocito, asi como la mitosis de las 

células de la pregranulosa y su conversión a células cubo ida les. Se refieren con 

el nombre de foliculos primarios, a aquellos follculos en donde el ovocito se halla 

ya completamente rodeado de una sola hilera de células granulosas cuboidales. 

2) Por una serie de divisiones mitóticas de las células de la granulosa, los 

folículos primarios unilaminares, son convertidos en falieulas multilaminares a los 

que se les da el nombre de foliculos preantrales, secundarios , medianos o 

folículos en crecimiento. En estos folículos el ovacita comienza a crecer, se forma 
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la zona pelúcida, las células de la granulosa proliferan formando dos o tres capas 

que rodean al ovocito y las células del estroma ovárico se organizan y forman las 

células de la teca. Se inicia la formación del antro y la acumulación del liquido 

folicular. 

3) Los folículos antrales , consisten de ovocitos bien desarrollados, con 

varias capas de células de la granulosa, un antro lleno de líquido, una capa basal 

que delimita la granulosa de la teca interna y capas tecales bien diferenciadas. 

4) Los folículos preovulatorios, también llamados folículos de Graaf, 

adquieren su máximo diámetro y responden a los picos preovulatorios de 

gonadotrofinas. 

En cada una de estas cuatro etapas del desarrollo folicu lar puede ocurrir el 

proceso degenerativo de la atresia . En los folículos preantrales es poco claro el 

mecanismo por el cual estos se vuelven atrésicos, sin embargo en varias especies se 

conoce que el porcentaje de folículos atrésicos se incrementa en la medida que 

aumenta el tamaño de los folículos, de manera que cuando los folículos llegan a ser 

antrales, una alta proporción de ellos son atrésicos. En la rata , el 70% de los folículos 

antrales son atrésicos; en el ratón el 50% (Jones, 1956); en la coneja , 60% (Petruss, 

1978), en el humano entre el 50 y el 75% (Magnusson et al. , 1983), en la cerda el 

73% de los folículos medianos (3-5 mm) y el 84% de los grandes (6-12 mm) son 

atrésicos (Centola, 1982). 

En los mamíferos hayal menos seis olas de degeneración que ocasionan la 

pérdida masiva de células germinales durante el desarrollos folicular (ver Fig. 1). Las 

primeras tres de estas etapas u olas, ocurren antes de la formación del folículo, asl 

que comprende básicamente la degeneración de células germinales, mientras que 

las otras tres etapas, se presentan en las distintas fases del desarrollo folicular. 

1.- Degeneración de células germinales primordiales. Hacia la tercera 

semana de gestación, en el embrión humano, las células germinales primordiales se 

encuentran en el epitelio del saco vitelina, cerca de la alantoides. Para el mes de 
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Figura 1.- Reducción o pérdida de células germinales y atresia folicular 
durante el desarrollo ovárico. En el ovario fetal gran número de células germinales 
primordiales y ovogonias sufren degeneración (estadios 1 y 2) . De la misma manera 
los ovocitos primarios que no se rodean de células foliculares, degeneran (estadio 3) . 
Foliculos en todos los estadios del desarrollo (preantrales A y B; antrales C; 
ovulatorios D) pueden sufrir atresia, sin embargo la mayorla de la atresia ocurre en 
los últimos estadios de desarrollo folicular (B y C) (Hsueh et al. , 1994). 
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edad, estas células se han movido hacia la cresta genital, cerca del riñón. El 

desplazamiento de las célula germinales parece estar dado por movimientos 

celulares activos asociados con la emisión de pseudópodos que propician 

movimientos amibo ideos o por un movimiento de tipo laminar inducido por las células 

del intestino sobre las cuales se deslizan (Donovan et al. , 1986), o bien por 

interacciones de las células germinales primordiales con fibronectina (Alvarez et al. , 

1986), un componente de la matriz extracelular. Algunos autores sugieren que las 

células somáticas de la cresta genital poseen o emiten señales que atraen a las 

células germinales, estas señales pueden estar mediadas por agentes quimiotacticos 

esteroidales; también se ha propuesto que el factor de crecimiento transformante 

(TGF-P) producido por la gónada primordial participa en la atracción quimiotáctica de 

las células germinales primordiales (Godin y Wylie et al. , 1991). Durante su 

mi9ración, las células germinales primordiales presentan una gran actividad mitótica, 

por lo que su número aumenta dramáticamente. La gran actividad de división celular 

culmina con la conversión de estas células en ovogonias. Se ha demostrado que 

varios factores de crecimiento regulan la proliferación de las células germinales 

primordiales en los roedores. Así mismo, factores que elevan el nivel intracelular de 

AMPcicl ico, también estimulan la proliferación de estas células (De Felici, 1993). La 

falta de estos factores produce apoptosis en las células germinales en cultivo. 

2.- Reducción de ovogonias. Las células germinales primordiales que 

colonizan el ovario en desarrollo se organizan en cordones o racimos y se convierten 

en ovogonias. Las ovogonias conservan una frecuencia elevada de mitosis 

(Wasarman y Albertin , 1994), pero en este caso la proliferación de las ovogonias se 

acompaña de una degeneración masiva, que afecta tanto a las células en interfase, 

como durante la mitosis (Beaumont y Mandal, 1962). Después que las células 

germinales colonizan la región urogenital, se inicia un proceso de proliferación y 

reorganización de las células somáticas mesenquimatosas y del epitelio celómico 

que origina: a) el tejido estromal que contiene a las células germinales primordiales 
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rodeadas por células derivadas de la rete ovari, precursoras de las células de la 

granulosa, de origen mesonéfrico y b) el tejido estromal que dará origen al tejido 

conectivo vascular e intersticial estero idogénico (células de la teca interna) (Roy y 

Grewald , 1990). 

3.- Degeneración de ovocitos. El cese de la mitosis en las ovogonias es 

acompañada por la transformación de la ovogonia en ovocito, en el cual comienza la 

meiosis. El proceso de la meiosis es iniciado en la mayoría de los mamíferos, 

durante la vida prenatal o poco después del nacimiento. El ovocito alcanza el estado 

de diploteno de la profase 1, justo antes o inmediatamente después del nacimiento. 

Antes de completar el proceso meiótico, reaparecen la membrana nuclear y el 

nucléolo, el proceso se detiene y la célula entra en una profase 11 prolongada, 

conocida como dictioteno. El ovocito con un núcleo prominente, referido como 

vesícula germinal y en estado de diploteno difuso, permanece durante toda la 

infancia hasta alcanzar la pubertad . 

Inmediatamente después de que se forma el ovocito es rodeado por una capa 

de células epiteliales aplanadas, lo que da lugar a la formación del folículo primordial. 

Justo antes que las células germinales alcancen el estado de foliculo y coincidiendo 

con la entrada de las ovogonias a la meiosis, las células germinales sufren una 

reducción masiva (Beaumont y Mandal, 1962). Esta reducción también parece estar 

determinada por la capacidad del ovocito para rodearse de células pregranulosas, ya 

que en ratas se ha observado, que entre los dia 1 a 3 después del nacimiento, la 

mayoría de los ovocitos son rodeados por células foliculares para formar los folículos 

primordiales, y sin embargo aquellos que permanecen desnudos, usualmente 

degeneran (Ogasawara et al., 1993). 

4,- Estados degenerativos después de la formación del folículo, Los 

cambios degenerativos de la atresia, han sido más estudiados en esta etapa del 

desarrollo folicular. En los estadios tempranos del desarrollo folicular, los ovocitos 

permanecen juntos, formando nidos sin una clara membrana que los separe. 

Posteriormente la foliculogénesis inicia la transformación de los nidos de ovocitos, en 
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ovocitos individua:es, cada uno rodeado de pocas células granulosas, y la formación 

de la capa basamental que rodea a cada ovocito. La capa simple de células 

pregranulosas, descansa sobre esta lámina basal o basamental, que está compuesta 

de un material amorfo. Las células granulosas se encuentran no solo en contacto, 

sino que sus membranas están intimamente unidas en numerosos puntos a través 

de uniones fuertes. Durante los estadios tempranos del desarrollo folicular, el 

contacto entre las células de la granulosa se caracteriza por la adquisición de 

uniones membranales, que incluyen desmosomas cortos, adherencias zonales y 

uniones comunicante (Minn et al. , 1996). Conforme el foliculo crece, hay cambios en 

la naturaleza del contacto célula-célula , las adherencias zonales y los desmosomas 

se van perdiendo y las uniones comunicantes aumentan en número y tamat"lo. Las 

uniones comunicantes son agregados de canales transmembranales que poseen un 

polo hidrofilico. A través de estos canales más del 85% de los nutrientes del 

citoplasma de una célula pasan a la otra, y de las células del cumulus al ovocrto. 

Estas interacciones metabólicas constituyen el fenómeno conocido como 

acoplamiento metabólico (White, 1993). 

Observaciones al microscopia electrónico han revelado que las células de los 

folículos antrales atresícos presentan alteraciones citoplásmicas que varían de 

acuerdo al grado de atresia y que van desde la vacuolización y el aumento del 

tamaño o dilatación de las mitocondrias y otros organelos, hasta dat"los más severos. 

Los núcleos de las células de la granulosa muestran con frecuencia una marcada 

condensación nuclear (picn6sis) (Gondos, 1982). Cuando las células de la granulosa 

se desprenden y flotan en el espacio antral , adquieren fomnas irregulares y pierden 

sus evaginaciones citoplásmicas, mientras que las células normales son esféricas y 

tienen numerosas proyecciones citoplásmicas irregulares. Estas proyecciones 

citoplásmicas, se correlacionan normalmente con la presencia de receptores a LH 

(Ruiz, 1988), de modo que la pérdida de estas vellosidades, seguramente tiene que 

ver con la menor capacidad que los folículos atrésicos tienen para unir 

gonadotrofinas (Pedersen y Peters, 1968). 
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En las células de la teca los cambios durante la atresia son especificas de 

especie. Mientras que en el humano, la rata y el conejo, estas células sufren 

extensiva hipertrofia (Erickson et al. , 1985), la teca en el hámster no presenta 

cambios morfológicos importantes (Hubbard y Greenwald, 1985). Se cree que en las 

especies donde ocurre hipertrofia en las células de la teca, éstas pueden formar 

células intersticiales secundarias del estroma, esteroidogenicamente activas 

(Erickson et al. , 1985). 

En los ovinos, las células de la teca de foliculos atrésicos, sufren 

condensación nuclear y degeneración celular, como la que sufre las células de la 

granulosa , aunque este proceso parece estar restringido a los estadios mas 

avanzados de la atresia. 

Los cambios más sobresalientes durante la atresia en los ovocitos, también 

varían con la especie, en el humano y la rata (Erickson et al., 1985), el ovocito sufre 

ruptura de la vesícula germinal, la apariencia de estos ovocitos es normal o igual a la 

de ovocitos que están reiniciando la meiosis, sin embargo los ovocitos de folículos 

sanos presentan una elevación importante en el consumo de oxigeno cuando éstos 

reinician la meiosis, mientras que la ruptura de la vesícula germinal de los evadtos 

de folículos atrésicos, no se acompaña de este fenómeno (Locksin et al., 1991). En la 

oveja (Meinecke et al. , 1982) y en la rata (Trump et al. , 1967), los ovocitos colectados 

de folículos atrésicos tienen la misma capacidad que los procedentes de folículos 

sanos para fertilizarse in vitro y desarrollar embriones, lo cual quiere decir que en 

estas especies no se producen daños importantes en el ovocito durante la atresia. 

Una característica común en varias especies de mamlferos, es que en la 

atresia de folículos grandes, los ovocitos, presentan cambios parecidos a los de la 

meiosis, a los que se les ha llamado "pseudomaduraci6n o pseudodivisión". Esto 

incluye la ruptura de la vesícula germinal, alineación de los cromosomas en metafase 

y posiblemente hasta la expulsión de un cuerpo polar (Erickson, 1986). 

Además de los cambios morfológicos e histológicos, han sido identificadas 

muchas modificaciones en los procesos bioquímicos durante la atresia folicular 
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(cuadro 1). Entre ellas se incluye, la reducción en la sintesis de ONA por las células 

de la granulosa (Greenwald , 1989), la supresión del acoplamiento metabólico por la 

pérdida de las uniones comunicantes (Wiensen et aL , 1993), una disminución en la 

capacidad de fijación de gonadotrofinas (Carson et al., 1979), asi como la 

disminución en la slntesis y expresión de los RNAm correspondientes a las 

aromatasas y a los receptores para gonadotrofinas (Tilly et al., 1992). 

También se ha encontrado que durante la atresia folicular se incrementa la 

expresión de varios genes, entre ellos el de las proteinas que unen al Factor de 

Crecimiento Insulinoide (IGFBPs) (Murdoch , 1992), el de la glicoproteina-2-sulfatada, 

también conocida como TRPM-2 (Kaynard et al., 1992), el de una aspartil 

endopeptidasa lisosomal, la catepsina-O, y el del receptor para la angiotensina 11 

(Oaud et al., 1989). 

A nivel enzimático, además de las modificaciones en la presencia y actividad 

de las aromatasas, se ha demostrado la participación de enzimas lisosomales (Quirk 

et al. , 1995) y enzimas con actividad proteolitica y antiproteolitica en el desarrollo de 

la atresia (Rosado y Rosales, 1991), asi como la de aquellas enzimas involucradas 

en la remodelación tisular, como colagenasas, gelatinasas, Pz-peptidasas (Garcia et 

al. , 1997) y del activador del plasminógeno (Meinecke et al. , 1982). 

TEORIAS SOBRE LA ATRESIA. 

Por lo menos tres modelos teóricos pueden ser propuestos para explicar como 

se determina el destino de los foliculos, el cual puede ser, como sabemos: la 

ovulación o, en la gran mayoria, la atresia . (Fig. 2) 

a) Los folículos que sufren atresia pueden estar predeterminados por 

deficiencias inherentes al ovocito, las células foliculares o por su ambiente 

inmediato. Como la mayoría de los folículos son capaces de crecer bajo 

apropiada estimulación hormonal, este mecanismo no parece ser la base para la 

atresia de la mayoría de los folículos . 
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b) La mayoria, si no es que todos los foliculos son capaces de llegar a la 

ovulación a menos que la atresia se dispare por estimulos atresiogénicos. 

e) El destino final de todos los foliculos es la atresia. Soló los follculos que 

alcanzan un estado especifico de desarrollo que coincida con señales 

hormonales criticas, son dispensados de la atresia (Fig. 2). 

MUERTE CELULAR 

Existen diversas teorlas que tratan de explicar las causas de la atresia 

(Rosado y Rosales 1991) pero todas ellas deben incluir finalmente un proceso que 

involucre la producción de muerte celular. Hace algunos anos se postulaba que la 

atresia es el resultado de la limitaciones en aporte de nutrimentos y sustratos por una 

reducción de la suplementación sanguinea (Greenwald, 1989; Hay et al., 1976) 

inducida por el rápido crecimiento del foliculo. Desde este punto de vista, era posible 

admitir que el proceso principal por el cual se iniciaba la muerte celular durante el 

proceso de atresia se debía fundalmente a la liberación de enzimas lisosomales y la 

producción de necrosis celular. Sin embargo, la determinación del gasto sanguineo 

del foliculo, realizada mediante el uso de esferas radiactivas, no mostró diferencias 

significativas entre el gasto sanguineo del foliculo normal y el del foliculo en las 

etapas tempranas de atresia (Bruce y Moor, 1976). La reducción del gasto sanguineo 

sólo fue encontrada en las atresias avanzadas. Estos resultados llevaron a 

considerar que la reducción en el gasto sanguíneo debe ser más bien una 

consecuencia que la causa de la iniciación de la atresia . En relación con esta 

hipótesis es necesario recordar que desde hace varios ai'los se sabe que durante la 

fase folicular del ciclo estral el ovario es infiltrado por células cebadas (Loved et al. , 

1961). 
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Cudro I 

CAMBIOS MORFOLOGICOS y BIOQUIMICOS QUE SE HAN 

CORRELACIONADO CON LA ATESIA FOLICLAR. 

A. Células de la granulosa 
• Picnosis nuclear 
• Disminución en la síntesis de ONA 
• Disminución en la producción de estrogenos 
• Incremenlo en a producción de progesterona 
• Disminución de receptores y de su respuesta a gonadotrofinas 
• Incremento en la expresión de proteínas unidoras de IGF 
• Incremento en la expresión de SGP-2 
• Incremento en la expresión del receptor a angiotensina 11 
• Incremento en la actividad de catepsina O 
• Disminución de la expresión de la proteína de las uniones 
• comunicantes 
• Desprendimiento de la lámina basal 
• Disminución de la actividad de metaloproteinasas. 
• Producción de inhibidores de tripsina 

B. Células de la teca 
• Hipertrofia y formación de células intersticiales secundarias en algunas 
• especies 
• y formación de núcleos picnóticos en otras. 
• Disminución en la actividad de colagenasa intersticial 

C.Ovocito 
• Desprendimiento y pérdida de las uniones comunicantes 
• Modificaciones en la estructura de la zona pelúcida 
• Rompimiento de la vesicula germinal 
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Figura 2.- Tres modelos teóricos que determinan la atresia folicular. A, El 
destino folicular es determinado por deficiencias inherentes al ovocito, a las células 
somáticas o al ambiente folicular (o) . B, Normalmente todos los ovocitos alcanzan la 
ovulación a menos que se expongan a factores atresiogénicos. e, Todos los foliculos 
son destinados a la atresia a menos que se expongan a factores de sobrevivencia 
(Hsueh et al. , 1994). 
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Recientemente (Krishna y Terranova , 1985) se encontró que durante el pico 

de LH se produce una degranulación masiva de estas células, lo cual libera al tejido 

ovárico cantidades importantes de histamina y heparina (Atkins et al. , 1985) con la 

consecuente vaso dilatación . En la actualidad el pensamiento científico para explicar 

la muerte celular que ocurre durante la atresia folicular se orienta más a concluir que 

el proceso se debe fundamentalmente a un proceso apoptótico de las células de la 

granulosa , siendo la necrosis un mecanismo terminal debida al proceso inicial de 

apoptósis. 

El importante papel que juega la muerte celular en muchos de los procesos 

biológicos, ha hecho que el estudio del proceso de muerte, por sí mismo, sea el foco 

de atención de numerosos grupos de investigación (Darzynkiewicz et al. , 1997 y de 

Renvoizé et al. , 1998). Resulta especialmente interesante discriminar entre los 

diferentes modos de muerte celular, particularmente entre la claramente definida 

como muerte celular programada (Ellis, el al. , 1991), la apoptosis (Kerr et al., 1972) y 

la necrosis (Wyllie, 1981). 

La muerte celular programada, de gran importancia durante algunos de los 

procesos más relevantes en biologia como la diferenciación, el crecimiento y la 

morfogénesis , es importante porque es frecuentemente confundida indebidamente 

con la apoptosis, siendo ambos procesos completamente diferentes, aunque tengan 

algunos mecanismos bioquimicos comunes. 

La apoptosis y la necrosis son dos formas de muerte celular con 

características morfológicas y bioquímicas claramente distinguibles (Wyllie et al. , 

1980). Sin embargo, ambos tipos de muerte pueden ocurrir simultáneamente en 

tejidos o cultivos celulares expuestos al mismo estimulo (Shimizu et al. , 1996; Leist et 

al. , 1995) . Con frecuencia la intensidad del mismo estímulo, decide si es la apoptosis 

o la necrosis la que prevalece (80nfoco et al. , 1995; Dypbukt et al., 1994). Esto 

sugiere que mientras que algunos eventos tempranos en ambos tipos de muerte 

pueden ser comunes, se requiere de un elemento regulador que dirija a la célula 

hacia la apoptosis. En algunos estudios se ha observado que en la necrosis, los 
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niveles intracelulares de energía disminuyen, mientras que en la apoptosis esto no 

sucede (Ankarcrona et al. , 1995). Estudios recientes indican que se requiere de ATP 

para ejecutar los distintos procesos del programa apoptótico (Leist et al. , 1997), así 

por ejemplo se ha demostrado la necesidad de ATP para la activación de ciertas 

caspasas necesarias para la degradación de la lámina B, y producir el colapso 

nuclear que ocurre en la apoptosis (Leist et al. , 1997). En un estudio realizado con 

linfocitos T inducidos a sufrir apoptosis se observó que las células murieron por 

necrosis cuando experimentalmente se les eliminó su contenido de ATP (Leist et aL, 

1997) 

NECROSIS 

Se ha propuesto que los lisosomas son organelos más resistentes de lo que 

se pensó en un principio y que sólo sufren alteraciones, identificadas por liberación 

de sus numerosos y poderosas enzimas hidrollticas al citosol (Wilson et al. , 1987; 

Zdolsek et al ., 1990), en etapas tardías del proceso de degeneración celular. 

Una de las principales razones para que se haya producido esta opinión 

parece ser el hecho de que los lisosomas pueden tener una apariencia 

ultraestructuralmente normal aún cuando las células presentan alteraciones 

degenerativas avanzadas. Se ha demostrado, sin embargo, que los lisosomas 

pueden mostrar una membrana estructuralmente intacta a la microscopía electrónica 

a pesar de que haya liberación de cantidades substanciales de marcadores 

enzimáticos, como la fosfatasa ácida y la catepsina D, al citosol (Hellquist et al. , 

1997). Es pues posible que la degeneración celular inducida por alteraciones 

lisosomales no requiera la ruptura de la membrana lisosomal, sino que pueda ser 

debida solo a desestabilización de su membrana, 10 cual seria suficiente para permitir 

la infiltración citoplasmica de actividades importantes de enzimas hidrolíticas (Kane 

et al., 1980) y la iniciación del proceso de muerte celular. 
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En apoyo a la hipótesis original de De Duve y Watiaux (1966) , que consideró 

a los lisosomas "bolsas suicidas". y en contraste a lo propuesto por Wilson et aL , 

(1987) y por Zdolsek et al. , (1990), actualmente se han revisado algunas ideas sobre 

la susceptibilidad de la membrana lisosomal a algunos factores capaces de alterarla , 

especialmente al estrés oxidativo (Brunk, et al. , 1995; Zhang et al. , 1995). Esto 

podría ser una consecuencia de su contenido normal, aunque en pequeñas 

cantidades, de Hierro. El Hierro intralisosomal puede ser el resultado de la digestión 

autofagocitaria de organelos y metalo-proteinas de vida larga (Erickson, 1969, Brunk, 

et al. , 1992, Mortimore, et al., 1996). Por ejemplo la mitocondria y los citocromos 

endoplásmicos son ricos en metaloproteinas y por lo tanto en hierro (Sakaida , et aL , 

1990, Brunk, et al. , 1992). Parece razonable asumir que una porción considerable de 

iones redox-activos en las células está localizado en la región intralisosomal (Brunk, 

et al. , 1992, Zdolsek, et al. , 1990) donde pueden catalizar reacciones oxidativas que 

bajo condiciones normales producen aumentos importantes en el contenido de 

ceroides y lipofuscina (Brunk, et al. , 1995), factores capaces de facilitar las 

alteraciones en la permeabilidad de la membrana lisosomal. Es pues posible que 

bajo condiciones patológicas, tales como aumento en el estrés oxidativo, se 

produzca la peroxidación de las membranas lisosomales seguida de la liberación de 

poderosas enzimas hidrolíticas capaces de iniciar la degeneración o bien la muerte 

celular. El conocimiento actual de la participación de enzimas hidrolíticas citosólicas 

en el proceso de muerte celular, tanto apoptótica como necrótica , hace de estas 

posibilidades uno de los puntos de unión difíciles de resolver en la actualidad en el 

proceso de muerte celular (Brunk, et al., 1997, Hellquist, et al., 1997). 

La necrosis ocurre en respuesta a una gran variedad de condiciones nocivas y 

sustancias tóxicas, incluyendo hipertermia (Buckley, 1972), hipoxia (Kyprianou and 

Isaacs, 1988), isquemia (Borgers et al., 1987), citotoxicidad (Trump et al. , 1982), 

ataque por el complemento (Hawkins, 1972) y por el trauma directo de la célula 

(Trump et al. , 1984). Las alteraciones lisosomales que acompañan el principio del 

fenómeno de necrosis parecen ser, en ocasiones, característicos del tipo celular, 

característica que lo hace semejante al proceso de iniciación de la apoptosis. Por 
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ejemplo, se han encontrado diferencias sustanciales sobre el efecto que puede tener 

el estrés oxidat¡vo sobre la estabilidad de la membrana li5050mal en distintas células 

(Zhang, et al. , 1996, Olejnicka, 1997). Este fenómeno puede ser un reflejo parcial de 

las diversas cantidades de hierro redox-activo intralisosomal consecuencia de 

diferencias específicas de la actividad autofagocitaria de diferentes estirpes celulares 

(Brunk, et al. , 1992). 

Los cambios característicos durante la necrosis son , en principio, la 

edematización del citoplasma y de los organelos intracitoplásmicos, especialmente 

de las mitocondrias, sin que se aprecien modificaciones significativas en la estructura 

nuclear. Estos cambios terminan produciendo la disolución de los organelos y la 

ruptura de la membrana plasmática, lo que ocasiona que todo el contenido celular 

sea vertido al espacio extracelular. Muchos de estos cambios morfológicos son 

debidos a la pérdida de la permeabilidad selectiva de la membrana plasmática 

(Trump et al. , 1982). Las alteraciones se producen en respuesta a la desaparición 

temprana de las actividades de bombeo iónico por daño de las membranas celulares, 

seguido de la disminución de la generación de energla celular (Jennings y Reimer, 

1981). Como los cationes se mueven y cruzan la membrana por los gradientes de 

concentración, esto se acompafla del transporte de líquido. causando la tremenda 

edematización de la célula. El incremento de Ca" citosólico libre resulta en la 

activación de fosfolipasas unidas a la membrana, las cuales degradan los fosfolípidos 

de la membrana y causan destrucción general de la membrana plasmática (Chien et 

al. , 1978). La liberación de hidrolasas, por la ruptura de los lisosomas, participa 

desde el principio en el proceso de desintegración celular y es particularmente 

evidente en los estadios tardios de la necrosis (Hawkins et al., 1972). Ocurre una 

rápida disminución de proteínas, RNA y DNA. EL DNA expuesto por la ruptura de la 

membrana nuclear y la digestión proteolítica de las histonas, es susceptible de ser 

degradado en fragmentos de diferentes tamaños por desoxiribonucleasas 

lisosomales. Este tipo de fragmentación del DNA, cuando se estudia por 

electroforesis en un gel de agarosa, se aprecia como un barrido que demuestra que 

la hidrólisis del ONA se hace siguiendo un espectro continuo de tamaños (Afanas'ev 

24 



et al., 1986). Tlpicamente la necrosis afecta grupos de células contiguas y se 

acompaña, usualmente, de una reacción inflamatoria desarrollada como respuesta a 

la liberación de fragmentos celulares. 

APOPTOStS 

En contraste con la necrosis, muerte celular inducida por un daño o trauma 

celular, varios investigadores señalaron la presencia de un tipo de muerte celular que 

ocurre bajo distintas condiciones, pero aparentemente de manera espontánea, 

siguiendo un patrón bioquímico y morfológico distinto a la necrosis. En 1972 se 

propuso el término de apoptosis para esta forma de muerte celular (Kerr et al. , 1972). 

Este térmíno ha sido usado de manera indistinta, pero equivocada, con el de muerte 

celular programada, acuñado por algunos autores (Lobb et al. , 1988) para describir la 

muerte regulada evolutivamente que ocurre en el contexto del desarrollo y que 

incluye la activación programada de genes. Como mencionamos arriba, en el 

momento actual es claro que no toda la muerte celular programada ocurre por 

apoptosis, y algunos ejemplos de apoptosis tienen lugar sin nueva expresión de 

genes (Schwall et al. , 1993). 

La apoptosis es un proceso activo, inducido por factores reguladores, 

generalmente extrínsecos a la célula misma, gobernada por un programa genético 

intrínseco de muerte, que afecta a células simples dispersas y se caracteriza por la 

retracción de la célula, condensación de la cromatina y la formación de pequeños 

pedazos esféricos de membrana que contienen fragmentos nucleares, referidas 

como cuerpos apoptóticos. La característica fundamental de la apoptosis es la 

activación de una endonucleasa, dependiente de Ca" y Mg", la cual rompe el DNA 

de manera específica en el espacio internucleosomal produciendo fragmentos de 

180-200 pares de bases o sus múltiplos. Estos fragmentos pueden ser observados 

en un gel de agarosa como bandas características en forma de escalera, que son 

marcadamente diferentes del patrón electroforético difuso que resulta del 

rompimiento del DNA al azar que ocurre durante la necrosis (Hsueh et al. , 1996). Las 
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células que mueren por apoptosis son fagocitadas rápidamente por las células 

vecinas, ya que la fagocitosis ocurre antes de que se pierda la integridad de la 

membrana, de tal manera que tampoco hay componentes citoplásmicos en el 

espacio intercelular que produzcan una reacción inflamatoria (Hsueh et al. , 1994). 

Las diferencias más importantes entre la apoptosis y necrosis se pueden observar en 

el cuadro 2. 

Hasta hace algunos años , se pensaba que la mayoria de las células que 

sufrían apoptosis no tenian actividad proliferativa y por lo tanto permaneclan en la 

fase GO del ciclo celular (Schwartz y Osborne, 1993). Posteriormente con el uso de la 

citometria de flujo, en la cual se utilizan colorantes fluorocrómicos, se pudo concluir 

que la disminución de la coloración del DNA, correspondia a una marca 

caracteristica de las células apoptóticas (Nakatani et al. , 1992). Los primeros 

histogramas obtenidos de los estudios de las células apoptóticas por citometria de 

flujo evidenciaron que estas células formaban una región que se diferenciaba de las 

células diploides localizadas en la región GO/G1 , por su menor contenido de DNA y le 

llamaron pico hipodiploide o "sub-G1 " (Nakatani et al. , 1992). Actualmente, se 

conoce como "AO" a esta región hipodiploide, que se localiza al lado izquierdo de la 

población GO/G1 de un histograma. Estudios de electroforesis en gel, han 

comprobados que las células de la región AO, efectivamente corresponden a células 

apoptóticas con fragmentación internucleosomal caracteristico (Tapanainen et al., 

1993). 

Hasta hace poco tiempo se consideraba que la fragmentación 

internucleosomal del DNA era el primer cambio ocurrido durante la apoptosis, 

evidencias actuales indican que la célula apoptótica sufre una serie de cambios en la 

membrana celular que aparentemente preceden a la fragmentación del DNA, entre 

estos cambios se pueden mencionar: la expresión de sitios de unión a la 

trombospondina (Parker et al. , 1998), la pérdida de residuos de ácido siálico 

(Saidapur, 1978) y la exposición de fosfatidilserina. Se sabe que en las células que 

sufren apoptosis, se rompe la asimetría en la composición de fosfolípidos de la 
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membrana plasmática, quedando expuestos en la cara externa de la membrana 

fosfolipidos, como la fosfatidilserina , que normalmente solo pueden encontrarse en la 

cara interna de la membrana celular (Fadok et al. , 1992). 

Se ha propuesto que estos carnbios superficiales tempranos son los que 

ocasionan que las células apoptóticas sean rápidamente reconocidas por las células 

que las fagocitan, evitando así la ocurrencia de procesos inflamatorios en este tipo 

de muerte celular (Vaux et al. , 1992). 
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Cuadro 2. Parámetros celulares y moleculares que distinguen la 

apoptosis de la necrosis. 

i en muy 
Organelos citoplasmáticos los estados avanzados rápido 

liberación de enzimas 
I 

nuclear 

en el contorno nuclear y 
rompimiento de éste 

Compactación y 
formación de masas 

Agrupamientos sin foma 
definida 

azar 

Formación de cuerpos Edematizaci6n y 
i 

Presente Ausente 

(Gersc henson and Rotello 1992 
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Fig . 3.- Vista esquemática de las 3 fases de la apoptosis. Durante la fase de 
iniciación, distintos inductores por diferentes vías, activan un ejecutor central. Estas 
vlas son "privadas" dado que dependen del disparador inicial de la apoptosis. La fase 
común de la apoptosis tiene 2 fases distintas: la efectora , durante la cual se activa el 
ejecutor central y la cual está sujeta a mecanismos reguladores, y la fase de 
degradación (después del no retorno), durante el cual la apoptosis se vuelve 
manifiesta , tanto a nivel morfológico como del catabolismo bioquímico. 
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El proceso de la apoptosis ha sido subdividido en 3 fases diferentes (Fig 3): 

inductora, efectora y de degradación (Kroemer, 1995; Thompson , 1995). 

Fase de inducción de la apoptosis. 

Durante la fase de iniciación o de inducción, las células reciben el estímulo de 

muerte, la naturaleza de los estimulas depende de la célula que se trate, algunos 

inductores de muerte pueden ser por ejemplo: la falta en el medio de factores de 

crecimiento obligados así como la unión de los receptores membranales los cuales 

contienen los determinantes de muerte; a sus ligandos (Fas/Apo-1/CD95 y los 

receptores del Factor de Necrosis Tumoral TNF) . También pueden inducir apoptosis 

las especies reactivas de oxígeno, la quimioterapia y la radioterapia, además 

interviene el sistema de segundos mensajeros como el Ca2
+, cinasas, ceramidas, etc. 

La fase de iniciación, constituye una vía privada o particular, ya que el estimulo letal, 

depende de cada célula (Thompson, 1995). 

Fase efectora de la apoptosis. 

Esta fase, igual que la de degradación, parece ser similar en todos los tipos de 

células. Varios investigadores han postulado la existencia de un "ejecutor central" 

(Kroemer et al. , 1995) también llamado "máquina de muerte" (Martin and Green 

1995). Investigaciones realizadas en los últimos anos parecen indicar que la 

mitocondria juega un papel decisivo en esta fase efectora de la muerte celular. En 

este proceso también parecen participar de manera importante las caspasa (Henkart 

1996; Martin and Green 1995). Muy probablemente el ejecutor central involucre 

fundamentalmente la alteración del transporte iónico a través de la membrana 

mitocondrial. Inicialmente la alteración en la membrana mitocondrial resulta en la 

formación de poros membrana les que permiten la salida del dtocrama e y la 

activación de algunos tipos de caspasas citosólicas, cambios en el metabolismo 

redox y en la regUlación del flujo de iones. 
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Es hasta la fase efectora , cuando la célula ha tomado "la decisión de muerte", 

que el proceso de apoptosis entra en una vía común de reacciones metabólicas. Se 

considera que la célula entra en una fase del proceso de apoptosis en la cual los 

mecanismos se hacen irreversibles y ya no se puede dar marcha atrás. Durante la 

fase efectora, se activa un centro de ejecución dentro de la célula y se inicia un 

proceso celular en el cual convergen las vías particulares de iniciación en una (o muy 

pocas) via(s) y en este momento los procesos celulares (potencial redox, expresión 

de oncogenes, incluyendo la familia de proteínas bc1-2) parecen tener una función 

reguladora decisiva. Cuando la célula ha iniciado irreversiblemente su camino hacia 

la muerte, se hacen manifiestos los cambios asociados con las fases terminales de la 

apoptosis como la fragmentación del DNA. 

Fase de degradación de la apoptosis. 

La fase de degradación es similar en todos los tipos celulares, esta etapa se 

caracteriza por la participación de enzimas catabólicas, especialmente de caspasas 

(Cytosolic Aspartate-Specific ProteASES) y endonucleasas, cuya actividad hidrolítica 

induce una serie de alteraciones ultraestructurales que contribuyen a que la célula 

cometa suicidio. Los cambios estructurales que presentan la mayoria de las células 

en esta fase del proceso se observan principalmente a nivel de cromatina y del 

núcleo. Con el microscopio electrónico se pueden distinguir: una reducción del 

volumen nuclear, condensación progresiva de la cromatina con formación de áreas 

compactas, que eventualmente envuelve todo el núcleo con áreas electrodensas 

(estas áreas muestran gran afinidad tintorial y han llevado al ténmino de picnosis 

nuciear), destrucción de la envoltura nuclear, fragmentación del núcleo con formación 

de áreas compactas de cromatina rodeadas por la envoltura nuclear (cariorrexis). En 

contraste , los cambios en el citoplasma son menos precisos, puede existir 

ampollamiento ("blebbing") de la membrana plasmática , incremento en la 

vacuolización, reducción del volumen celular y más tarde citolisis con signos de 

necrosis secundaria. Una importante característica de la apoptosis es que la 

membrana plasmática permanece casi intacta hasta los estadios tardíos del proceso. 
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En contraste con la necrosis primaria , las células apoptóticas no liberan su contenido 

y pueden formar cuerpos apoptóticos rodeados de membrana que pueden contener 

organelos, fragmentos nucleares y parte del citosol. 

Durante la apoptosis ocurre fragmentación del DNA, vla la activación de 

nucleasas que generan: 

a) grandes fragmentos ,,:50 mil pares de bases (Kbp) y, 

b) mono y oligómeros de 180-200 pares de bases (pb) que corresponde al 

tamaño del nucleosoma. 

Aparentemente diferentes sistemas enzimáticos están involucrados en ambos 

tipos de fragmentación del DNA, algunas células sufren fragmentación de su DNA sin 

rompimiento oligonucleosomal (Fournel et al., 1995). La DNasa I y la ciclofilina C, 

inducen fragmentación del DNA en fragmentos de miles de pares de bases, pero sin 

rompimiento oligonucleosomal (Hughes y Cidlosski 1997). La fragmentación 

nucleosomal involucra endonucleasas nucleares de - 30 y - 97 KDa asi como 

endonucleasas citoplásmicas de - 65 Kda. Estas endonucleasas son inhibidas por 

Zn" (Kawabata et al. , 1997; Pandey et al. , 1997). 

Las endonucleasas contenidas en el núcleo pueden ser activadas in vitro por 

diferentes estlmulos incluyendo: 

~ Incremento en la concentración de Ca" o Mg" (Montague et al., 1997), 

~ Disminución del pH, 

~ Activación de proteasas semejantes a la tri psi na (Fraser et al., 1996), 

~ Presencia del llamado factor mitocondrial inductor de apoptosis (AIF) (Susin et al. , 

1996), 

~ Presencia de un heterodlmero (40/45 Kda) llamado factor fragmentador de DNA 

(DFF), que es activado por la caspasa-3 (Líu et al. , 1997). 
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Aunque se ha inferido que las endonucleasas son las responsables de la 

muerte celular, esto no es necesariamente cierto porque algunos tipos celulares 

sufren apoptosis sin activación de endonuc1easas (Nakamura et aL , 1996; Fournel et 

al. , 1995). Además células anucleadas pueden ser inducidas a seguir el proceso de 

apoptosis (Jacobson et al. , 1994; Schulze- Osthoff et al. , 1994). La relación entre 

fragmentación del ONA y condensación de la cromatina tampoco es clara , parece 

que se trata de eventos separados o independientes uno de otro (Kass et al. , 1996; 

Ink et al. , 1997), lo que hasta ahora es claro es que la fragmentación 

internucleosomal no es un evento temprano ni es una marca universal de apoptosis 

como se creía antes. Estudios in situ con timocitos, mostraron que la fragmentación 

del DNA se observó cuando las células se hallaban ya dentro de otras células, 

indicando que en ocasiones el reconocimiento heterofágico de las células 

apoptóticas ocurre antes de que comience la fragmentación de su DNA (Surh and 

Sprent, 1994). 

Las evidencias sugieren la participación de cistein-proteasas específicas que 

hidrolizan las proteinas en las uniones en que participa el extremo carboxil del ácido 

aspártico, estas enzimas son conocidas como ~ caspasas" y tienen una importante 

función durante la apoptosis (Kumar and Lavin 1996). Todas las caspasas son 

sintetizadas como zimógenos, los cuales son procesados proteolíticamente para 

formar las enzimas maduras o activas, el rompimiento de los sitios para la 

maduración proteolltica de las pro-caspasas puede ser producido por las mismas 

caspasas, sugiriéndose que las caspasas formar parte de una cascada de activación 

y ampliación de la actividad proteolitica. En el humano se han reportado alrededor de 

14 caspasas, algunas caspasas tienen la capacidad de auto-activarse, por ejemplo la 

caspasa-1 hidroliza y activa a la pro-caspasa 1, mas frecuentemente algunas 

caspasas pueden activar a otras siguiendo una secuencia, por ejemplo la caspasa 10 

hidroliza parcialmente y activa a las procaspasas 6 , 7 Y 8, estas últimas al ser 

activadas, sin embargo, son incapaces de hidrolizar y activar a la procaspasa 10, 

sugiriéndose que las diferentes caspasas pueden actuar a distintos niveles en la 

cascada de la apoptosis. Concretamente, la caspasa-3 dispara un activador de 
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SII'FR-F.\\IILI.\ UF L.\S CASI' \S \S 

FUNCION DESCRITO EN 

ICEH-1, NEDD2 Apotosis Iniciador/Efector Mamíferos 

Apopain , CPP32, Yama Efector Mamíferos 

TX, ICH-2, ICE,.,-II Iniciador/Efector (?) Mamíferos 

ICE .. ,-III , TY Iniciador/Efector (?) Mamíferos 

Mch2 Efector Mamíferos 

MCh3, ICE-LAP3, CMH-1 Efector Mamíferos 

MACH, FlICE,Mch5 Iniciador Mamlferos 

ICE-LAP6, Mch6 Iniciador Mamíferos 

FlICE2, Mch4 Iniciador (?) Mamíferos 

Solo en el ratón Inflamación Mamíferos 

Solo en el ratón (?) Mamíferos 

ERICE Efector (?) Mamíferos 

*CITOSOLlC ASPARTATE-SPECIFIC PROTEASAS 

35 



endonucleasas conocido como OFF contenido en el citosol (liu et al., 1997). Un 

gran número de sustratos de las caspasas se encuentran en el núcleo [lámina, 

poliAOP- ribosa polimerasa(PARP), UI-70Kda, etc] y en el citoplasma (por ejemplo 

fOOrin) . 

Al parecer algunas caspasas se localizan en el citosol (procaspasa-3 y -9 

(Ouan et al., 1996), mientras que otras, como la enzima convertidora de 

interleucina-p (ICE), se encuentra en la membrana plasmática (Singer, et al., 1995). 

Hasta ahora no es claro cómo las caspasas pueden acceder al núcleo para digerir 

sustratos como las lamininas nucleares y otros sustratos ya mencionados. 

Numerosas proteínas pueden ser digeridas por las caspasas, pero algunos de 

estos sustratos han sido considerados como participantes indispensables en el 

proceso de inducción de la muerte celular, uno de estos "sustratos de muerte" es el 

PARP que se ha visto que tiene una particular importancia porque su rompimiento 

causa una activación enzimática que trae como consecuencia la disminución brusca 

de NAO (Leist, et al. , 1997). 

Además de las caspasas, un gran número de diferentes proteasas participan 

en el proceso de apoptosis, entre ellas se incluyen las serina proteasas, calpainas y 

proteosomas, sin embargo, su participación parece depender del tipo de estimulo y 

del tipo de célula. Un gran numero de inhibidores de serina-proteasas han 

demostrado su efecto inhibidor de la fragmentación internucleosomal del ONA, sin 

afectar la formación de fragmentos:,: 50 Kpb Y la condensación de cromatina (Hara et 

al. , 1996). Por otro lado se ha demostrado que la inhibición de serina-proteasas, no 

evitó la muerte celular, como cabria esperar si estas enzimas fueran piezas clave en 

la apoptosis (Penninger y Kroemer, 1998). 

Otros eventos importantes que ocurren en la fase de degradación de la 

apoptosis, son los cambios a nivel de la membrana celular. La apoptosis se 

acomparta por una pérdida de la asimetría de la membrana, caracterizada por la 
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presencia en la cara externa de fosfolipidos como la fosfatidilserina y la 

fosfatidiletanolamina, que normalmente se encuentran en la cara interna de la 

membrana (Schlegel et al., 1993; Emoto et al. , 1997). El mecanismo exacto por el 

cual se expone la fosfatidilserina no es del todo claro, sin embargo se sabe que es un 

evento no gobernado por el núcleo y dependiente de caspasas (McCarthy et al. , 

1997; Martín et al. , 1996), probablemente también esté involucrada la inhibición de 

una aminofosfollpido translocasa dependiente de ATP "Hipasa" (Tang et al. , 1996) o 

la activación de una ~ inversora" activada por Ca 2+ que podrla perturbar la membrana 

activamente (Verthoven et al. , 1995). Otra alternativa , podrla ser un desorden en el 

citoesqueleto con rompirn iento de fodrín , mediado por una caspasa, con la 

consecuente pérdida del anclaje de los residuos de fosfatidilserina a la cara interna 

de la membrana plasmática (Vanags et al. , 1996). 

La exposición de fosfatidilserina, ocurre antes que la membrana sea 

permeable a colorantes vitales como ioduro de propidio, bromuro de etidio o azul 

tripán. Sin embrago algunos cambios en la permeabilidad de la membrana ocurren 

relativamente temprano (Torres-Boca et al. , 1995) y posiblemente facilitan la salida 

de potasio (Bortner y Cidlowski 1996) y de glutatión (Vandendobberlsteen, et al., 

1996). La exposición de fosfatidilserina es funcionalmente importante porque los 

fagocitos poseen receptores a ella (Savill et al. , 1993) de manera que las células que 

exponen este fosfolipido son reconocidas y removidas por las células con función 

fagocitaria. 

La apoptosis se ha asociado con cambios importantes en el equilibrio redox 

(Slater et al., 1996). Estos cambios incluyen la pérdida de glutatión reducido (Macho 

et al. , 1997), el cual es extruldo de la célula (Vandendobberlsteen, et al., 1996) y no 

puede ser utilizado para mantener el equilibrio redox durante el proceso de la 

apoptosis. Durante la apoptosis existe también hiperproducción ylo eliminación 

reducida de las especies reactivas de oxigeno (Zamzami et al. , 1995), 

consecuentemente los lipides de la membrana tienden a estar oxidados en las 

células apoptoticas (Hockenbery et al., 1993). 
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Todo parece indicar que durante la etapa tardia de la fase de degradación de 

la apoptosis, los niveles citosólicos de Ca2
+ se incrementan por arriba de sus niveles 

fisiológicos (>1¡tM) (Macho et al. , 1997) mientras que los niveles de K' disminuyen 

(Bortner y Cidlowski 1996). Estos cambios deben tener algun impacto funcional ya 

que pueden participar en la activación de endonucleasas, pero su participación en la 

disfunción de la membrana o en la pérdida de la regulación del transporte especifico 

de iones, no está claro. 

PAPEL DE LAS MITOCONDRIAS EN LA MUERTE CELULAR 

Es interesante resaltar que en los procesos fisiológicos y patológicos que 

inducen el proceso de muerte celular, normalmente coexisten células apoptóticas y 

necróticas (Kerr et al., 1987; Huschtsha et al. , 1994; Darzyinkiewicz et al., 1997). 

Existen numerosos ejemplos en los que el patrón de muerte celular in vivo, no 

corresponde estrictamente ni a apoptosis ni a necrosis, sino que con frecuencia se 

presentan caracteristicas de ambos tipos de muerte (Darzynkiewicz et al., 1997). 

Estudios recientes han demostrado que las particularidades de los procesos 

de apoptosis y necrosis no son tan fácilmente reconocibles como se había sostenido 

(Collins et al. , 1992), resaltando que ambos tipos de muerte generalmente ocurren al 

mismo tiempo en células o tejidos expuestos al mismo estimulo patológico. Por 

ejemplo condiciones de isquemia o toxicidad que normalmente se relacionan con 

muerte celular necrótica, también pueden estar asociados con apoptosis 

(Darzynkeiwicz et al. , 1997). Marcadores especificas desarrollados para reconocer 

células que experimentan apoptosis son expresados por fibroblastos sometidos a 

dano fisico o tóxico y que mueren por necrosis (Fernández et al., 1994), lo que indica 

que la apoptosis y la necrosis comparten propiedades bioquímicas. Tratamiento con 

calor o estímulos comúnmente relacionados con la necrosis , producen una 

disminución en la proporción de células que ciclan y un incremento en la proporción 

de células con contenido hipodiploide de DNA (Dyson et al., 1996), cambios que son 

relacionados con la apoptosis (Huschtscha et al. , 1994). Estos resultados han 
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permitido proponer que la apoptosis y la necrosis, pueden ser producidas por el 

mismo estímulo patológico (Shimizu et al. , 1996; Renvoizé et al. , 1998) y sólo 

representar los extremos de una sola via de muerte celular (Lemasters et al. , 1998; 

Renvoizé el al. , 1998) que comienza con el proceso referido como permeabilidad 

mitocondrial transitoria de la célula (PTM) (Columbano 1995; Zanzami et al. , 1997; 

Lemasters et al., 1998). Una vez iniciado el proceso de muerte celular, las 

particularidades del metabolismo energético de la célula (Lemasters et al. , 1998) Y la 

disponibilidad intracelular de ATP definen si la célula morirá por necrosis o por 

apoptosis (Richter et al. , 1996; Leist et al., 1997, Tsujimoto et al., 1997). 

Desde que se demostró que las células anucleadas (citoblastos), pueden ser 

inducidas a sufrir apoptosis (Jocobson , et al. , 1994;Nakajíma et al. , 1995), es claro 

que la vla que sigue este tipo de muerte celular puede funcionar independientemente 

del núcleo. La mitocondría (Newmeyer et al. , 1994) y algunas proteasas específicas 

con acción equivalente a ICE (Enzima Convertidora de Interleucina 1 p) en los 

organismos inferiores (Lasebnik et al. , 1994, Martin y Green, 1995) han sido 

señaladas como protagonistas del control citoplásmico de la desintegración nuclear 

en la apoptosis. Recientemente, se ha demostrado que las células sufren una 

reducción en el potencial transmenbranal de la mitocondria (t.'I'm) antes de que 

presenten los signos comunes de la apoptosis nuclear (condensación de la cromatina 

y fragmentación internucleosomal del DNA) (Zamzami et al. , 1996). Los cambios en 

el potencial transmembranal que ocurren para iniciar el proceso de muerte celular 

incluyen la des regulación de la funcionalidad de los poros de la membrana 

mitocondrial , proceso llamado permeabilidad transitoria de la milocondria. 

La permeabilidad transitoria de la mitocondria (PTM) constituye un evento 

crítico en la apoptosis y la necrosis, en ambos tipos de muerte la iniciación del 

mecanismo de PTM podrla ocupar el primer paso del suceso y las consecuencias de 

la PTM ó segundo paso, pueden delimitar el modo o tipo de muerte celular. 

Las consecuencias de PTM son suficientes por si mismas para ocasionar la 

muerte celular: por el desacoplamiento que produce en la fosforilación oxidativa y un 
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mayor desorden en la regulación del potencial redox con un incremento en la 

generación de aniones superóxido (Vayssiere et al., 1994; Zanzami et al. , 1995). 

Además la PTM es acompanada por la liberación de moléculas intermembranales de 

la mitocondria, que pueden ser tóxicas para las células (Sus in el. al, 1996. Zanazami, 

et al. , 1996). La mitocondria , que es una fuente generadora de energía, parece 

representar el eje central de decisión del control de la vida y la muerte, tanto por la 

importancia intrínseca de su funcionamiento, como por la liberación citosólica de 

factores que promueven la muerte celular. Uno de estos factores importantes es el 

citocromo e, una proteína que normalmente sirve de puente de electrones en el 

complejo protéico de la membrana mitocondrial interna. Una vez liberado, el 

citocromo e, ayuda a activar la familia de proteasas asesinas "caspasas". La 

liberación del citocromo e de la mitocondria es controlada por la familia de proteínas 

BcI-2 . Así el citocromo e liberado por la mitocondria que sufre PTM puede ayudar a 

la activación de la proteasa CPP32/Yamalapopaina con la ayuda de otros factores 

aun no conocidos e inducir apoptosis (líu et al. , 1996). La mitocondria también 

contiene una proteasa apoptogénica (factor inductor de apoptosis o AIF) que es 

suficiente para inducir cambios apoptóticos del núcleo aislado in vitro en ausencia de 

componentes citoplásmicos (Susin el. al 1996; Zamzami, et al., 1996). 

Resultados de algunos autores sugieren que las células que han sido 

conducidas a sufrir apoptosis, pueden morir por necrosis cuando las proteasa 

apoptogénicas fallan en entrar en acción. También cuando la PTM es inducida de 

manera rápida y masiva, comprometiendo de manera importante el aporte de ATP, 

ocurre necrosis, antes que las proteínas sean activadas y puedan actuar en los 

sustratos citoplásmicos y nucleares. En contraste, sí la PTM se induce de forma 

suave y prolongada, se permite la activación y acción de proteasas específicas (AIF, 

CPP32 y otras proteasas) , antes de la disminución de ATP, entonces la célula muere 

por apoptosis. En otros ténminos, la intensidad del estímulo que induce la PTM puede 

detenminar cual de las dos vías de muerte seguirá la célula: una catástrofe 

bioenergética , culminando en necrosis, o la activación y acción de proteasas 

apoptogénicas que producen la apoptósis. 
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Este escenario es compatible con los resultados en los que algunas drogas 

producen necrosis a dosis altas y apoptosis con bajas (Kroemer, et al. , 1997), además 

es compatible con el hecho de que Bcl-2 puede evitar tanto la apoptosis como la 

necrosis (Kane, et al., 1993; Martinow et al., 1994; Shimizu, et al., 1996) y que la 

sobre expresión de bax puede inducir apoptosis y, en ausencia de activación de 

proteasas, necrosis (Xiang et al. , 1996). 

También se ha estudiado que durante la traducción de una señal de muerte 

celular apoptótica en la célula hay una alteración en la permeabilidad de las 

membranas de la mitocondria, que causa la translocación de protelnas 

apoptogénicas como el citocromo e en el citoplasma, que activa las protelnas 

proteollticas que dirigen la muerte celular como las caspasas. La familia de proteínas 

Bcl-2, cuyos miembros pueden ser anti-apopoticos o pro-apoptoticos , regulan la 

muerte celular por control de la permeabilidad mitocondrial durante la apoptosis. Se 

han establecido modelos con liposomas que llevan los canales de porina mitocondrial 

(también llamados canales de aniones dependiente de voltaje o VDAC)que muestran 

que las proteinas pro-apoptóticas Bax y Bak aceleran la apertura del VDAC, mientras 

que las proteínas anti-apoptoticas Bcl-xl lo cierran por unión directa a bax y bak 

permiten al citocromo e pasar a través VDAC fuera de los líposomas, pero su paso es 

prevenido por bcl-Xl. 

Los cambios dependientes de bax y bak en la permeabilidad de la mitocondria, 

conducen a la pérdida del potencial transmembranal de la mitocondría (<'> 'P) y la 

liberación de citocromo e, que son mediadas por canales de poli proteínas llamados 

poros de permeabilídad de transición (PT), que íncluye VDAC, cíclopfilína D y al 

translocador de adenína nucleótído (ANT) . El VDAC es una proteína abundante en la 

membrana microtondrial externa que forma un gran poro dependíente de voltaje en la 

bicapa lípidíca y actúa como un mecanismo de regulación del movimiento de 

sustancias a través de la membrana de la mitocondria. Bax y Bak interactúan con el 

poro de PT en forma activa, bax se une a ANT y pueden formar poros por asociación 

de ANT y PT en liposomas (Shimizu, et al. , 1999). 
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Existen dos modelos que tratan de explicar como se lleva acabo la liberación 

de citocromo e de la mitocondria. 

1.- Apertura de un megacanal o poro de permeabilidad transitoria (PTP) 

seguida de la entrada de solutos yagua. La mitocondria se hincha. se produce la 

ruptura de las membranas externas mitocondriales, y se produce la liberación de 

citocromo C. El PTP parece consistir de proteínas provenientes de la membrana 

interna mitocondrial (incluyendo el translocador de adenin nucleotidos de ANT y de la 

membrana externa (VSAC)). Estas proteinas cooperan a través de sitios donde las 

dos membranas mitocondriales se oponen, para formar grandes canales de 

conducción que permiten el paso de moléculas con una masa molecular relativa (Mr) 

de por los menos 1500. 

2.- Modelo sin cambios en la membrana mitocondrial externa. Este 

segundo modelo. que no pronostica trastornos en la membrana mitocondrial externa. 

pero sí la formación de canales lo suficientemente grandes como para permitir el 

paso de citocromo C. Este modelo está mejor asociado con la ausencia de cambios 

morfológicos mitocondriales. dado que el citocromo e es algo flexible. debido a su 

grupo prostético. el diámetro de los canales debe ser necesariamente más grande 

que el citocromo e (alrededor de 3 nm). 

La capacidad de algunos miembros de la familia de Bcl-2- para formar canales 

de iones artificiales en la membrana lipídica. junto con el hecho de que bax y bak 

desencadenan la liberación de citocromo e cuando se adicionan directamente a la 

mitocondria. han permitido relacionar el papel de Bax y Bak, en la formación de 

canales, esto ha sido probado por el monitoreo del movimiento de flujo de citocromo 

e marcado con f1uorescenína a través de los liposomas, donde han mostrado que ni 

Bax ni Bak solos pueden formar canales para el paso de citocromo e, sin embargo, 

Blc-,,, Bax y Bak pueden interactuar con VDAC (Shimizu et al. ,1999). 

Algunos autores (Martinou , 1999), sugieren que Blc-" estimula que se cierren 

los canales VDAC en liposomas .. mientras que Bax y Bak, facilita su apertura. Sin 

embargo, Bax y Bak, permite el paso de citocromo e para pasar a través de VDAC. 
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Esto está soportado porque el diámetro de VDAC es normalmente pequeM para 

permitir el paso de citocromo C. Shimizu et al. , (1999), proponen que después de que 

VOAC interactúa con Bax y Bak sufren cambios conformaciones, esto permite a 

VDAC- posiblemente en combinación con Bax o bak- formar un megacanal que 

permita al citocromo e atravesar la membrana. Otra función de VDAC, es la 

concerniente a ANT, la relación ATP/ADP -que es lo que permite que el ATP se 

mueva fuera de la mitoncondria y AOP se mueva hacia dentro-, se ha demostrado 

que un evento temprano en la apoptosis (antes de la liberación de citocromo e) es un 

defecto en el intercambio rnitocondrial de ATP/ADP. Por lo que durante la apoptosis, 

el ANT o VAC (o ambos) fallan en el transporte de adenin nucleótidos. 

(VanderHeiden et al. , 1999). 

Algunos miembros de la familia BcI-2 son multifuncionales en el control de la 

liberación de moléculas, y esto es solo parte de su actividad , ya que también se han 

encontrado en otras membranas intercelulares tales como el retículo endoplásmico y 

membranas nucleares. 

EVIDENCIAS DE LOS MECANISMOS DE MUERTE CELULAR QUE PARTICIPAN 

EN LA ATRESIA FOLICULAR. 

Por estudios morfológicos comparativos, entre los daños que presentan las 

células foliculares durante la atresia y las células muertas por apoptosis, como son 

por ejemplo los núcleos picnóticos, earacterlsticos de la atresia que aparecen 

primero en la granulosa y después en la teca, se ha observado que son 

indistinguibles de la condensación que sufre la masa de cromatina nuclear en la 

apoptosis. Luego de la condensación de la cromatina que presentan las células 

atrésieas, éstas sufren cariorrexis (Hay et al., 1976; O'Shea et al. , 1978). En la 

apoptosis, se produce una fragmentación nuclear, produciendose los cuerpos 

apoptóticos (Hirshfield y Midgley 1978), que en la atresia se les llama cuerpos 

atrésicos. Lo anterior, y otros estudios bioquimicos recientes (Hughes y Gorospe, 

1991 ; Tilly et al. , 1991) han sugerido que la muerte celular apoptótica , es el 
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mecanismo molecular por el cual se degeneran los foliculos ováricos durante la 

atresia. Esta afirmación se sustenta además, por los hallazgos que demuestran que 

en las células de la granulosa y teca colectadas de folículos atrésicos, existe una 

fragmentación internucleosomal de su ONA, característica de células que sufren 

apoptosis (Tilly et al. ,1991 ; Tilly et al. , 1992). Este patrón de fragmentación del DNA, 

se ha considerado como una caracteristica importante aunque no una marca 

distintiva de la muerte apoptótica, las células durante la apoptosis, además presentan 

condensación de su estructura nuclear, compactación de sus organelos 

citoplásmicos y disminución de su talla (Arends et al., 1990). 

Existen evidencias bioquímicas, que indican que en las células de la 

granulosa, de la teca y lúteas, está presente una actividad de endonucleasa, 

dependiente de Ca"'Mg" , que es capaz de producir la fragmentación 

internucleosomal del DNA caracteristico de la apoptosis (Ben-Rafael et al., 1987). 

Aparentemente las hormonas gonadotrópicas son las promotoras de la expresión de 

este tipo de endonucleasas en el ovario (Zeleznik et al., 1989). 

Recordemos que la FSH, juega un importante papel en el desarrollo y 

diferenciación folícular y en la maduración, via su acción reguladora en las células de 

la granulosa. El mecanismo de acción de la FSH, incluye su unión a receptores 

especlficos en la membrana plasmática y la subsecuente activación de la adenilato 

ciclasa, seguido por el incremento en la expresión genética de los receptores a la LH 

y la sintesis de "novo" de las enzimas esteroidogénicas, especialmente aromatasas y 

como resultado de esto se da la conversión de androstenediona a estrógenos (Hsueh 

et al. , 1984). La androstenediona es producida en las células de la teca, bajo la 

influencia de la LH, de tal manera que tanto la FSH como la LH son fundamentales 

en la biosíntesis de estrógenos (Hodgen, 1989). Recíentemente, esta teoría de "dos 

células", ha tenido que ser reevaluada, porque la biosintesis de estradiol ovárico es 

estimulada igual por FSH que por gonadotrofina post-menopáusica humana que 

contiene una relación igual de actividad de FSH y LH (Hodgen, 1989; Edelstein et al. , 

1990). 
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En algunos estudios al respecto, se ha demostrado que las gonadotropinas 

(Braw y Tsafrin, 1980) y los esteroides gonadales (Hsueh, 1986), modulan la 

incidencia de atresia en el ovario. EL tratamiento con estr6genos en ratas, 

incrementó el crecimiento folicular, el peso ovárico y el indice mit6tico de las células 

de la granulosa (Bendell y Dorrington, 1991) asi como la disminución en la incidencia 

de atresia folicular (Hsueh, 1986). En contraste, el tratamiento con andrógenos a 

ratas hipofisectomizadas, provocó deterioro en los folículos ováricos, 

incrementándose el número de células de la granulosa con picnósis nuclear, asi 

como la degeneración de los ovocitos (Azzolin y Saiduddin, 1983). 

En el liquido folicular de foliculos atrésicos de diferentes especies, 

invariablemente disminuye la concentración de estrógenos, esta disminución puede 

ser frecuentemente acampanada de un aumento en los niveles de andrógenos 

(Maxson et al , 1985). 

Estudios muy recientes, sugieren que los esteroides sexuales juegan un papel 

importante en la regulación de la apoptosis ovárica; con estrógenos, se previno la 

apoptosis y los andrógenos, antagonizaron el efecto de los estrógenos, por lo que es 

muy probable que estas hormonas estén involucradas en la regulación de la 

actividad de la endonucleasa dependiente de Ca'+ IMg'+ (Billig et al , 1993). Sin 

embargo el mecanismo exacto, por el cual las hamo nas producen o inhiben la atresia 

folicular es aún incierto. 

En experimentos, en los que se utilizaron inhibidores de la slntesis de RNA y 

protelnas, mostraron que pueden regular la apoptosis, mediante la participación de 

inductores o represores intracelulares de ésta, dentro de los cuales pueden estar los 

esteroides o las hormonas peptidicas (Gerschenson y Rotello, 1992). 

Así como las hormonas esteroides y Jo gonadotropinas participan de manera 

muy activa en la presentación y progresión de la atresia, seguramente también tienen 

que ver de alguna manera con la activación de algunas enzimas y pueden modular 

este proceso degenerativo. Trabajos realizados en nuestro laboratorio (Rosales et 

al. , 1990), demuestran que en la atresia folicular secundaria, las células de la 
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granulosa, son las que presentan el nivel más alto de actividad triptica, lo cual podría 

indicar que uno de los cambios bioquímicos iniciales en el fenómeno de la atresia, es 

la liberación o activación de la actividad proteolltica dentro de las células de la 

granulosa, lo cual produciria degeneración, inhibición del contacto 

intercelular,desprendimiento de las células hacia la cavidad folicular y finalmente 

liberación del ovadto, con lo cual llega a su fin el fenómeno de atresia. 

A pesar de que los experimentos actuales sobre muerte celular en la atresia 

se están dirigiendo con mayor énfasis al estudio de la apoptosis, existen evidencias 

que permiten pensar que en la atresia folicular, participan más de un tipo de muerte 

celular (Pelusa et al., 1981 ; Kovacs et al. , 1992; D'herde et al. , 1996). En las etapas 

tempranas de la atresia folicular, se ha podido demostrar la presencia de células 

inflamatorias como leucocitos (Bukovsky et al. , 1979; Hirshfiel, 1991), linfocitos T 

citotóxicos (Greenwald y Roy, 1994), y macrófagos (Gaytan et al. , 1998) que invaden 

la granulosa, lo cual sugiere también la participación de la necrosis celular en la 

atresia. 

Para el estudio de la muerte celular, han sido desarrollados varios métodos, la 

mayoria de los cuales detecta el incremento en la permeabilidad de la membrana, tal 

es el caso de la tinción de azul tripán , que tiñe las células muertas. La exclusión o 

incorporación del colorante fluorescente propidio al DNA y la retención celular de la 

fluorosceina, son pruebas indicadoras de viabilidad celular (Dive et al., 1992). Otros 

marcadores como el naranja de acridina o el verde fluorescente que se une a la 

doble hélice del DNA, facilitan la identificación de células apoptóticas, que por su 

condensación clásica de la cromatina , pueden ser observadas al microscópio de 

fluorescencia (Gregory y Serperse, 1991). 

Para determinar la participación del fenómeno de necrosis en la progresión del 

proceso de atresia puede determinarse la distribución subcelular de algunas enzimas 

lisosomales en las células de la granulosa. En la necrosis, el hinchamiento de la 

célula y de algunos organelos intracelulares, particularmente de mitocondrias y 

lisosomas, es rápidamente seguido por la ruptura de la membrana de los lisosomas y 
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la liberación de los componentes intracelulares, incluyendo enzimas hidroliticas. La 
presencia de actividades hidrolíticas lisosornales libres en el citoplasma y en el 
liquido folicular, debe ser el resultado de la ruptura de la membrana celular y 
liso50mal, o al menos de alteraciones importantes de la permeabilidad membranal, 
tanto Iiso50mal como plasmática, como indicadores importantes de la participación 
de la necrosis en el proceso de atresia. 

Si una célula muere por apoptosis o por necrósis , es posible hacer la 
dislinción, por sus alteraciones morfológicas y por el patrón de ruptura de su DNA, 
obtenido por electroforesis en geles de agarosa entre otras técnicas (Tilly et al., 
1991). Actualmente, la citometria de flujo está permitiendo importantes avances en el 
estudio de la muerte celular, esta poderosa técnica favorece la identificación y 
separación de sub pOblaciones celulares y utilizando fluorocromos distintos, se 
pueden medir simultáneamente diversos parámetros celulares (Wattson, 1991). 

El fundamento de la citometria de flujo, consiste básicamente en intercalar 
colorantes fluorométricos como el bromuro de etidio, el naranja de acridina , el ioduro 
de propidio o el Hoescht 33342 en el DNA del genoma celular, y después medir la 
fluorescencia emitida en la reacción en un citómetro de flujo (Afanas'ev et al. , 1986). 
Esta técnica ofrece la posibilidad de cuantificar tan minuciosamente como se quiera 
los daños que presente cada una de las células de una determinada población 
(Huschtscha et al. , 1994), además permite conocer en que momento del ciclo celular 
se encuentra cada una de ellas (Go, G" S, G, Y M) , de tal manera que se pueden 
obtener los histogramas del DNA de las distintas sub poblaciones celulares (Watson, 
1991 ; Darzynkicwcz y Traganos,1990). Cuando el histograma de una subpoblación 
manifiesta un pico en la región Go/G, (presintesis), que es considerada región 
hipodiploide o región de muerte celular, presumiblemente en esta región están 
incluidas las células que están sufriendo apoptosis, y las células en la región S y 
G,/M, son las células con actividad mitótica (Ojeda et al. , 1990). 

Estudios realizados con timocitos a los que se les indujo apoptosis con 
glucocorticoides, revelaron que algunas subpoblaciones celulares mostraban un pico 
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en su histograma por abajo de la región Go/G1, a la cual denominaron región Ao, el 
ONA de las células en esta región , mostraba menos fluorescencia que la 
sub población Go/G, . Como complemento de este estudio se les hizo electroforésis 
en gel a las células de la región Ao y con ésto se pudo comprobar que en esta región 
se encantaban las células que habían sufrido apoptosis y que por lo tanto mostraban 
fragmentación internucleosomal en su DNA (Telford et al., 1991). 

En el conocimiento de la atresia folicular, la citometria de flujo ha dado 
importantes contribuciones. Utilizando esta técnica en un trabajo muy reciente, 
realizado con follculos de cerda, se encontró que en aquellos que fueron clasificados 
morfológicamente como atrésicos, el porcentaje promedio de células en la región Ao 
fue de 45.9+/-6.3%, mientras que en los morfológicamente sanos sólo fue de 5.3+/-
1.6%, Y los valores en esta región estuvieron inversamente relacionados con el 
porcentaje de células en Go/G, y por supuestro que el porcentaje de células en S + 
G,/M fue muy bajo. Lo anterior, permite a los autores proponer que los foliculos que 
al estudio de c~ome tr ía de flujo muestren que el porcentaje de sus células de la 
granulosa en la región Aa sea >10% pueden ser considerados como 
bioquímica mente atrésicos, todo parece indicar que lo anterior es una nueva marca 
bioquímica de gran importancia en el estudio de la atresía folicular (Guthrie et al., 
1994). En un estudio posterior en el que se determinó la apoptosis de las células de 
la granulosa por fiuorescencia del DNA y por autorradiografia haciendo una 
separación electroforética del DNA genómico, se demostró la relación positiva que 
existe entre la mayor incidencia de células en la región Ao, la presencia de 
rompimiento internucleosomal del DNA y la disminución en la concentración de 17 p 
estradiol en los foliculos atrésicos de la cerda (Guthrie et al., 1995). 
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Debido a que existen evidencias que senalan la participación de más de un 
tipo de muerte celular en el proceso de atresia folicular, as! como la posibilidad de la 
participación de distintos mecanismos de muerte, de acuerdo al grado de avance del 
proceso y al desarrollo de cada folículo (Amsterdam et al., 1998; Gay1an et al. , 1998), 
en este trabajo nos propusimos profundizar nuestros conocimientos sobre la 
participación de diferentes vias de muerte celular en la atresia folicular . 

El propósito de este estudio es determinar la participación diferencial de 
apoptosis y necrosis en folículos antrales de oveja , de dos tamaños, y clasificados en 
cuatro grados de atresia, de acuerdo a su aspecto morfológico, histológico y a su 
cuantificación hormonal, en cuatro grados de atresia. Para el estudio del tipo de 
muerte celular por grado de atresia, utilizamos el método bivariado de Anexina V 
marcada con Isotiocianato de Fluoresceina (Anexina V-FITC) , simultánea on IOOuro 
de Propidio (IP) , propuesto por Vermes et al. , (1995). La unión de Anexina V 
fiuoresceinada a la fosfatidil-serina expuesta en la cara externa de la membrana es 
una técnica muy eficiente para detectar estadios tempranos de la apoptosis. Las 
células apoptóticas son reactivas a Anexina V después de presentar condensación 
de su cromatina, pero antes de que la membrana pierda su habilidad para excluir IP. 

Con el uso simultáneo de IP y Anexina V-FITC, es posible detectar células 
vivas-sanas (Anexina V-/IP-), células con apoptosis temprana (Anexina +/IP-) y 
células necróticas o en apoptosis tardia (IP+), con la citometria de flujo. Además, la 
fragmentación internucleosomal y el contenido hipodiploide del DNA servirá en este 
trabajo, como una forma de estimar cuantitativamente la apoptosis. Algunos estudios 
han demostrado, como ya se mencionó, que las células de la granulosa con 
contenido hipodiploide de DNA son apoptóticas y que esto representa una marca 
bioquimica para folículos atrésicos en algunas especies (Guthrie et al., 1995; Hsueh 
et al. , 1994; Blondin et al. , 1996). 

La determinación cuantitativa de la acitividad de las enzimas lisosomales 
(usando fosfatasa ácida y ~ - glucosaminidasa como indicadores) en los diferentes 
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compartimentos intracelulares, la cuantificación de la unión de anexina V y/o IP y la 
presencia de fragmentación internucleosomal, nos permitirá determinar la 
participación diferencial de la necrosis y la apoptosis durante la progresión de la 
atresia folicular en dos tamaños diferentes de folículos. De acuerdo a nuestros 
resultados proponemos que la combinación de estos métodos puede ser una mejor 
forma de analizar los mecanismos de muerte celular, no sólo en folículos de diferente 
tamaM y grado de atresia , sino en cualquier otro tipo celular. 
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3.- MATERIAL Y METODOS 

Los reactivos: bufffer de fosfatos salino (PBS). Hepes (N-[-Hidroxietiol] 

piperazina·N·[2-ácido ethanosulfonico]). Nonidet NP-40. Rnasa A. azul de 

bromofenol, xilen cianol, los sustratos para las enzimas lisosomales 4-metil

umbeliferil-N-acetil·p-D-glucosaminido y 4·metil-umbeliferil-fosfato. agarosa. ioduro 

de propidio, triton X-100 y la dexametasona, estradiol y progesterona, fueron 

obtenidos de SIGMA Chemical Co.(St. Louis, MO USA). La proteinasa K fue obtenida 

de Boehringer Mannheim (Indianapolis, IN, USA). El etanol, glicerol y otras sales 

inorgánicas, fueron grado análitico obtenidas de Merl< (Darmstadt, Germany). Las 

DNA, OC Particles, se obtuvieron de Becton Dickinson Systems (San José, CA 

USA).Las células U·937 fueron donadas por el laboratorio de Inmunoquímica del 

Centro Médico Nacional S XXI , del Instituto Mexicano del Seguro Social. 

Se obtuvieron ovarios de ovejas no gestantes sacrificadas en el rastro "LA 

AURORA" Estado de México. Los ovarios fueron transportados en una solución 

amortiguadora de fosfatos PBS 0.15 M pH 7.4, en hielo, hasta el laboratorio de 

Bioquímica Molecular del Centro Médico Nacional S XXI del IMSS, en un lapso no 

mayor a una hora desde la muerte del animal. 

En el laboratorio se realizó la disección de los follculos utilizando pinzas de 

microcirugia. Después de lavar dos veces los foliculos con PBS fria, se clasificaron 

utilizando un microscopio estereoscopico, (magnificación 120X) por tamaño en dos 

grupos: de 3 a 6 mm y mayores de 6 mm. y por su grado de atresia en cuatro grupos, 

para lo cual se siguió la metodología propuesta por Moor et al., (1978) y probada por 

nosotros para cabras (Rosales et al. , 1990), los folículos se clasificaron como "no 

atrésicos" o atresia 1, atresia inicial o atresia 2, moderadamente atrésicos 3a y 

severamente atrésicos o con atresia 3b, de acuerdo a los siguientes criterios: 

Se clasificaron como atresia 1, aquellas folículos sanos que presentaban 

abundante irrigación, apariencia brillante y sin desprendimientos aparente de su capa 

granulosa. 
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En el grupo de atresia 2, estuvieron los folículos que presentaban ligera 

disminución de su irrigación y pequeños desprendimientos de su capa granulosa. 

El grupo de la atresia 3 se dividió en atresia 3a en cuyo grupo se incluyeron a 

los folículos con una importante disminución de su irrigación, desprendimientos 

abundantes de su capa granulosa y apariencia grisácea. 

Finalmente en el grupo 3b se incluyeron los folículos con grandes 

desprendimientos de la capa granulosa, casi nula irrigación y pérdida del ovocito. 

Aunque hemos probado con anterioridad que estos criterios morfológicos 

correlacionan adecuadamente con la clasificación histológica de los folículos sanos y 

atrésicos en ambos tamaños (Rosales et al., 1990; Ballesteros et al. , 1992 y Garcla 

et al. , 1997), con el propósito de tener una prueba más de la veracidad de esta 

clasificación, se determinó eslradiol (E,) y (P.) en el liquido folicular libre de células. 

Después de la clasificación, el líquido folicular de cada foliculo se recuperó 

inyectando 100 ~I de PBS 0.01 M pH 7.4 a los folículos de 3-6 mm y 200 pi a los >6 

mm y extrayendo la dilución con jeringa de insulina, aguja calibre 25 x 16 mm 

(flushing). Los contenidos foliculares fueron procesados para recuperar liquido 

folicular libre de células y células de la granulosa (Ballesteros et al. , 1992). Los 

folículos se abrieron en dos partes usando un par de pinzas de microcirugia. Las dos 

partes del foliculo se rasparon suavemente con pinzas de punta roma, sobre una 

placa de cristal con pozos de 1 00 ~I de capacidad. Para recuperar las células del 

raspado, se hicieron 2 lavados con 100 ~I cada uno de PBS frlo, 0.01 M pH 7.4 con 

0.2 mM de EGTA (Ballesteros et al., 1992; Guthrie et al. , 1994).Tanto el líquido 

folicular con células suspendidas como la suspensión del raspado se centrifugaron a 

600 x g 10' a 4·C. Los dos paquetes celulares obtenidos de ambas fracciones se 

juntaron y se lavaron con 600 ~I de PBS 0.01 M pH 7.4 con 0.2 M de EGTA. El 

líquido folicular se centrifugó nuevamente a 12,000 X g por 20 min para asegurar que 

estuviera libre de células, posteriormente , los IIquidos se congelaron a -20·C hasta 

que se realizaron las determinaciones hormonales. 
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Las suspensiones celulares, se lavaron dos veces por centrifugación a 500 X 

9 10'a 4'C, con 600 ¡¡I de PBS 0.01 M pH 7.4. Después del lavado, las células se 

resuspendieron en 600 ¡ti de PBS y se contaron las células en un hemocitómetro. 

Para los folículos de 3 a 6 mm fue necesario hacer una pool con las células de 3-5 

folículos de la misma clasificación de atresia, ya que el promedio de células que se 

recuperan de los folículos de este tama~ o es de 400 000 Y el minimo de células que 

los métodos usados requieren es de 1,000,000, en los folículos> de 6mm, fueron 

suficientes tres folículos, las suspensiones celulares, se dividieron en tres fracciones. 

La primera alícuota fue procesada por los métodos previamente descritos por 

Ballesteros et al. , (1992), para medir la actividad libre y unida a de N-acetyl-p-D

glucosaminidasa y la fosfatasa ácida. La actividad de las enzimas fue medida 

fluorométricamente por la liberación enzimática de 4-metil-umbeliferona de sus 

respectivos sustratos (4-metil-umbeliferil-N-acetil-p-D-glucosaminida y 4-metil

umbeliferil-fosfato) en el liquido folicular y los homogenizados de las células. Dado 

que la apoptosis es un proceso dinámico y muy rápido, todas las mediciones se 

hicieron a la brevedad, evitando trabajar las muestras con más de 3 horas post

martem .. 

La segunda alícuota fue usada para medir la fragmentación del DNA, para lo 

cual se siguió la metodología propuesta por Gong et al. , (1994) con la cual se hace la 

extracción del DNA peque~o de las células apoptóticas que puede ser observado en 

una electroforesis en gel, y en la misma muestra, se hace el estudio citométrico para 

ciclo celular del DNA de las células . A 100 ¡¡I (1 x 10' células) de suspensión celular 

se le adicionaron 900 ¡¡I de etanol frio (mantenido en hielo) al 70%. Las células 

suspendidas en etanol se guardaron a -20' C por 72 hrs. después se centrifugaron a 

800 X g por 5' Y se removió el etanol. 

El paquete celular de cada agregado celular se resuspendió en 40 ~I de buffer 

de fosfatos-citrato (PC) que consistió de 192 partes de 0.2 M Na, HPO, y 8 partes de 

0.1 M de ácido citrico (pH 7.8), se dejaron 30' a temperatura ambiente, después las 

muestras se centrifugaron a 1000 X g 5', el sobrenadante fue transferido a nuevos 
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tubos y concentrados al vacío en el concentrador, Hetovac, Hoefer Scientific 
Instruments (San Francisco California) por 15' , posteriormente se les agregó 3 ¡d de 
Nonidet NP-40 al 0.25% en agua destilada, mas 3~ 1 de solución de Rnasa A (1 
mg/ml , también en agua) las muestras se dejaron incubando por 30 ' a 37' C, luego se 
les agregó 3 ~I de proteinasa K (1 mg/ml) y nuevamente se incubaron por 30 ' a 37 
'C. Después de la incubación se le adicionó a cada muestra 12 ~ I de buffer de carga 
(0.25% azul de bromofenol , 0.25 % de xilencianol y 30% de glicerol). El contenido 
completo de cada muestra se corrió en un gel de agarosa 1% a 2 V/cm por 16 horas. 
El DNA de los geles se observó después de marcarlo con 5 ~g Iml de ioduro de 
propidio , en un analizador de imágenes Digital Imagen System 15-1000 (Alpha 
Innotech Corporation). 

El paquete celular que quedó después de la remoción con el buffer de 
fosfatos-citrato, se resuspendió en 1 mI. PSS 0.01 M, conteniendo (50 ~g de Rnasa, 
50 ~g de loduro de Propidio y 0.1% de Triton X-100), la suspensión celular se filtró 
con una malla de nylon con poro de 30 ~m para evitar aglomerados celulares. Las 
muestras se dejaron a temperatura ambiente en el cuarto oscuro durante 20 min y 
después se leyeron en un citómetro de fiujo FACSort (Secton Dickinson Systems, 
San José, CA) , equipado con lámpara de láser de argón que emite una luz de 
excitación a 488nm, utilizando el programa CellFit. 

Antes de cada medición, se verificó la calibración del instrumento, as! como la 
correcta función de doble discriminación , de acuerdo a las indicaciones del estuche 
de Becton Dickinson (DNA, QC Particles Secton Dickinson Systems, San José, CA). 
Este estuche contiene CENs (Chicken Erythrocyte Nuclei, teñidos con loduro de 
Propidio, con los cuales se calibra la resolución y la linearidad del Instrumento y 
CTNs (Calf Thymocyte Nuclei, teñidos con loduro de Propidio (SIGMA Chemical 
Ca.), que permiten verificar la correcta discriminación entre singletes (células en 
G2+M) y dobletes.(aglomerados de dos células en GO/G1) . 

54 

". 



El coeficiente de variación (CY) para el pico de los singletes, siempre fue 
menor o igual a 3% y la linearidad (pico de dobletes/pico de singletes) entre 1.95 y 
2.05. 

Con los CTNs, en cada experimento se verificó la capacidad del FACSort para 
discriminar entre células dobles en Go/Gl y dobletes verdaderos que se refiere a las 
células en fase G2+M. Los CTNs se examinaron en una relación FL2-W vs FL2-A 
para tener una clara separación entre dobletes y singletes. Para confirmar la 
capacidad de doble discriminación, los CTNs se adquirieron con el programa CellFit y 
se fonmó una región para limrtar los núcleos con singletes, la cual se analizó por un 
modelo de RFIT y se verificó que el CV de GO/Gl fuera menor o igual al 5% y que los 
porcentajes de GO/Gl ,S y G2+M, correspondieran a los valores reportados en el 
inserto de cada estuche de calibración de DNA OC Particles (Becton Dickinson 
Systems, San José, CA). Por cada foliculo se adquirieron y analizaron 10,000 células 
y como este método utiliza IP como fiuorocromo, la fluorescencia emitida se leyó a 
623nm (FL2). 

Se consideraron como apoptóticas las células de la región hipodiploide, 
ubicadas al lado izquierdo de la región GO/Gl en los histogramas reportados por el 
citómetro. 

En la tercera alicuota, se utilizó un procedimiento de doble tinción, que fue 
propuesto por Venmes et al., (1995), para lo cual usamos el "estuche" comercial 
Apoptosis Detection Kit (R&D Systems Calalog Number KNX 50). Los paquetes 
celulares se lavaron dos veces por centrifugación con PBS frío, después el paquete 
se resuspendió en buffer de marcado (Hepes 10mM, NaCI, 2.5mM, 2.5 mM de 
CaCI,), para tener una concentración celular de 1 x 10' de células por mI. A 1 00 ~I de 
suspensión celular, se le adicionaron 1 O ~d de Anexina V conjugada con Isotiocianato 
de Fluoresceina (AnexinaV-FITC) (10 flg/ml) y 10 ~I de IP (50 ~g/ml de PBS). Las 
muestras se agitaron suavemente en vortex y después se incubaron por 15 min a 
temperatura ambiente en oscuridad, posteriormente se le agregaron 400 fd de Hepes 
a cada muestra. Todas las muestras se pasaron por una malla de 30 ~lm para evitar 
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aglomerados celulares, se analizaron en el citómetro 10,000 células de cada folículo 
inmediatamente después del filtrado. Por ios rangos de emisión y excitación de cada 
fluorocromo, la FllC, se leyó como FL 1 Y ellP como FL2. 

Siguiendo las indicaciones del estuche comercial, en cada experimento se 
prepararon 3 tubos adicionales; a) células no marcadas, b) células marcadas solo 
con Anexina V-FllC y c) células marcadas solo con IP. Esto se hizo con el propósito 
de establecer las fluorescencias intrínsecas, que serán consideradas como 
fluorescencias negativas, así como para realizar la compensación electrónica del 
Instrumento dado que se usaron dos fluorescencias, FL 1 Y FL2. Como control 
positivo para ambos fluorocromos (FllC y IP) Y para poder diferenciar por su 
fluorescencia a las células apoptóticas y necróticas, se les produjo apoptosis a 
células de la linea U-937 con dexametasona (10" M por 72 horas) y necrosis por 
calentamiento a 59' C (durante 90 min) (Huschtscha et al. , 1994). 

Para analizar los datos de cada alícuota, se utilizó el programa de 
computadora Lysys 11, el valor mínimo de FSC-H fue de 44 y la ganancia para FSC 
de EOO. Las fluorescencias 1 y 2 se midieron en forma logaritmica, siendo el eje de la 
X para la fluorescencia 1 y el de las Y para la 2. La compensación de las 
fluorescencias fue de 7% para FL 1-FL2 Y del 25% para FL2-FL 1. Se solicitó al 
citómetro una gráfica de acumulación de puntos de acuerdo a la relación FL 1/FL2 de 
cada célula, esto permitió la formación de cuatro cuadrantes: el inferior izquierdo que 
corresponde a las células que no adquirieron ninguno de los fluorocromos y que por 
lo tanto se refiere a las células vivas; el inferior derecho que son células con FL 1 +, 
que corresponden a las células apoptóticas; las del cuadrante superior derecho, 
FL2+, son las células necróticas. 

Determinación de hormonas esteroides 

Las determinaciones de estradiol y progesterona en los liquidas foliculares se 
realizaron por radioinmunoensayo. Para la determinación de estradiol fue necesario 
hacer una dilución 1 :25 y para progesterona 1 :50. Para ambas determinaciones se 
utilizó el estuche de detección "COAl-A-COUNT" (Diagnostic Products Corporation, 
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Los Angeles CA.). el cual no requiere de extracción . La sensibilidad del método en el 
caso de estradiol fue de 8 pg/ml y para la progesterona de 0.02 ng/ml. Todas las 
muestras fueron procesadas en un soto ensayo con un coeficiente de variación 
intraensayo para estradiol de 6.34% y 5.28% para progesterona; los coeficientes 
interensayo fueron de 8.53% para estradiol y 9.42 % para progesterona. 

Determinación de proteínas 

La concentración de proteína de las muestras, se midió por el método de 
Lowry (1951). 

Análisis Estadístico. 

El análisis estadístico incluyó el análisis de varianza de una y dos vías 
(ANOVA) y prueba de Tukey (Sokal y Rohlf, 1969). 

El modelo estadlstico empleado para el análisis de las concentraciones 
hormonales fue el siguiente: 

Donde: 

Yi" Es la variable en estudio (E" P, o E, /P ,) 

l' Es la media general 

G, Representa el i-ésimo efecto de grupo folicular (grado de atresia clasificado 

microscópicamente) 

Ti Representa el j-ésimo efecto del tamaM folicular 

GT ij Representa el efecto de interacción entre el i-éesimo efecto de grupo folicular 

con el j-ésimo efecto del tamaño folicular 

Eijk Error aleatorio o residuo 

\ 
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Cuando fue importante comparar folículos de diferentes tamanos, se utilizó la 

prueba de Studenl. Todos 10& cálculos estadisticos se realizaron en una 

computadora PC con el paquete estadlstico Sigma Stat (Jandel Scientific Corporation 

San Rafael, CA). 

En los resultados de las concentraciones hormonales, primero fue necesano 

hacer una transformación logaritmica de los datos y luego se hizo un análisis de 

varianza, y prueba de F de Fisher. 
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4,- RESULTADOS 

Los resultados de las cuantificaciones hormonales en el liquido folicular (Tabla 

1a y 1b), confirman que nuestro método de clasificación microscópica del progreso 

de la atresia en los follculos de la oveja , es adecuado. En efecto, el análisis de 

varianza bifactorial de los resultados (Tabla 1b), indica que hay diferencias altamente 

significativas en la concentración de estrógenos (Ez) Y en la relación 

progesterona/estrógenos (P .,lE,) con respecto al grado de atresia de los folículos, 

clasificada microscópica mente. El coeficiente de determinación (R') del modelo que 

incluye al grado de atresia y que explica las diferencias para ambos factores fue alto 

tanto para E2 como para P 4/Ez Y en ambos casos el modelo fue altamente 

significativo (p<O.001) (Tabla 1b). Además, la concentración de E, fue dependiente 

significativamente (p<O.05), de la interrelación tamaMo y grado de atresia de los 

folículos. La concentración de progesterona P 4 no estuvo relacionada con la 

clasificación morfológica de los folículos, pero tuvo una relación significativa con el 

tamano del folículo siendo más alta en los folículos grandes (>6 mm) que en los 

folículos pequeños (3-6 mm). 

La actividad de las enzimas lisosomales en el líquido folicular libre de células 

fue marcadamente diferente en los folículos pequeños y grandes (figura 1). En los 

foliculos de 3-6 mm de diámetro, no hubo diferencias significativas (p>O.05) en la 

actividad enzimática de fosfatasa ácida y glucosaminidasa entre los follculos del 

grupo 1 (sanos) y los del grupo 2 (con atresia inicial). Se encontró un incremento 

pequeno pero significativo en los foliculos con atresia 3a y 3b sin que hubiera 

diferencias significativas entre ambos grupos. Por el contrario, en los faliculas >6mm 

se encontró una asociación positiva significativa (p<O.05), entre los estadios de 

atresia y las actividades de fosfatasa y glucosaminidasa en el líquido folícular (Fig 1). 

Un comportamiento diferencial similar con respecto al tamaño de los fallculas se 

encontró en la actividad de las enzimas lisosomales libres y unidas a membrana en 

las células de la granulosa (Fig 2 Y 3). En el caso de los folículos de 3-6 mm, la 
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Tabla 1a. 

Concentración de hormonas esteroides, estradiol y progesterona, 
durante la atresia folicular en la oveja. 

1. 

1. 1. 
.1 

La concentración hormonal está presentada como lag de la 
concentración nM de las hormonas en el líquido folicular. 

Tabla 1b. 

Análisis de varianza bifactorial de las determinaciones 
hormonales. 

Fuente de D. F P 4/E2 (C.M.) E, (C.M.I P.(C.M·I 
Variación 

~_~IEmII~ 
Tamaño folicular 
Tamaño/Grupo 

R 

• P < 0.001 
•• P < 0.05 
... p<O.IO 

1 
3 

1.30 0.96 4.50·" 
0.07 2.44" 1.66 
0.53' 0.73' 0.14 
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Fig . 1.- Cambios en la actividad especifica de las enzimas lisosomales en el liquido 
folicular libre de células, durante el desarrollo y la atresia folicular. Las actividades 
enzimáticas, se midieron f1uorométricamente, por la liberación enzimática de 4 ~ metil

umbeliferona, a partir del sustrato correspondiente, de acuerdo a la metodologia 
descrita por Rosado et al (1977) y modificada por Ballesteros et al (1992) . Los 
valores representan el promedio :!: desviación estándar de por lo menos 6 
experimentos independientes. Los datos fueron calculados estadlsticamente para 
cada enzima por ANOVA de una via y prueba de Tukey. Las letras diferentes sobre 
las barras indican diferencia significativa (p<O.05), cuando se compararon con todos 
los otros valores para la misma enzima, independientemente del tamaño folicular, las 
diferencias por tamafio y grupo de atresia se indican con un asterisco. 
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La figura 2, representa la actividad libre y unida de fosfatasa ácida en células de la 
granulosa de foUeulos en crecimiento y atresia. Los valores representan los 
promedios ±-desviación estándar, obtenidos de los últimos 6 experimentos 
independientes. Los datos se calcularon estadísticamente para cada distribución 
subcelular por la prueba de ANOVA y de Tukey. Las letras diferentes sobre las 
barras indican la presencia de diferencia significativa (p<O.05) cuando se compara 
con todos los otros valores de la misma distribución subcelular, independientemente 
del tamaño del folículo. El tamaño del folículo y el tipo de atresia de cada grupo de 
folículos se indica sobre la abscisa 
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La figura 3, representa la actividad especifica libre y unida de N - acet i l- ~- D 

glucosaminidasa en células de la granulosa de foliculos en crecimiento y diferentes 
grados de atresia . Los valores representan los promedios ~desviaci6n estándar, 
obtenidos de los últimos 6 experimentos independientes. Los datos se calcularon 
estadlsticamente para cada distribución subcelular por la prueba de ANOVA y de 
Tukey. Las letras diferentes sobre las barras indican la presencia de diferencia 
significativa (p<O.05) cuando se compara con todos los otros valores de la misma 
distribución subcelular, independientemente del tamaño del foliculo. El tamaño del 
foliculo y el tipo de atresia de cada grupo de follculos se indica sobre la abscisa 
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actividad de glucosaminidasa unida a membrana permaneció sin cambios en todos 
los grupos de atresia, mientras que la actividad libre de las enzimas mostró un 
incremento pequeno en foliculos con atresia avanzada. En los folículos de 3-6 mm 
sanos y con atresia inicial (grupos 1 y 2), no hubo cambios significativos en la 
actividad de fosfatasa ácida libre. La actividad de esta enzima, en folículos de éste 
tamar'\o, tanto en forma libre como unida a membrana , mostró un incremento 
significativo en los folículos con atresia 3a y 3b, sin diferencia significativa entre ellos. 
Las actividades enzimáticas en células de la granulosa obtenidas de foil culos 
atrésicos >6mm, tuvieron un comportamiento diferente. La actividad libre de ambas 
enzimas lisosornales se incrementó casi linealmente con la progresión de la atresia, 
siendo los valores más altos para los folículos con atresia 3b (Fig 2 Y 3). Por el 
contrario, como podrla ser esperado, la actividad unida a membrana de ambas 
enzimas mostró un decremento significativo en los folículos con atresia 38 y 3b en 
comparación con los de atresia temprana. 

Una de las caracteristicas bioqulmicas más importantes de la apoptosis, es el 
rompimiento intemucleosomal del DNA con la formación de fragmentos - 200 pb. La 
fragmentación del DNA de las células puede ser evaluada por la determinación 
fluorocitométrica del contenido de DNA hipodiploide de los núcleos de las células y 
por la observación del patrón clásico de escalera del DNA encontrado en la 
elec!roforesis en gel de agarosa. En la figura 4 se presenta un ejemplo tlpico de la 
distribución fluorocitométrica del contenido de DNA durante el ciclo mitótico de 
células de la granulosa obtenidas de un foliculo sano (atresia 1) (Fig 4A), Y de un 
folículo con atresia avanzada (3b) (Fig 48), ambos > 6 mm. Cada histograma ha sido 
dividido en 4 secciones: la primera llamada tradicionalmente A", que representa al 
grupo de células con contenido hipodiploide de DNA. Cada histograma corresponde 
a la representación citofluorométrica de cada muestra analizadas de células de la 
granulosa, a partir del cual se calculó el porcentaje de células en cada sección. Los 
porcentajes y el análisis estadlstico derivados de todos los histogramas se presentan 
en la Tabla 2. 
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Fig. 4. Estudio citoflurométrico del patrón de distribución de ONA (ciclo 
celular) de células de la granulosa de un folículo sano (grupo 1) >6 mm 
(Fig. 4A) Y un follculo del grupo 3b (atresia avanzada) >6 mm (Fig . 48) , 
estudiado por crtometria de flujo. 
Cada histograma está dividido en 4 secciones: la primera es la 
tradicionalmente llamada Ao, que representa un grupo distinto de células 
con contenido hipodiploide de ONA. Las otras regiones representan la 
fase GoIG, y G,+M del ciclo celular. 
Cada histograma, es una representación del total de células, a partir del 
cual se calculó el porcentaje de células en cada una de las fases del ciclo 
celular. 
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Tabla 2 

Estudio por citometria de flujo del DNA hipodiploide (Ao), obtenido 
durante la interfase en células de la granulosa de folículos 
pequeños (3-6 mm), grandes (> 6 mm), sanos y atrésicos de 

ovejas. 

Datos expresados en promedio ~desviación eSlándar, el número de 
casos se expresan como n. 
Las lelras diferentes significan que existe diferencia significativa 
(p<O.05) entre los datos de la misma columna , según el análisis de 
varianza y la prueba de Tukey. 
El asterisco que precede a los números, indica diferencia 
significativa (p<O.05) en el porcentaje de células en un mismo 
momento del ciclo celular pero de Merente tama~o . (t de Student). 
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En todos los histogramas obtenidos de la citometria de flujo, se encontró una 

subpoblación de células que tenian menos DNA que la cantidad esperada para 

células viables (desde 4.6±2.1 en células de foliculos sanos de 3-6 mm a 55.9±1 1.6, 

obtenidas en la atresia 3b en el mismo tamaño folicular). El porcentaje de células con 

contenido de DNA hipodiploide fue positivamente correlacionado con el avance de la 

atresia, incrementandose más de 10 veces (4.6±2.1 a 55.9±11 .6) en foliculos de 3-6 

mm de diámetro y sólo 6 veces (de 7.0±1.9 a 44.8±6.7), en foliculos > 6 mm. Aunque 

consistentemente los foliculos pequeños en todos los grados de atresia , tuvieron 

mayores porcentajes de células hipodiploides que los > 6 mm, solo hubo diferencia 

significativa en los foliculos con atresia 2 o atresia inicial (Fig 4). La electroforesis en 

gel del DNA extra ido de las células de la granulosa (Fig 5), confimnan que la 

degradación endonucieolitica, se incrementó con el progreso de la atresia. El patrón 

de fragmentación en escalera del DNA en células de la granulosa de foliculos 

pequeños con atresia inicial, fue consistentemente mejor definido (Fig 5 carril d) , que 

el patrón obtenido de las células de la granulosa de follculos >6mm con el mismo 

grado de atresia . 

La Figura 6, muestra los resultados del análisis citofluorométrico bivariado, 

realizado en las células de la granulosa, incubadas en un sistema compuesto por 

Anexina V-File e IP. Las células en la fase inicial de la apoptosis se caracterizan por 

conservar la integridad de su membrana y por la translocación o inversión de 

fosfatidilserina que normalmente se encuentra en la cara interna de la membrana, 

hacia la cara externa. De tal manera que las células apoptóticas incubadas en 

presencia de IP y Anexina V-File, sólo mostrarán fluorescencia debido a la unión de 

la Anexina V-File a la fosfatidilserina . Anexina V-File , también se une a las células 

necróticas, aunque en ese caso la unión se debe tanto a la translocación de la 

fosfatidilserina como a la pérdida temprana de la integridad de la membrana celular, 

de manera que en las células necr6ticas así como en la apoptosis avanzada, la 

fluorescencia de Anexina V-File, será acompañada, por la fluorescencia roja 
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producida por la unión de IP al DNA celular. La Figura 6A, representa un citograma 

de células de la granulosa obtenidas de un folículo no atrésico. La mayorla de las 

células, se observaron en el cuadrante inferior izquierdo, lo cual quiere decir que se 

trata de células sanas que excluyeron el IP y que son negativas a la tinción con 

Anexina V-FITC, hubo un importante número de células positivas a Anexina V 

(cuadrante inferior derecho) , indicando la presencia de células apoptóticas, y muy 

pocas células se encontraron en el cuadrante superior izquierdo que evidenciaran 

células necróticas en este tipo de folículos. En la Fig 68, en el que se presenta el 

citograma de un follculo con atresia 2, se puede ver que coexisten células sanas, 

apoptóticas y necróticas. En la Tabla 3, se presentan los porcentajes y la estadistica 

del análisis fiuorocitométrico bivariado de todos los foil culos estudiados. Como puede 

observarse en esta tabla , la apoptosis y en menor porcentaje la necrosis, siempre 

está presente en aquellos folículos clasificados como sanos (atresia 1). El número de 

células de la granulosa vivas (Anexina V-/IP-), disminuyó constantemente, mientras 

que el número de células apoptóticas(Anexina V+IIP-) y necróticas (Anexina V+/IP+) 

aumentaron significativamente con el avance de la atresia. 

La apoptosis fue el mecanismo de muerte más común en los follculos 

pequeños , ya que los porcentajes de células apoptóticas en estos folículos fueron 

consistentes y significativamente (p<O.05) más altos que los porcentajes de células 

necróticas. En los folículos >6 mm, la atresia avanzada se caracteriza por una 

proporción significativamente más alta de células necróticas (Anexina+/IP+) que de 

células apoptóticas (Anexina +/IP-). 
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Fig. 5.- Electroforesis en gel de agarosa de DNA de células de la granulosa 
obtenidos de folículos de normales y atrésicos de oveja. Después de la electroforesis 
a 2V/cm por 16 h, el gel se tiM con ioduro de propidio y observado bajo luz UV 
usando un analizador de imágenes digital. Carril a, marcador de DNA, carril b, DNA 
obtenido de folículos no atrésieos (grupo 1) de 3-6 mm. Carril e, DNA de follculos eon 
atresia inicial (grupo 2) de 3-6 mm. Carril d, DNA follculos de 3 a 6 mm con atresia 
inicial. Carril e y f, DNA de folículos 3a, >6mm y 3-6 mm respectivamente. Carril g, 
DNA de follculos 3b >6 mm. 
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Fig. 6.- Análisis bivariado de la fluorescencia de células de la granulosa de 
foliculos normales y atrésicos (3 a 6 mm.), con anexina V-FITC e IP. La fig. 6 
A representa el diagrama células de la granulosa de foil culos no atrésicos. 
La mayoria de las células se observan en el cuadrante inferior izquierdo, 
excluyen IP y son negativas para Anexina V, de manera que pueden ser 
consideradas células sanas, se observan algunas células apoptéticas, 
Anexina V(+) y IP(-), No se ven células necróticas IP(+) en el cuadrante 
superior derecho. La figura 68 representa el diagrama de células de la 
granulosa obtenidas de follculos con atresia inicial , se puede observar que 
coexisten células de la granulosa sanas (cuadrante inferior izquierdo), 
apoptéticas (cuadrante inferior derecho) y necróticas (cuadrante superior 
derecho). 
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Tabla 3. 

Distribución del porcentaje de células de la granulosa de folículos 
pequeños (3-6 mm, grandes (> 6 mm), sanos y atrésicos de oveja, 
obtenidos del estudio bivariado Anexina V·FITC/IP por citometria de 
flujo. 

Los datos representan el promedio ± la desviación estándar, la n indica 
el número de casos. 
Las letras diferentes significan que hay una diferencia significativa 
(p<O.05) (ANOVA y prueba de Tukey) 
El asterisco que precede al número indica una diferencia significativa 
(p<O.05) (t de student) entre el porcentaje de células apoptóticas y 
necróticas en el mismo tipo y tamaño de foliculo. 
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5.- DISCUSION. 

Nuestros resultados confirman que la utilización del microscopio estereocópico 

como criterio utilizado para la clasificación de la atresia de los folículos de oveja es 

satisfactorio (Garcia et al.. 1997). Observaciones histológicas con doble tinción (Moor 

et al ., 1978; Braw and Tsafriri , 1980) en folículos de diferentes estadios de atresia 

mostraron una buena correlación con la clasificación macroscópica realizada 

simu~áneamente . Los resultados de este trabajo están totalmente de acuerdo con los 

de Moor et al (1978), quienes encontraron que la clasificación macroscópica e 

histológica de foliculos normales y con atresia avanzada, coincidieron en el 95% de 

los casos. Estos criterios morfológicos tienen también una buena correlación con la 

concentración de hormonas esteroides en el liquido folicular. La concentración de 

estrógenos en el líquido folicular disminuyó conforme aumentó el grado de atresia, 

mostrando un coeficiente de determinación elevado y altamente significativo 

(R'=0.73, p<0.001) con el estado de atresia establecido por los criterios 

macroscópicos. La relación P .lE" aunque con un coeficiente de determinación 

menor (R' =0.53, p<0.001) , también fue un indicador de la correspondencia entre la 

clasificación macroscópica de los folículos y lo establecido como criterios 

endocrinológicos para el avance de la atresia. 

La correlación entre la clasificación macroscópica de atresia folicular y algunos 

parámetros bioquimicos que se han señalado como diagnósticos de este proceso, 

han sido recientemente utilizados por algunos grupos de investigación (Hughes and 

Gorospe, 1991 ; Tilly et al., 1992). Nuestros resultados, en general están de acuerdo 

con los estudios morfométricos y hormonales realizados por Murdoch (1992) y por 

Tillyet al. , (1992). Murdoch (1992) , en ovejas sincronizadas, pudo seleccionar de 

esta manera foil culos antrales destinados a la ovulación y follculos atrésicos. Estas 

investigaciones indicaron que los folículos que se volverían atrésicos, tuvieron una 

menor capacidad para producir estrógenos inmediatamente después de su 

estimulación con LHRH además de alteraciones significativas en su producción de 

progesterona. En los porcinos la disminución en la concentración de estrógenos en 
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líquido folícu lar pudo ser correlacionada con la presencia de evidencias morfológicas 

de atresia, tales como fragmentación internucleosomal de DNA y disminución en el 

RNAm de 2.6 Kilobases que codifica una especie de aromatasa (Tilly et al. , 1992). 

La integridad de la membrana plasmática es fundamentalmente preservada durante 

la apoptosis, sín embargo, la estructura ylo la función de la membrana plasmática 

puede estar modificada desde el paso inicial de este proceso. La externalización de 

residuos de fosfatidilserina (PS) y la concomitante pérdida de la simetría de los 

fosfolípídos de la membrana, es consíderada actualmente como uno de los eventos 

más tempranos en la apoptosis. En este trabajo, se ha mostrado que el sistema 

f1uorocitométrico que utiliza simultáneamente IP y Anexina V marcada con 

Isotiocianato de Fluoresceína, puede ser usado para hacer el seguimiento de la 

muerte celular de las células de la granulosa durante el proceso de la atresia en los 

folículos antrales de diferentes tamaños. En todos los folículos estudiados, atrésicos 

y no atrésicos, se encontraron núcleos cuyas afinidades tintoriales por el IP y la 

Anexina V-FITC mostraron caracteristicas de células apoptóticas y células 

necróticas. En los folícu los no atrésicos, el porcentaje de células apoptóticas 

(Anexina V-FITC +IIP-) fue dos veces más alto que el porcentaje de células 

necróticas, alcanzando valores tan altos como del 10%. 

Se conoce poco sobre los eventos que acompañan las etapas tempranas del 

proceso de la necrosis que Majno y Joris (1995) llamaron "oncosis", sobre todo 

aquellos cambios que permitan su reconocimiento por citometría de flujo. La 

determinación de la integridad de la membrana plasmática no es suficiente para 

distinguir entre necrosis y apoptosis tempranas porque la integridad membranal es 

aparentemente preservada al comienzo de ambos procesos. La edematización o 

ampollamiento ("blebbing" o más adecuado "budding") de la célula se describe 

usualmente como una característica de la apoptosis, pero también puede ser 

observado durante la necrosis. Las alteraciones en las funciones mitocondriales ylo 
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el hinchamiento de las mitocondrias podria ser un factor diferencial (Darzynkiewitz et 

al ., 1997), pero actualmente se sabe que puede estar presente en la etapa temprana 

de ambos mecanismos de muerte celular (Columbano, 1995; Zanzami et al. , 1997; 

Lemasters et al. , 1998). La necrosis puede estar acampanada de picnosis o 

distribución en forma irregular de la cromatina formando áreas irregulares de 

condensación que son morfol6gicamente indistinguibles de la picnosis, mientras que 

la apoptosis, por el contrario, puede ocurrir sin picnosis clara y, sobre todo. sin 

rompimiento internucleosomal, ni evidencias de degradación del DNA (Zamai et al. , 

1996). El estudio de la integridad lisosomal, con el uso de marcas meta cromáticas 

como el naranja de acridina (Traganos y Darzyynkewicz 1994), además de no 

proporcionar datos cuantitativos no siempre permite identificar células en estadios 

tempranos de muerte (Darzynkiewitz et al. , 1997). Estos hechos resaltan la 

importancia del presente estudio, ya que como se demostró, una caracteristica 

fácilmente cuantificable en la necrosis temprana podrla ser la liberación de enzimas 

lisosomales hacia el compartimento citoplásmico de la célula, sin que 

necesariamente se rompa la membrana celular. En el caso particular de la atresia la 

liberación de actividades hidrolíticas ocurre hacia la fracción del líquido folícular libre 

de células, lo cual se puede realizar por la simple modificación de las caracteristicas 

de permeabilidad de la membrana celular. De hecho la presencia de actividad 

enzimática tanto en el líquido folicular como en la fracción intracelular libre 

correlaciona con el porcentaje de células que mostraron tinción con IP en el estudio 

bivariado de la citometrla de flujo. Sin embargo, esto es considerablemente más 

demostrativo en las diferencias encontradas entre los folículos pequeMs y grandes 

que experimentan atresia, dejando claro que, aunque la apoptosis y la necrosis están 

presentes simultáneamente en la atresia folicular, la necrosis mostró ser el 

mecanismo dominante de muerte celular en las células de la granulosa obtenidas de 

los faUeules atrésicos mayores de 6 mm, mientras que su participación en los 

foliculos pequeMs demostró ser mucho menos importante. La prevalencia de la 

necrosis sobre la apoptosis en los folículos con atresia avanzada , ayuda a explicar 

algunas reacciones inflamatorias observadas durante la atresia (Bukovsky et al 1979; 
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Murdoch, 1992) Y justificarian el hecho de que se acumulen macrófagos 

preferencial mente en este tipo de folículos (Gaytan et al 1998). 

La presencia simultánea de varios modos de muerte celular en las células de 

la granulosa durante la atresia folicular ha sido previamente establecida. Kovacs et al 

(1992) sugirieron que la necrosis es la forma de muerte dominante en los folículos 

atrésicos de la gansa. D'Herde et al (1996), observaron tres vlas de muerte celular 

durante la atresia en los foliculos de la codorniz: apoptosis, necrosis y 

autofagocitosis. Si consideramos que la autofagocitosis, es el resultado de un 

incremento en la síntesis y liberación de hidrolasas lisosomales hacia el citoplasma, 

los resultados de D'Herde et al (1996) pueden ser completamente compatibles con 

los de este trabajo. 

La hipertrofia de la teca, las alteraciones vasculares y la infiltración de células 

inflamatorias (Greenwald y Roy, 1994; Murdoch, 1992) son importantes puntos de 

referencia anatómicos en la atresia folicular. Son particularmente interesantes para 

nuestro estudio los resultados de Murdoch (1992) con relación al área de la teca 

intema ocupada por la red vascular. Los requerimientos en el incremento de flujo 

sangu ineo para el desarrollo de los foliculos después de la producción del pico de 

LH, queda demostrado porque se presenta un incremento de más de 3 veces en este 

parámetro entre las O y las 12 horas después de la aplicación de LHRH. En los 

resultados de Murdoch (1992) queda muy claro que la vasodilatación de los vasos de 

la teca en los tiempos arriba mencionados, fue significativamente menor (p<O.05) en 

los folículos destinados a la atresia. De acuerdo a esta investigación, durante los 

estadios tardlos de la atresia el flujo sanguineo puede encontrarse profundamente 

comprometido. En las aves, el rompimiento de los vasos sangulneos de la teca y la 

infiltración sanguinea preceden a cualquier cambio histológico demostrable en las 

células de la granulosa de folículos atrésicos (Gilbert et al. , 1985). Hubbard y 

Greenwald (1985) y Greenwald (1989), también han mostrado que la atresia es 

acampanada por una severa reducción de la vascularidad folicular, fenómeno que 

parece preceder al colapso total de la capa granulosa. Por lo tanto se puede 

81 



considerar que uno de los eventos tempranos que ocurren cuando un folículo queda 

comprometido para seguir el camino de la atresia , puede ser la ruptura vascular 

temprana (Gilbert et al. , 1985, y Hirshfiel 1991) acompañada de hipoxia folicular, 

particularmente de la ineficiente difusión de oxigeno y otros componentes 

sangulneos hacia las células de la granulosa más alejadas de la pared del folículo 

(Hirshfield 1991 ; Murdoch, 1992). Estos factores serán tanto más importantes cuanto 

mayor sea el número de capas de células de la granulosa en los folículos grandes, o 

preovulatorios. Es pues posible proponer que la isquemia folicular tiene 

consecuencias más profundas en los folículos grandes que en los foliculos 

pequeños. Esta hipótesis se sustenta porque en nuestros resultados las células 

apoptóticas (Anexina V+ I IP-) predominan sobre las necróticas en los folículos 

pequeños, mientras que en los folículos > 6 mm, las células necróticas (IP+) tienden 

a predominar sobre las apoptóticas. Esto también está sustentado por la diferencia 

significativa encontrada entre los foliculos pequeños (3-6 mm) y grandes (>6mm), 

con relación al comportamiento de las actividades de enzimas lisosomales libres, 

tanto en el líquido folicular como en el compartimento citoplásmico de las células de 

la granulosa. 

Este estudio presenta evidencias de la presencia simultánea de células 

necróticas y apoptóticas en poblaciones de células de la granulosa obtenidas de 

todos los estadios de maduración y grados de atresia , incluyendo los folículos que 

pueden ser considerados como no atrésicos por su valoración histológica y por la 

concentración de estrógenos en su líquido folicular. La presencia de células de la 

granulosa apoptóticas en folículos clasificados como sanos ha sido establecido 

previamente (Guthrie et al., 1995; Jolly et al 1994; Blondin et al 1996; Jolly et al 

1997). En este trabajo la presencia de apoptosis en folículos sanos está indicada por 

un importante número de células de la granulosa que son Anexina( +), muestran 

concentraciones de DNA hipodiploide y tienen un patrón electroforético caracteristico 

de rompimiento internucleosomal. 
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Blondin et al (1996), de acuerdo a la determinación histológica de picnosis y a la 

presencia de mitosis en las células de la granulosa, ha descrito la evolución de la 

atresia folicular en tres fases: 

Follculos no atrésicos «5% de núcleos picnóticos. >10% de mitosis). 

Foliculos inicialmente atrésicos (>5 y <15% de núcleos picnóticos. <10 y <5 % 

de mitosis) . y 

Foliculos atrésicos (>15% de núcleos picnóticos. prácticamente ausencia de 

mitosis) . 

Estas mismas clases pero determinadas en este estudio por citometría de flujo , 

fueron aproximadamente <10%, 10-30% Y > 30% de células en la región Ao. Guthrie 

et al (1994) , clasificaron fo llculos porcinos como bioquímicamente sanos o atrésicos 

usando la presencia de 10% de células en la región Ao como punto de referencia. 

Nuestros datos concuerdan con estos resultados. El punto de corte entre folículos 

sanos y el comienzo de la atresia en nuestro estudio fue 9.2:t2 .8 % de células que 

muestran unión a Anexina V y 7.0:t1 .9 % de células con DNA hipodiploide 

caracteristico de las células apoptóticas. La necrosis, aunque menos importante que 

la apoptosis, también está presente en los follculos sanos del grupo 1 como lo 

evidencia la presencia de células de la granulosa IP(+) y la presencia de actividad de 

enzimas lisosomales en compartimentos extra lisosomales de las células de la 

granulosa y en el liquido folicular. Nosotros sugerimos que la presencia de células 

muertas en todos los estadios de la maduración folicular indica que la población de 

células de la granulosa, durante el crecimiento y la maduración folicular están en 

continuo recambio, descartándose las células viejas por necrosis, pero 

fundamentalmente por apoptosis. Las perturbaciones en las modificaciones 

fisiológicas de este delicado equilibrio entre la muerte y la prol~eración de las células 

de la granulosa pueden llevar al folículo a la atresia. Esta posibilidad es reforzada por 

los resultados de Murdoch (1992) que mostró que la picnosis de las células de la 

granulosa se incrementó significativamente en folículos pre-ovulatorios entre 12 y 24 
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hr después de la aplicación de LHRH sin diferencias significativas por la clasificación 

de atresia o no atresia del folículo. 

Nuestros resultados también muestran que el progreso de la atresia 

comprende el aumento en el porcentaje tanto de necrosis como de apoptosis de las 

células de la granulosa. Estos resultados pueden sostener la hipótesis de que, como 

se ha establecido en algunos otros sistemas, la muerte de las células de la granulosa 

durante la atresia es iniciada por un mecanismo común que depende de la alteración 

del potencial transmembranal mitocondrial (Columbano, 1995; Zanzami et al, 1997; 

Lemasters et al 1998; Renvoizé et al 1998). En los folículos pequeños, donde la 

disminución del flujo sanguíneo es insuficiente para producir hipoxia en las células de 

la granulosa (Murdoch 1992), puede progresar la atresia bésicamente a través de la 

apoptosis (Richter et al., 1996; Leist et al., 1997; Tsujimoto et al. , 1997). La 

disminución en el flujo sangulneo en los folículos grandes puede ser suficiente para 

comprometer la producción de ATP, produciendo la necrosis de las células de la 

granulosa como un importante y. en algunos casos, como la más importante via de 

muerte celular (Leist et al 1997; Tsujimoto et al., 1997). También es importante hacer 

notar que la iniciación del proceso de atresia en los foil culos pequeños y grandes 

está acompañada no sólo por la liberación de actividades enzimáticas lisosomales al 

compartimento citoplásmico de la célula, sino también por un incremento en la 

cantidad de actividad enzimática fija a la membrana celular en ambas enzimas 

estudiadas. Este hecho, no solamente indica la liberación o la activación de las 

enzimas , sino también un aumento significativo en la sintesis de enzimas 

lisosomales con actividad hidrolitica que puede ser necesaria durante la iniciación de 

la muerte celular. 

Los lisosomas han sido involucrados en algunas funciones importantes 

relacionadas con la fisilogía ovárica, incluyendo la regulación hormonal (Dougherty et 

al ., 1982; Kornfeld , 1987), particularmente durante la maduración folicular 

(Ballesteros et al. , 1992; Murdoch, 1992), y la atresia (Narimoto et al 1985;Wise, 
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1987; Woessner et al ., 1989; D'Herde et al. , 1996). Nuestros resultados indican que 

la apoptosis de las células de la granulosa puede ser otro de los procesos en el cual 

la participación de las enzimas lisosomales pueden ser importante. La apoptosis ha 

sido caracterizada como un proceso que depende de numerosas enzimas 

catabólicas, generalmente hidrolasas (Zanzami et al. , 1997). La membrana 

mitocondrial, la nuclear, as! como la laminina y otros complejos intracelulares sufren 

degradación proteolitica seguida por la fragmentación del DNA producida por 

nucleasas especificas (Darzynkiewicz et al, 1997). Algunas de las proteasas 

apoptogénicas (Líu et al 1996; Anjum y Khar, 1997) involucradas en este proceso 

pueden ser de origen lisosomal como ha sido demostrado en el caso de la aspartil

endopeptidasa o catepsina D (Dhanasekaran and Moudgal, 1989), 

Desde este punto de vista resulta interesante correlacionar estos resultados 

con aquellos previamente publicados en relación a los cambios en la actividad 

proteolítica en el liquido folicular durante el desarrollo del foliculo y la atresia 

(Rosales et al 1990). En la cerda (Hamabata et al 1994; Besnard et al 1996) ocurre 

un dramático incremento en la actividad proteolltica en el liquido folicular durante el 

crecimiento folicular. También se ha descrito un aumento en la actividad proteolítica , 

junto con un incremento en la proteína 3 unidora del factor de crecimiento insulinoide, 

en el liquido folicular de la oveja durante la atresia (Besnard et al, 1997). Los estudios 

de Líu et al (1993) en la rata y de Chandrasekher et al. ,(1995) en el humano, indican 

que estas proteasas pueden ser derivadas de las células de la granulosa pudiendo 

ser la expresión de daño en la membrana de estas células Sin embargo una 

disminución significativa en esta clase de actividad ha sido reportado en el liquido 

folicular durante el desarrollo de la atresia en los follculos de la cerda (Besnard et al 

1997), Estos resultados contradictorios indican que algunos procesos bioqulmicos 

que participan en el crecimiento y la atresia folicular son seguramente especie

especificas. 
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6.- CONCLUSIONES 

Las evidencias de los ultimas años han permitido concluir que la diferenciación 

entre apoptosis y necrosis en sistemas in vivo no es tan simple como se pensó hace 

algunos a~os . La amplia gama de estudios altamente selectivos en sistemas in vi/ro 

ha permitido ampliar los conocimientos sobre los procesos que se siguen en ambos 

tipos de muerte, sin embargo, en algunos mecanismos como es el caso de la atresia 

folicular se han extrapolado algunos eventos que han ocasionado una generalización 

inconveniente, debido a que los procesos bajo condiciones patológicas o fisiológicas 

que se observan en la vida animal, son mucho más complejos. 

Nuestros resultados, as! como los de otros investigadores en diferentes especies 

animales presentan fuertes evidencias de la muerte celular por apoptosis en las 

células de la granulosa durante la atresia folicular en la oveja, sin embargo, los 

resultados de este trabajo demuestran que la necrosis también tiene un importante 

desempe~o en la evolución de este proceso, y que ha sido injustamente negado por 

otros autores. La necrosis tiene una particular importancia en la atresia de los 

folículos grandes preovulatorios. Nosotros podemos proponer que la activación 

especifica de enzimas lisosomales hidrolíticas , particularmente algunas proteasas 

(catepsina Dj, pueden estar involucradas en la degradación de estructuras 

intracelulares que acompa~an a las fases iniciales de la apoptosis. Este es un 

aspecto de la hipótesis sobre el origen común de la muerte celular que deberia 

merecer una importante atención. Finalmente la presencia de células muertas en 

todos los estadios de la maduración folicular indica que el crecimiento y la 

maduración de los folículos ováricos requieren una renovación continua de las 

células de la granulosa, reguladas por la apoptosis. Los mecanismos que regulen 

este equilibrio pueden participar en el destino final entre la ovulación y la atresia de 

los follculos ováricos. 
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A BSTRACT 

2 

3 The dilTerential quantitat ive part icipation of apoptosis and necrosis in ewe antral fo Hicles of two different 

4 sizes, separated in four stages of atresia using macroscopic, hislologic and esteroid quanti fication methods 

5 was assessed. Annexin V binding and propidium iodidc (PI) uptakc was used lO detect hcahhy livc ceUs 

6 (A nnexin V posiliveIPl negative), early apoptolic cells (Annexin V+/PI-) and necrOlic or late apoptolic 

7 cells (PI+). Additionally we used internucJeosomal DNA fragmentation as a quantitative eslimate of 

8 apoptosis. Presence and distribution of Iysosomal enzymes in fo ll icular fluid and granu losa ce lls were used 

9 as a mcasure of necrotic eell death. Our results indicale Ihal apoplosis predominatc over necrosis in srnall 

10 alrelic follicles. On the conlrary. necrosis may be as important, or more imponanl Ihan apoptosis during 

1 I atresia of large and pre-ovulalory foHicles. Our results support lhe hypothesis that granulosa cel! death, 

12 apoplosis and necrosis during fo llicu lar atresia, are simullaneously inilialed by penurbations of the 

13 milochondrialtransmembranc potentia!. Specific syn thcsis of sorne Iysosomal hydrolylic enzymes may be 

14 involved during the degradalíon of inlracellular struClures ¡hal accompany the initial phases of apoplosis. 

15 The presence of dying cells al all stages of follicular malUrat ion indicates lhal growth and maluralion of 

16 ovarían foHicles in volves a conlinuous renewal of granulosa cells, regulated by apoplosis. Mechanisms 

17 regulating this equilibrium may participale in Ihe final destiny, whelher ovulalion or atresia of ovarian 

18 fo llicles. We conclude Ihal cornbination of Ihe proposed rnelhods conslitute a bettcr way to analyze cell 

19 dcalh mechanisms, nol only in foHic les of different sizes and during the diffcrcnt stages of follicular atrcsia, 

20 but in many Olher celtular rnodels. 

21 

22 Key Wo rds: FoJlicular growlh, Atresia, apoptosis, necrosis, Iysosomal ellzymes. 

23 
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2 INTRODUCTlON 

3 

4 In addition to Ihe imponant role cell death plays in many biological processes, ils study in ilselC has 

5 become the focus of interest for numerous rcsearch groups. Th is growi ng interesl is fundamentally directed 

6 lowards the discrimination between the dilTcrent modes of cel! death, panicularly between necrosis and 

7 apoplosis, and answers lO Ihe fact Iha! apoplosis, and pcrhaps necrosis, can be pharmacologically modificd 

8 lo modu lale Ihe propensity of Ihe cells 10 die as an answer 10 ¡ntrinsic andlor eXlrinsic signals 

9 (Schwanzman and Cidlowski , 1993 ; Darzynkiewicz et al., 1997; Renvoizé, el al., 1998) . Currently, several 

10 authors agrcc Ihat cell death can be produced by one of!hree mec hanisms, namely: necrosis, apoplosis and 

11 prograrnmed cel! death. Programmed ceH dealh is imponant for explaini ng the required and genelically 

12 programmed death of specific ce ll groups during normal tissue lurnover, embryonic development and 

13 differentiation. Although apoplosis is an active genclically rcgulatcd process, il must be dislinguished from 

14 programmed cell dealh, becausc apoplOsis is nOI always programmed and nOI always "intrinsic" , bUI 

15 induced by extrinsic pathological sl imu li (Thompson, 1995 ; Columbano, 1995; Renvoizé, el aL, 1998). 

16 

17 The paradigmatic differences between apoptosis and necrosis have been frequenlly slresscd by numerous 

18 researchers (for a revicw sce Darzinkiewicz el al, 1997). However, Majno and loris (199 5), and Levin 

19 (1995) have ca lled our attcnlion towards Ihe complex itics found when trying 10 categorizc Ihe differcnt celJ 

20 dealh modes, or when trying 10 define Ihe lime scale of Ihe morphological and biochemica l modificalions 

21 thal in¡ tiale and accompany ceH demise. [n cITCC!, Ihe draslic differences bctwecn apoplosis and necrosis 

22 have been oblained by the experimental induction of cell dealh in highly se lected, simple, in lI itro systems. 

23 It is interesting 10 note thal in physiological and palhological processes involving ceU dcath, Ihere normally 

24 coex isl both apoptolic and necrolic cells (Kerr el al. 1987; Huschlscha el a l. 1994, Darzynkiewicz el al., 

25 1997). There are numerous cxamples where Ihe pattcm of cel] dealh in i ll \ ,j\ ,O proccsscs does nOI resemble 

26 conventional apoptosis or necrosis, but oRen has characlcristics ofbol h (sce Darzynkicwicz el al., 1997). 

27 
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Recent studies have shown Ihat Ihe differences bctween apoplosis and necrosis have been overstressed 

2 (Collins el al, 1992), pointing out Ihat both lypeS of cel! dealh generally occur al the same time in tissues or 

3 cells exposed lo Ihe sarne pathological stimul i. Toxic or ischernic condilions usual1y relatcd 10 nccrotie eell 

4 dealh, can be found associated 10 apoptosis (Darzynkiewic.z et al., 1997). Specific markers deve loped for 

5 recognizing cells experimenting programrned ceH dealh IIre ex pressed by fibroblast submitted lO direct 

6 loxic or physical injury, and therefore, expected 10 die by necrosis (Femández el al., 1994), indicating tha! 

7 apoptosis and necrosis share similar biochemical properties. Heat trealment, a stimulus commonly related 

8 10 necrosis, produces a decrease in Ihe proportion of cycling cells, and an increase in Ihe proportion of ce!! 

9 containing hypodiploid amounl of DNA (Dyson el al., 1986), changes specifically relnted lO apoptosis 

10 (HuschlSCha el al, 1994). These findings have led 10 Ihe reeenl proposilion thal apoplosis and necrosis can 

11 be produced by Ihe sarne palhologieal sl irnuli (Shimizu el al. , 1996: Renvoizé el al., 1998) and represenl 

12 Iwo extremes ofa unique pathway lO cell death (Lemaslers el al., 1998; Renvoizé el al., 1998), iniliated by 

\3 Ihe process referred 10 as rnitochondrial permeability transition (Col umbano, 1995; Zanzami el al., 1997; 

14 Lemaslcrs el aL , 1998). The final road 10 ce ll dealh wil! be detenni ned by Ihe intensity ofthe initial damage 

15 (Shimizu el al., 1996; Lemasters et al., 1998), the panicularitics of speci fic cell encrgy melabolism 

16 (Lemaslers el al., 1998), and Ihe availability of intracellular ATP (Richler el al., 1996; Leisl et al ., 1997; 

17 Tsujimoto, 1997). 

18 

19 Follicu lar atresia is the process by which mOSI ofthe oocytes presenl in the ovary at the moment ofbirth are 

20 lost during further development. Follicular alresia is inilially rnanifesled by dead of the granulosa cells, i.e. 

21 cells which coat the interior of the ovarian follicles and participate in Ihe maintenance of Ihe maluring 

22 oocyte. On Ihe other hand, oocytc degeneration occurs until Ihe last stages of atresia (Driancoura, 1991). In 

23 relation lo the mechanism of cell dealh, one of the most important advances in the underslanding of 

24 follicular atresia has been Ihe demonstration Ihal Ihe major cause of granulosa cell dealh may nol be 

25 necrosis, but apoptosis (TilIy el al., 1991 ; Hughes and Gorospe, 1991; Tilly el al. , 1992). ¡"Iowevcr, Ihere 

26 are findings Ihat support the idea that more than one mode of cell dealh participales in Ihe process ofatresia 

27 (Peluso el aL , 1981; Kovacs el al., 1992 ; D·Herde et al., 1996). The panicipation ofnecrosis in Ihe early 

28 phases of Ihe atretic process may be supponcd by the knowledge that leukocytes (Bukovsky et al, 1979; 
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Hirshfield, 1991), cytoloxic T Iymphocytes (Greenwald and Roy, 1994), and macrophages (Gaylan el aL, 

2 1998) invade Ihe granulosa as a pan of Ihe developmenl of Ih is process, indicaling Ihe active pan icipalion 

3 of cenain inflammalOry cells. In addil ion, although sorne evidence ex isls indicating mat Ihe mechanism of 

4 atresia may differ in differenl Slages of Ihe process, or in Ihe way atresia develops in fo llieles of different 

5 dimensions (Luciano el al., 1994; Palumbo and Yeh, 1994; Amsterdam el al ., 1998; Kim el aL, 1998; 

6 Gaytan el al. . 1998; Li et al. , 1998), no specific effort has been made 10 quantitatively study Ihe 

7 involvement of apoplosis and necrosis in follic les of difTerent sizes and in difTerent stages of alresia. In 

8 view of all these (acIs, we condude thal it was neeessary lo enhance our knowledge aboul the participation 

9 of different ways of granulosa cell dealh during the process offoll ieular atresia. 

10 

1I Using a slereoscopic microseope il is possible lO idenlity the progress of alresia in dissected ovarian 

12 folliel es in ewe, 50\\1, and cow (Greenwald and Roy, 1994). We have reeently extended Ihis possibi lity 10 

13 Ihe maeroseopic classificalion of ovarian follicles of d ifTerent sizes in the goal (Rosales et al., 1990; Garcla 

14 et al., 1996). This teehnique may be readi ly used 10 obmin quantilalive infonnalion on Ihe panicipation of 

15 apoplolic and neerotic ccU dcalh during the progress of foll icular atresia in anlral follicJes of different sizes. 

16 This approach will requ iTe Ihe aceurate quantificalion ofapoptolic and neerolic granulosa cells in difTerent 

17 stages oflhe process. Morphologieal stodies are difficult and inaccurale for obtaining reliable, reproducible 

18 and quantilative estimales of apoptosis and/or necrosis in heterogeneous ce H populations. Several flow 

19 cytomerric procedures, as well as the presence of DNA fragmcnts in agarose ge l electrophoresis, oITer the 

20 possibility of precise qU3mifications of Ihe apoptotic changes involved in granulosa cell dealh during 

21 fo llicu lar atresia. Unfortunately, Ihere is liule information on reliable lechniques for quanlifying the number 

22 of cells afTeeted by nccrosi. Most ofthe proposed procedures rely more 011 Ihe demonstralion oflhe absence 

23 of apoplosis man on the assessment of the presence of necrosis. 

24 

25 In thi s slUdy \\le assessed rhe differcnlial quantital ive panicipation of apopt05is and necrosis in ewe anlral 

26 foHicles of two ditTerent sizes. separdled in four slages ofatresia using maeToscopic, histologic and esteroid 

27 quanlification melhods. In arder lo do Ihis. we decided : lo use in OUT sludy of granu losa cell dearh during 

28 alresia, the Propidium lodide (PI)/Anncxin V bivariale analysis proposcd by Yermes el a!. , ( 1995). The 

5 
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binding of fluoresceinated Armexin V fO extemally exposcd PS in unfixed cells is a use fui tcchnique for 

2 detecting the very early stages ofapoptosis. Apoptotic cell s become reactive with Annexin Y afler Ihe onsel 

3 of chromatin condensation, bul prior lO Ihe loss of plasma mcmbrane abilily lo cxclude PI. Therefore, by 

4 slaining cells simultaneously wilh Ihe Annexin y ·nuorescein complcx and PI, it is possibJe to detect 

5 healthy live cells (Annexin V posilive/PI negutive). early apoptolic ce lls (Annexin V+/PJ.) and necrolic or 

6 late apoptotic ceUs (PI+) using flow cytometry. Addit ionalty we used intcrnucleosomal DNA fragmentalion 

7 as a quantilalive estimate of apoptosis. Many studies have shown tha! granu losa celts with hypodiploid 

8 DNA canlent are apoptotic and may represent a biochemical markcr for atretic follicles in several animal 

9 species (Guthrie el al. 1994; Hsueh, el al. , 1994: Blondin el al. 1996). We also introduced Ihe sludy ofthe 

10 modificalions in Ihe sub-<:elJular dislribulion of Iysosomal enzymes as a measurc of necrolic ceU dealh . In 

II necrosis, Ihe sweJling of Ihe ceU and of some other inlracellu[ar organelles, particularly milochondria and 

12 Iysosomes, is rapidJy followed by Iysosomal membrane rupture and rclcase of intracellular components, 

13 including hydrolytic enzymes. Presence of free Iysosomal hydrolytic activities in Ihe cell cytoplasm and in 

14 follicu lar nuid would be Ihe resull of lysosomal and granulosa ceH membrane rupture, or, al leasl, of 

15 granulosa ceH membrane leakage as a conscquence of cc llu lar necrosis. \Ve corrclaled Ihe dislribution and 

16 aClivilies of lysosomal enzytnes, togelher with Ihe binding of Annexin V and lhe presence of 

17 inlemucleosome DNA fragmenlalion, with Ihe progress of follicular atresia in foUicles of two difTcrcnl 

18 sizes. We propose that Ihe combination of Ihese methods wou ld be a better way to analyze ceU death 

19 mechanisms, nOI only in foHicles ofd ifTerent s i ze~ and during Ihe differenl slages offoll icular atresia, but 

20 in many other cellular models. 
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MATER IAL AND METHQDS 

2 

3 ReagcntS. Phosphate buffered Saline (PBS), Hepes ( ), Nonidet NP-40, RNase A, bromophenol blue, 

4 xylen cyanol, agarose, propidium iod ide. Triton X-lOO and dexarnetasone, estradiol and progesterone, and 

5 the Iysosomal enzyrne substrates: 4-mcthyl-umbetliferyl-N-acetyl-j}-D-glucosaminide and 4-methyl-

6 umbetliferyl-phosphale. were obtained fro m Sigma Chemieal Corporation (SI. Loui s, MO. USA). 

7 Proteinase K was obtained from Boehringcr Mannheim (Indianapolis. IN . USA). Ethanol, glycerol and 

8 Olher inorganie sallS were analytiea l degree or beller. oblained from Merck (Darmstadt, Gemlany). DNA 

9 QC partides were obtai ned from Becton Dickinson Systems (San José, CA. USA), U-937 human eclls were 

10 a kind gift from the Immunochem isl!)' Laboralo!)' al the Centro Méd ico Nacional sXX I, Instituto Mexicano 

I1 del Seguro Social. 

12 

13 Ovarics from non-pregnanl ewcs were obtained from a local slaughlerhouse and transported lo Ihc 

14 laborato!)' (transport time never cxceeded 30 min) in ice cold 0.15 M NaCl. Anlral follides were disseeled 

15 free from Ihe ovarian stroma and initially separaled by sizc in lo IwO groups: belween 3 and 6 mm, and >6 

16 mm. Follides were dissected free of slromal lissue and separalely elassified under a slereomicroscope 

17 (magnificalion X 120) fo llowing Ihe prcviously proposed eriteria (Rosales el al., 1990; Ballesleros el aL , 

18 1992) 10104 groups: "non·atrel i c~ (slage 1). inilially alrelic (slage 2), moderately atrelic (Slage 3a) and 

19 severely alrelic (stage 3b). On a regular basis. 2 or 3 follicles frorn cach class were randomly seleCled 10 be 

20 macroseopically and histologiealJy evaluated (Braw and Tsafriri. 1980; Moor et al., 1978; Garcia el aL, 

21 1997) in a double blind sludy. We have previously shown that Ihese rnacroscopic morphological criteria 

22 correlate adequalely wilh Ihl: hislologicaJ elassification of non-alrelic and atretic follicles and are nOI 

23 in fl ueneed by follicular size (Rosa les el al ., 1990; Ba llesteros el al., 1992; Garera et aL, 1997). However. in 

24 order lO improve on Ihe macroscopically performed c\assifieation, cstradiol (E2) and pTogeslcrone (P4) 

25 were determined by rudioimmunoassay (RIA ) in Ihe ccll·frec follieular fluid ofalJ Ihe folJides processed. 

26 

27 Once classified, fluid from each roll ic\e was colJected by flushing. Afier flushing, Ihe fo llides were cul 

28 open wilh small iris seissors and gemly scrnped wilh a blunt probe 10 inSUTe Ihe adequate recove!)' of 
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granulosa ceHs (Hirshficld et al., 1988; Ballesteros et al ., 1992; Guthrie el al., 1994). Care \Vas taken lO 

2 avoid contaminaling Ihe follicular fluid wilh blood. [n order lo oblain sufficient biological material 10 run 

3 the seleclcd experimental procedures, it \Vas neeessary 10 pool Ihe eonlenl5 of severa! follieles pertaining 10 

4 Ihe same size group and maeroseopieal cJassifieation (3 foHicles >6 mm, 3-5 fo Jlie les 3-6 mm). 

5 

6 Follieular eontenls were then processed lO recover ce1l-free folJicu lar fluid and granulosa eells (Ballesteros 

7 el al., 1992). Taking inlo eonsideralion thal apoplosis, as we1l as necrosis, may be induced by drastic 

8 procedures, the follicular conlents weTe initially cemrifuged allow speed, 600 x g for 10 min , for separaling 

9 Ihe granulosa eells. The supematams \Vere carc full y siphoned out and reeelllTifuged al 12000 x g for 20 min 

10 to ¡nsure Ihe absence of ce1ls from Ihe fo ll icular flu id. 

11 

12 Cell-free follicula r fluid was ulilized for assessing lysosomal enzyme activity (see below) alld sleroid 

13 contento Estradiol and progesterone were measured by RJ A in Ihe ee ll- free folticular flu id using a no 

14 extraction, solid phase, highly spe1:ific RIA (Coal-A-Count kit, Diagnoslic Produets Corporation, Los 

15 Angeles, CA). SampIes ""ere Slored al -20"C and batch-processcd. Afier sIow thawing al room lemperalure, 

16 the samples were appropialely diluled and processed in duplicate. following the manufacturer's instruclions, 

17 with variations coeffi ciellls equal 10: 6.34% and 4.28% intra-assay, and 5.94 and 5.13 inter-assay, for 

18 estradiol and progesterone, respeetively. The deteclion limits were 8 pgfml for estradiol and 20 pgfml for 

19 progeslerone. 

20 

21 Granulosa cells were washed twice by centrirugation, 500 x g for 10 min al 4°C. using 600 ~l ofphosphale 

22 buffered (0.01 M) saline, pH 7.4 (PBS), resuspended in 600 ~ I of lhe same solution and eounted using a 

23 hemocytometer. Granulose eell suspensions were divided inlo Ihree aliquols for Ihe measurement of 

24 Iysosomal enzyme aClivities, DNA Cragmentation and Annexin V binding. Sinee apoptosis is a very rapid 

25 and dynamic process, all the tests used for measuring it were performed as quickly as possible, while 

26 enzymatie delenninations were generally done on the following day. 

27 
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The first a1iquol of granulosa eclls was processed using the methods previously deseribed (Ballesteros el 

2 al. , 1992), for measuring "free" and intralysosomal-plus membrane-bound fraetional activities ofN-acetyl-

3 ¡3-D-glucosaminidase and aeid phosphatase. Enzymatic activities were measured Ouorometricatly in 

4 granulosa cell homogenates and in cell-free follicular Ouid, following the enzymatic releasc of 4-methyl-

5 umbelliferone from adcquate substrates following the methodology described by Rosado et al. (1977), and 

6 modified by Ballesteros el al. (1992). Measuremenls were done in a Perkin-Elmer MPF-3 spectrophoto-

7 fluorime ler. 

8 

9 The second aliquot was used to sludy DNA fragmelllation following the procedure proposed by Gong el al. 

10 (1994). This Icchnique permits Ibe cytonuorometric determination of fraclional DNA conten! and the 

11 electrophorelic analysis of the presence of endonucleolytic DNA degradation in the same population of 

12 granulosa cells. BrieOy, 100 ¡.tI of granulosa cel! suspension (1 x 106 ce lis) was mixed with l mi 70% 

13 elhanol. The cel! suspensions were stored in Ihe fixalive al 4°C for 72 h and Ihen (he cells were recovered 

14 by 5 min, 4°C centrifugation al 800g. Ethaool was thoroughly removed. The cell pellets were resuspended 

15 in 40 ul of a 1 :24 (VN) mixture of 0.1 M cilric acid and 0.2 M phosphale buffer, adjuslcd to pH 7.8, 

16 a110wed lo stand al room temperalure for 30 mio and then cenlrifuged al 1000g for 5 min at room 

17 lempcralUTC. The supcmatant was concenlraled by vaccuum in a HetoVac concentrator (Hoefer Scientitic 

18 Instruments, San Francisco, CA) and sequentially Ireated : 15 mio wilh 3 pi of 0.25% Non idel NP-40 

19 (Sigma Chemical Co.) io distilled waler; 30 min al 37°C wilh 3 ul of RNase A (J mg/m l dislillcd waler), 

20 and finall y, 30 min al 37°C with 3 J11 of protcinase K (1 mg/ml). After these treatmeots, 12111 of loading 

21 buffer (0.25% bromphenol blue, 0.25% xy1ene eyano! FF, 30 % glycerol) were added and the complete 

22 sample was clectrophoresed in 1% Agarose gel at 2 V/cm for 16 h. The gels were observed under uv light 

23 after staioing with 5 j.tglml of propidium iodide. Thc ge ls were studied with a digilal image analyzer 

24 (Digitallmage System 15-1000, Alpha Innotech Corporat ion). 

25 

26 Pelteted cells removed from Ihe Phosphate-citrale buffer describcd aboye, were resuspended in I mi of PBS 

27 conlaioing 50 ¡.¡g RNase A (Sigma Chemical Co.), 50 J1g propidium iod ide and 0.1 0/. Trilon X-lOO. The cell 

28 suspension was filtered through a 30 J1m nylon mesh filler 10 climinate aggregated cells and incubaled in 
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(he dark for 20 min al room lemperalUre . DNA analysis was pcrfonned using a F ACSort (Beeton DickinsOl1 

2 System, San Jose, CA) Cylofluoromeler. The PI was excited through the use of Ihe 488 nm line of an argon 

3 laser and Ihe results oblained from a minimum of 10 000 ce lis analyzed by Ihe CellFit program us ing the 

4 DNA QC particles (Becton Dickinson) for verifyi ng instrument performance and quality control. 

5 

6 The th ird aliquot of lhe granulose cells obtained from Ihe selected foUieles was used for Ihe double slain ing 

7 procedure proposed by Vermes el aL, (1995) wilh propidium iodide (PI) and F1TC·A nnexin V, using Ihe 

8 R&D Apoptosis Detection Kil (KNX50, Research & Development systems). lsolaled granu lose cells were 

9 twice washed by cenlrifugalion wilh PBS and resuspcnded in binding buffer (10 mM Hepes, 140 mM 

10 NaCI , 2.5 mM CaCI2, all adjusted 10 pH 7.4) 10 obtain a fi nal concentra tion of 106 ce llslml. To lOO ~ d of 

11 ceJl suspens ion, l O 111 ofconjugated Annexin V·FITC and 10111 oflhe PI reagent werc added. The mixture 

12 was gently vortexed, fi ltered through a 30 )..1m nylon mesh filler lo eliminale cell conglomerates, and 

13 incubaled fo r 15 min in the dark al room lemperature. Following Ihe incubalion and without washing the 

14 cel1s of excess reagenls, 10000 cells were oblained and counted by bivariate tluoro·cytomelry (FACSort, 

15 Beclon Dickinson Syslems) using the Lysys 11 program with FLI adj usted for measuring FITC, and FL2 

16 for measuring PI . 

17 

1& Proper analysis of the Annexin V·FITC I PI double staining procedures requires thal the electronic 

19 compensation of (he cytotluoromeler be sellO exc lude any overlap ofthe two em ission spectra and also, lo 

20 compensate lhe scaner gme for changes in light scattering properties of normal, apoptolic and neerotie cells 

21 (Vermes et al, 1995). Therefore, adequate contro l tubes were also set 10 fix electronic compensation and 

22 quadranl statistics: a) unstained cells, b) cells slained with Annexin V·FITC only and e) cells stained with 

23 PI only. To cheek on the confiab ility of \he melhod and 10 define the range of the contour diagrams, we 

24 used the U-937 ce ll line treated with dexametasone (IO - ~ M for 72 h) 10 induce apoptosis, and wilh heal 

25 (59°C 90 min) 10 induce necrosis (Husehtscha et al. , 1994). 

26 
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Protein concentralion was mcasured by Ihe melhod of Lowry el al. (1951). Haemoglobin was detcrmined in 

2 folticular fluid (Crosby and Furth , [956) as an index of blood conlamination. Follicular fluids wilh more 

3 Ihan 2511& haemoglobin per mi werc nOI included in Ihe study (Rosales el al,. 1990). 

4 

5 The statistical analysis of groups was done using one- and two-way ANOVA as necessary and Tukey's test 

6 (Sokal and Rohlf, 1969). When iI was importan! to compare follicles ofdifferent sizes, Studenf's t test was 

7 Ulilized. Al! statistical calculations were done using a PC-computer and a Sigma Stat (Jandel Scientific 

8 Corporation. San Rafael, CA) statistical package. 

9 
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RESU LTS 

2 

3 The comparisson between macToseopic and hislologie stud ies support the applieability of OUT system for 

4 follicular classification. Fol1icles macroscopicaHy elassified in Groups t or 3b were histologieally found to 

5 be almost totally composed (>90%) of non-atretic or advanced a!retic follieles (atresia III of Moor et al. , 

6 1978, and Braw and Tsafriri, 1980), respectively. Follieles classified within stage 2 (initiaHy atrctie) were 

7 the on ly foHicles that consistently showed the presenee of an imponant number of follicles (65%) that 

8 could be classilied as atresia I (Moor el al., 1978, and Braw and Tsarri ri, 1980) by pure histological 

9 evidenee, Ihe resl bcing 18% non atret ic and 17% in ill1ermediale stages of atres ia (atresia JI). Group 3a is 

10 also important because it is the only group with a significant number of folli cles (59%) considered 

1I moderately atretic (atres ia 11) from an histologica[ viewpoint, the rest being fundamentally (32%) in stage 

12 111 ofatresia, and only 9% in stagc 1. 

13 

14 The results of cndoerinologieal quantifieations in foll icular fluid (Tables la and lb) eonfirm that OUT 

15 melhod ofmacroscopic classification ofthe progress ofatresia in ewe fo Hicles is adequalc. In effeet, a two 

16 way ANOVA analysis ofour results (rabIe lb) ind ieates that there are highly significant differences in E2 

17 concentration, and in lhe P4/E2 ratio, in relation to the maeroscopic classification of atresia. Corrc lation 

18 coemcients for bolh fac tors with lhe established stage of follicular a¡resin were also highly sign ificant 

19 (Table l b). In addition, the E2 coneentralion is significantly dependenl on the inlerrelalionsh ip between 

20 fo ll icular sizc and atresia group. P4 concentralion was not re lated 10 Ihe morphologic classification of 

21 fo ilicles, bUI was significantly related to follicular size, being higher in big (>6 mm), than in small (3-6 

22 mm) fo llicles. 

23 

24 The acli vit ies of the Iysosomal enzymes in ce ll-free follicular fluid was remarkably dirTerent in Ihe smal1 

25 than in Ihe large foUicles (F igure 1). In fo ll icles 3·6 mm in diamclcr, acid phosphatase and glucosam in idasc 

26 showed no significan! modificalion between foll ides in group I (hca1thy) and rollicles in group 2 (in ilialJy 

27 atrelic). A small, but significant increase in activity was found in foHicles in groups 3a and 3b, without any 

28 significant difference betwecn thesc two stages of atresia. On the contrary, Iysosomal enzyme aetivity in 
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follides >6 mm was reflecled by a highly significant positive correlation betwecn Ihe stages of atresia and 

2 Ihe activities ofacid phosphatase and glucosaminidase in fol1 ieular fl uid (Figure 1). 

J 

4 A similar size-differential behavior was found in free or membrane-bound Iysosomal enzyme aClivily of 

5 granulosa cells (F igs. 2 and 3). In the case of 3-6 mm fo llicles, glucosaminidase bound activity remained 

6 without ehanges in all atresia groups, whi le tTee aetivity ofthis enzyme showed a small increase in follides 

7 wilh advanced atresia. No significant changes in fTee- or bound-ac id phosphalase activity were 

8 characteristic of inil ial atretic changes (groups 1 and 2) in foll ic les 3-6 mm in diameter. The activily of 

9 acid phosphatase in fo Hicles of this size, both free and membrane-bound, showed a signi fican! increase in 

10 stagc 3a and 3b fo llic1es, with no significant di tTcrences helween ¡hese two groups ofatresia. 

II 

12 The enzyme aClivily of granulosa cel1s oblained from atretic fo ll icles >6 mm followed a different behavior. 

13 The free aelivities of lhe IWO Iysosomal cnzymes, incrcased almost linearly wilh Ihe progression ofatresia, 

14 reaching their highest values on stage 3b atreríe follicles (Figs. 2 and 3). On lhe conlrary, as cou ld be 

15 expected, bound activity ofboth enzymes showed a significan! decrease in groups 3a and 3b foJ lic les. 

16 

17 Onc of the major biochemica l characteristics of apoplosis is chromosomal DNA cleavage al 

18 internuclcosomal si tes, fragmell ling DNA in size multiples of - 200 base pairs. DNA fragmenlation can be 

19 tested by fluorocylomelric detcrmination of eells with hypodiploid DNA conlen!, and by the appearancc in 

20 gel electrophoresis of a typical DN A ladder pattem. Figure 4 depicts ¡he DNA eel! cyete dislribution of 

21 granulosa ce lls obtained fTom one healthy fo ll id e (groupl) (Fig. 4A) and one follicle of group 3b 

22 (advaneed atresia) (Fig. 48) bolh > 6 mm. Each hislogram is divide<! into 4 sections; Ihe first named 

23 tradilionally Ao, represenls a dislincl group of ce lls wilh hypodiploid content of DNA. Each hislogram, as 

24 measured by ONA-cytofluoromelry, is 8 represenlalion of 8 11 eclls analyzed fro m eaeh granulosa ceH 

25 sample, whieh a llow$ for assessing cell pereentages in cach section. These percentages and the statistical 

26 analysis derivcd from them, are presenled in Tabte 2. In all Ihe DNA histograrns obtained by flow 

27 cytomelry, a subpopulation of cells (from 4.6 ± 2. 1 in ce lls oblained from hea lthy 3-6 mm fo Uides, lo 55.9 

28 ± 11 .6 in cells obtained fio m subgroup 3b, 3-6 mm alrelie foHicles), was found 10 possess less ONA than 
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{he normal amounl expected in viable granulosa ce ll s. The percentages of cells wi(h hypodiploid DNA 

2 contenl were posilively correlated with the progress ion of atresia, incrcasing more than 10 times (from 4.6 

3 ± 2.1 lo 55 .9 ± 11.6) in folie les 3-6 mm in diameter, and only 6 times ( from 7.0 ± 1.9 to 44.8 ± 6.7) in 

4 follicles >6mm. It mUSI be slressed Ihal small alrelic fo Hicles cons istently had higher pcrcentages of 

5 hypodiploid cells than follicles >6mm, although this d ifference only reached the limit of statislical 

6 significanee in group 2, initially atrelic follicles . Gel electrophoresis of DNA extracted from granulosa ceUs 

7 (Figure 5) confirmed tha! endonucleo lytic DNA degradalion ¡ncreases with Ihe progression of atresia. 

8 Figure 5, lane d, shows Ihat DNA fragmemalion clearly procluced a DNA ladder pattem in granulosa cells 

9 oblained from 3-6 mm ini!ialty alretic foUicles, whilc Ihe image obtained from granulosa cells from initially 

10 alrelic foHicles >6 mm reflected a mixture of endonucleolylic and random DNA breakdown, displaying a 

JI eontinuous speetrum of sizes and appearing as a DNA-smear on agarose ge ls (Fig. 5, lane e). 

12 

13 Figure 6 shows the results o f eytofl uorometrie bivariate analysis of granulosa ee lls incubated in a system 

14 composcd by f lTC-Annexin V and PI. Cells in Ihe inilial phases of apoptos is are characterizcd by the 

15 preservation of plasma membrane intcgrity and by Ihe lranslocalion or phosphatidylserine from the inner to 

16 the outer leaflet of plasma membranc. Therefore, apoplo!ic cells incubated in lhe presence of P[ and FlTC-

17 Annexin V will show only fluorescence due to FITC-Annexin V bind ing lo exlruded PS. Binding of FlTC-

18 Annexin V oceurs also in necrotie eells, bul in th is case binding is due both lo PS translocalion and 10 the 

19 presence of the early loss of eel l membrane integrily. Therefore, in neerotie eells, as well as in advanced 

20 apoptotic cells, the fluoreseenee due 10 f lTC-Annex in V bindi ng, will be accompan ied by Ihe red 

21 fluoreseence produced by the bindillg of PIlo cell ONA. Figure 6A reprcsents a eytogram of granulosa 

22 eells obtained from a nOIl -atrelic follide. Mosl or lhe ce ll s, lower lefl quadnmt, exclude PI and are negative 

23 for Anllexin V and can be considered healthy granulosa cells, bul there is a significanl number of Annexin 

24 V posilive cells (Iower righl quadrant) indieating Ihe presence of apoptotic eclls. No neerotie cells, PI 

25 positive (upper right quadrant) are present. [n Fig. 68, granulosa cells obtained from a group 2 follicle, 

26 heallhy, apoplolie and necrotie granulosa cc lls coexist. The statistieaJ analysis o f Ihe cell pereentages 

27 obtained by Ihe bivariate fluorocytometric analysis o f all Ihe slud ied foJlicles is show in Table 3. Apoplolic 

28 and, in lower pereentages, neerOlic ceUs are already prcscnt in those fo ll icJes classified as hea1thy (group 1). 
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The number of healthy granulosa cclls (Annexin V (-)IPI (-)) continuously decreases, while the number of 

2 apoptolic (Annex in V (+)fPI (-») and nccrOlic (A nnexin V (+)lP1 (+» cells s ignificanlly ¡ncreases wilh the 

3 progression of atresia. Apoptosis seems to be Ihe prcferred mechan ism of death in small fol licles, j.c. 

4 percentages of apoptolic cells in small foll icles are consistcntly and significantly (p<O.05) higher Ihan Ihe 

5 pcrccnlages of necrolic cells. On Ihc contrary, atrcsia in larger (<6mm) follicles is characlcrizcd by Ihe 

6 prevalence ofnecrolic over apoplolic cells. 

7 
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DlSCUSSION 

2 

3 OUT results eonfirm that the slcreoscopic microscope criteria utilized for the classi lication of atretic follic les 

4 in the ewe is sat isfactory (Garcia el aL, 1997). Double blind hislological (Moor el aL, 1978; Braw and 

5 Tsafriri, 1980) observations of follicles in difTerent stages of atresia showed good correlation wilh the 

6 macroscopic elassification simu llaneously established. Our resu lts are in complete agreement with those by 

7 Moor el al (1978), who found tha!, in the ewe. gross and hislological class ification ofnormal and advanced 

8 atretic foJlieles agreed in over 95% oC the cases. 

9 

\O These morphological criteria are also in good slanding with Ihe fo llicu lar nuid concentration oC steroid 

11 honnones. Estradiol conct:ntral ion in follicula r flu id decreases from group I to group 3b follicles showing a 

12 highly signi ficant correlation coemcicnt (R1 = 0.73, p<O.OI) with the slage of atresia established by our 

13 macroscopic criteria. The relation P4 1 E2, although with a less imponant level ofsignificance (Rl :: 0.53, 

14 p<0.05), was also ind icative tha! the macroscopic classification of follieles is in agreemenl with Ihe 

15 establ ished endocrinologic criteria for the advance of atresia. The correlation bem'een the macroscopic 

16 elassification of alrelic fol1ieles and biochemical parameters of atresia have been rcccntJy utilized 

17 salisfactorily by other research groups (Hughes and Gorospe, 1991; Tllly el al. (1992). Our results are in 

18 general agreement with the quantitalive morphometric and honnonal studies by Murdoch (1992) and by 

19 TilIy et al. (1992). Murdoch ( 1992) in synchronized ewes, select illg antral fol1icles si multaneously 

20 commited to ovulation or atresia. confirmed this. This rescarchcr indicates that follicles that wou ld become 

21 atretic have, immedialcly after their Slimulation with LHRH, a diminished capacity 10 produce estrogens, 

22 while modifications in the production of progesterone, if any, were observable only after 24 hr of LHRH 

23 adminislration. TilIy el al. (1992) found thal decreases in the estTogen concentration of porcine follicles can 

24 be correJated with the presence of morphological evidence of atresia, of internucleosoma! DNA 

2S fragmentation, and with a decrease in 2.6 kilobase aromatase mRNA. 

26 

27 Plasma membrane imegrity is fundamenlally preserved in apoptosis. However, membrane structure andlor 

28 function can be modified from Ihe init ial steps of Ihe process. Extemal ization of phosphatidylserinc (PS) 
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residues, and the concomitant 1055 of phospholipid membrane asymmetry, ;s no\\' recognized as one of the 

2 early events in apoptosis. In this work we show ¡ha! bivariale, Anncxin V and PI , cytofluorornetry systems 

3 can be used lO follow granulosa ce l! death during ¡he progression of alresia in antral folliclcs of differcnl 

4 sizes. Annexin V binding and PI staining of cel! nuclei were simultancously present in granulosa cells 

5 oblained from every foHicle studied. atretíc or non-atretic. In non-alrelic foHicles the percentage of 

6 apoplotic ce lls (Annexin V+, PH was twice as high as the percentage of necrotic cells, reaching values as 

7 high as 10%. We must add Iha! in genera l, cytonuoromelrie detcrm inations of eell size versus cell 

8 complexity (Dive et al., 1992; Husehtscha el a!. , 1994), confirmed the results obtained by the Annexin VIP¡ 

9 bivarialC analysis (data nol shown). 

10 

1I Litt!e is known about lhe evenlS Ihat lIecompany Ihe early neerotie proecss thal Majno and Joris ( 1995) call 

12 Honeosis" and whieh may be useful for oncolic eel! rceognition by now cytometry. Mcasuremenl of 

13 membrane integrity may nOI distinguish bClwccn carly ncerolie and apoptotic eells bceausc it is largely 

14 prescrved al Ihe beginning of bolh processcs. Blebing, or more adequately budding, usually described as 

15 charaeterislie of apoplosis, can also be observed during necrosis. Altcrations in mitochondrial function 

16 andlor mitochondrial swelling mighl be a difTerenliating faclor (Darzynkiewitz. el al., 1997), bul may be 

17 also similar during Ihe early stages of both mechanisms of ceH dcath (Col umbano, 1995; Zanzami et al., 

18 1997; Lemaslers el al., 1998). Necrosis may be aecompanied by picnosis or irregular ehromatin dislribulion 

19 forming palchy areas of condensation that resemb le picnosis whilc on the contrary, apoptosis may occur 

20 without evidence of DNA degradation or without intemucleosomal c1eavage (Zamai et al., 1996). 

21 Measurement of Iysosomal integrilY by the uplake of lhe melaehromal ie fluorochrome aeridine orange 

22 (Traganos, el a!., 1994), in addition lO be;llg nOI quantilative, is nol always able to identify eells in Ihe early 

23 stages of eell death (Darzynkiewicx el al., 1997). These facts stress the importance of OUT results poinling 

24 that a demonslrablc, easily quanlifiable fealure of early necrosis may be Ihe rclcase of Iysosomal enzymes 

25 ¡nto Ihe cytoplasmic compartment ofme eell , and in lhe particular case of atresia, inlo Ihe eell-free fraclion 

26 of follieular fluid . In fact. presence of free-inlraeellular and follicu lar flu id Iysosomal enzyme activities 

27 correlales wilh Ihe pcrcenlage of granulosa cells showing PI slaining in bivariale now cytometric 

28 determinalions, bul is eonsiderably more dcmonstrativc of Ihe differenccs found bel\\leen sma ll and large 

17 



follicles experimenting atresia, making clear thal, ahhough apoptosis and necrosis are simultaneously 

2 present in atretic fo Hicles. necrosis seems 10 be Ihe dominating rnechanism of cell death in granulosa cells 

3 obtained from alrelic follicles bigger than 6 mm, while ils participation in ce ll dealh oC srnall (3-6 mm) 

4 alretic follides sce rns 10 be negligible. The prevalencc ofneerosis over apoplosis in late alrelic follieles will 

5 help 10 explain some of the inflammatory reaetions observed during alresia (Bukovsky el aL , 1979; 

6 Murdoch, 1992), and why macrophages accumu lale preferenlially in these kind of follieles (Gaytan el al. , 

7 1998). 

8 

9 The simultaneous presenee of several modes of gran ulosa cell death during foJl icular atresia have been 

10 previously stressed. Kovacs el al. (1992) suggesl Ihal necrosis is Ihe dominanl fonn of eel! death in atretic 

1I goose foUides . O 'Herde el al. (1996) distinguish Ihree ways of granu losa eel! dcath during atresia in quail 

12 fo Hicles: apoptosis, necrosis and autophagocYlOsis. I f we considcr that aUlophagoeytosis is the result of an 

13 iocrease in Ihe synthesis and release into the cel l cyloplasm of lysosornal hydrolases, Ihe results of D'Herde 

14 el al. (1996) may be completely compatible wilh ours . 

15 

16 Thecal hypertophy, vascu lar alterations and infiltration of inflammulory cells (Greenwald and Roy, 1994; 

17 Murdoch, 1992) are important analomicallandmarks of follicular atresia. Of panicular ¡nteresl to our study 

18 are the results by Murdoch (1992) in relalion to the area oflhe Iheca imema occupied by vascu lar Iumens. 

19 The requirements of increasing blood now for Ihe developing follicle after Ihe gonadotropin surge are 

20 showo by Ihe fact thal there was an ¡ncrease of more Ihan 3 fold in this parameter belween O and 12 h 

21 following LHRH. Thecal vasodilalation from O lo 12 h was sigoificantly smaller (P>O.05) in fol licles 

22 destined 10 atresia. According to this researcher, during Ihe late Slagcs of atresia, follicular blood now was 

23 deeply compromised. In the fowl, d isruption of thecal vessels ano leakage of blood precedes any 

24 histologically demonSlrable changes in the granulosa cells of sponlaneously alrelic fo11ieles (Gilbert et al., 

25 1985). Hubbard and Greenwald ( 1985) and Greenwald (1989). have also shown that alresia is aceompanied 

26 by a sharply reduced folli cu lar vaseulariry preceding Ihe 10lal co llapse ofthe granu losa layer. Therefore it 

27 muSI be considered that one of Ihe earlier faclors participating in atresia may be granulosa cell hypoxia due 

28 to ao ioeflicient increase in the required follicular blood flow (Murdoch, 1992), 10 Ihe early part icipation of 

18 



vascultlr disruption (Gilbert et aL, 1985), and lO inemcient oxygen diffuss ion ¡nto the innerlllost granu losa 

2 cells (Hirshfield 1991). Oue 10 the increasi ng number of granulosa cells layers in large, fully grown, or 

3 preovu lalOry foll ieles, il is conce ivable tha! fo llicular ischcmia will have deeper consequences in large Ihan 

4 in small foll ieles (Hirshfie ld 1991). This hypothesis is supported by {he fi ndings Ihal apoplolic cells 

5 (Annexin V+, PI- in bivariate MCF analysis) predominate over necrotie ones in small alretie foUieles. On 

6 the eonlrary, necrol ie ceUs (PI+) lend 10 predominate oyer apoPlotic ones in targe follides. Th is facl is also 

7 supported by Ihe significanl dilTerences in the behovior of free, and fotlicular flu id, Iysosomal enzyme 

8 activities in small (3-6 mm) and large (>6m01) atrelic fo tl ides. 

9 

10 The present study provides evidence that apoptotic and necrOlic cells are simultaneously present in the 

I I populalion of granulosa cells obtained frOTll al1 stages of follicu lar maluration and atres ia, inel uding 

12 foB ieles that can be considered as non-atretic by hislologica l obseryation and estrogen measurement in 

13 follicular fluid. Presenee of granulosa ee ll apoptosis in follieles classified as non-atretic has been previously 

14 stressed (Guthrie et al. , 1994; Jolly et al., 1994; Blondin et al. , 1996; Jolly el al. , 1997). In this study, the 

15 presenee of apoptosis in healthy follicles is indicated by an important number of granu losa eell s tha! are 

16 Annexin V (+), show hypodiploid eoncentrations of DNA and have gel electrophoretic panems 

17 eharaeteristie of intemueleosoma l DNA c1eavage. Blondin et al. (1996) haye described Ihe evolution of 

18 follieular atres ia as divided in three phases, as determ ined by histological detennination of picnosis : non-

19 atretic follicles « 5% pienotie nuclei), slightly alretic (>5 10 < 15% picnotic nuclei), and atretic (> 15% 

20 picnotic nuclei). These same classes, as determined by now cytometry were approximately <10%, 10-300/0, 

21 and >30% of eells in the Ao region (Blondin el al, 1996). Guthrie et al. (1994) elassified porcine follicles as 

22 biochemically healthy or atrelic using [0% Aa cel ls as a cutoffpoint. Our dota agree with Ihese resu lls_ The 

23 culoff poiol between non-atretic and initially atretic follicles in our study are 9.2 ± 2.8 pereentage of cells 

24 showing Annexin V binding and 7.0 ± 1.9 pcrcenlagc of ce lls with hypodiploid DN A eharacteristic of 

25 apoplolic eell s_ Necrosis, aJthough less importont Ihan apoptosis, is a lso present in heallhy, group I follieles, 

26 as evideneed by lhe presence of PI (+) granulosa cells and by Ihe demonstration, in this group of follieles, 

27 of Iysosomal enzyme activities in follicular nuid and in Ihe free , extralysosomal compartment of granulosa 

28 ee lls. We suggest Ihal Ihe presence of dying cclls al all slagcs of fo ll icu lar malurat ion, indieates lhat the 
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popu lalion of granulosa cells during follicular growlh and matural ion ¡s in cominuous exchange, the old 

2 ceUs discarded by apoptosis (Wyllie, 1992). Pcrturbations or phys iological modifications of this delicate 

3 equilibrium between dealh and proliferation of granulosa ce ll ~, ma)' compe l the folliele 10 atresia. This 

4 possibi lily is reinforced by the results of Murdoch (1992) showing Iha! pyknosis of granu losa ee lls 

S inereased signilicantly from 12 10 24 hr afier LHRH in pre-ovulalory folli eles withoul significanl 

6 differences dependcn! on foJlicula r alretogenie or non-atrelogen ic elassificalion. 

7 

8 Our resu lts a1so show that progression of atres ia invo lvcs increases in the percentagc of both neerotie and 

9 apoptolic granulosa cetls. Thcse results may support the hypolhesis that, as has becn established in sorne 

10 other systems, granulosa ce ll dcath during atresia is initiated by a common mechanism depending on Ihe 

I I disruption of Ihe mitochondrial Iransmembrane polcntial (Columbano. 1995; Zanzami el al., 1997; 

12 Lemasters el aL, 1998; Renvoizé el aL, 1998). $mall fo llleles, where blood flow deereases are insufficient 

13 lO produce h)'pOxia of granulosa cells (Murdoch, 1992), will progress 10 alresia mainly Ihrough apoplosis 

14 (Richler el al. , 1996; Lcisl el aL, 1997; Tsujimo!o, 1997). The decrease in blood flow in large fo llieles 

15 would seem 10 be enough 10 compromise Ihe produelion of ATP, making necrosis of granulosa eells as 

16 important or in sorne cases more important Ihan apoplosis as Ihc main mcehanislll of t..: ell death (Leisl el aL, 

17 1997; Tsuj imoto, 1997). 11 is important 10 stress tha¡ in jl ialion oflhe process of atresia in small and in large 

18 follieles is aeeompanied nOI only by Ihe release of intralysosomal aetivities into ¡he cytoplasmic 

19 eompanmenl of the cell , bul by an increase in ¡he amount of bound aetivilies of Ihe enzymes ICSICd, 

20 indicaling an i"crease in the syntesis of Iysosomal hydrolylie ael ivit ies Ihat may be neeessary during the 

21 in iliation of eell death. 

22 

23 Lysosomes have been invo lved in some imponant funclions related to ovarian physiology, inc1 uding 

24 honnonal regulalion (Dougherty el al., 1982; Komfeld, 1987), partieularl y during fo llicular maturation 

25 (Ballesteros el al. , 1992; Murdoch, 1992), and alresia (Narimoto el al., 1985; Wise, 1987; Woessner el al. , 

26 1989; D·Herde et al., 1996; García el al , 1996). Our resu lts indicate thal apoplosis of granulosa ee ll s may 

27 be anolher of Ihe processes in which Ihe part ieipaeion of Iysosomal enzymes may be importan!. Apoptosis 

28 has been eharaclerired as a process dcpending on Ihe participatioll of numcrous catabo lie enzymes, moslly 
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hydrolases (Zanzami et al ., 1997). Mitochondrial membrane. nuclear membranc, laminin and othcr 

2 complex intracellular slructures undergo proteolytic degradation, followed by DNA fragmcnlation due 10 

3 specific nucleases (Darzynkiewicz el al, 1997). Some oflne apoptogenie proteases (Liu el al., 1996; Anjum 

4 and Khar. 1997; Besnard el al.. 1997) involved in ¡his process may be lysosomal in origin, as has been 

5 shown in the case of aspartyl endopeptidase cathepsin D (Dhanasekaran and Moudgal, 1989). 

6 

7 From this standpoint, il is lempting to corre late our find ings with Ihose associated with changes in follicular 

8 fluid proteolytic activity during foll icular growth 3nd atresia (Rosales el al. 1990). In the pig, (Hamabata el 

9 aL , 1994; Besnard el a l. 1996) a dramatic increase in fo llicular fluid proleolytic activity occuJ's during 

10 fo ll icular growlh. Also, prolCQlytic activity against Insulin-like growth factor binding prolein-3 ¡ncreases in 

11 sheep fo ll icular flu id during atresia (Besnard el aL, 1997). Since the sludies of Liu el al. ( 1993) in the ral, 

12 and of Chandrasekher et al. ( 1995) in the human, indieate thal Ihis prolease{s) may be dcrived from 

13 granulosa cells, ¡hese increases in proteolytic activity during folicular growth and atresia may express Ihe 

14 existente of granulosa cell membrane damagc. Howevcr, a significant decrease in this kind of activ ity has 

15 been reponed in pig follicular fluid during Ihe de ve loprnent of atresia (Besnard et al. 1997). These 

16 conlradictory results indieate that sorne ofthe biochemical processes participating in follicu lar growth and 

17 alresia are sure1y species-specifie . 
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CONCLUSIONS 

2 

3 Evidence oblained in recenl years has led 10 conc1ude Ihat differenlialing belween apoplosis and necrosis, 

4 in il/ vivo systems, is nOI as simple as was implied sorne years ago. [1 is now evident thal the eXlension of 

S Ihe knowledge acqu ired by the study ofsimple, highly se[ected in vitro syslems 10 Ihe much more complex, 

6 nalurally produced palhological andlor physiological processes observed in live animals, such as follicular 

7 atresia, has generaled an undesirable degree of genera[ ;zalion. Our results, as Ihose from olher research 

8 groups in other animal species, provide slrong evidence Ihal granulosa ce ll dealh durmg follicu lar atresia in 

9 ¡he ewe occurs mainly Ihrough apoptosis. Howe\fcr, it is clear from OUT results Ihal Ihe role played by 

10 necrosis during Ihe evolution oflhis process has becn unjustifiably ncglected, particular[y during atresia of 

I1 large and pre-o\fulatory follicles. Our results also support ¡he hypolhesis Ihat granulosa cell death, apoptosis 

12 and necrosis during follicular atresia are initiatcd by a common pathological alteration, probably Ihrough 

13 the penurbalion oflhe mitochondrial transmembrane potenlial. We stress Ihe fact that specific synthesis of 

14 Iysosomal hydrolytic cnzymes, particularly sorne proteases (Iike aspartyl endopeptidase cathepsin O) may 

15 be involved during the degradation of imracellular structures Iha! accompany the initial phases ofapoPlosis. 

16 This is an aspect of the hypothesis about the common origin of ceJl death Ihat would merí! particular 

17 anenlion. Finally. Ihe presence of dying cells al all stages of follicular maluralion indicates Ibat growth and 

18 maturation of ovarian fo11icles involves a continuous rcnewal of granulosa cells, regulated by apoptosis. 

19 Mechanisms regulating this equ ilibrium may panicipate in {he final destiny, whether ovulalion or atresia of 

20 ovarian foHicles. 
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Figure I 

9 Changes in spccific activities of Iysosomal enzyrnes in cell-free follicular fluid of growing and atretic 

la foU ic1es. Enzymalic activities weTC measured fluorometrical1y following Ihe enzymatic rc lcase of 4-methyl-

11 umbelliferone from adequate suhstnltes fo llowing Ihe methodology dcscribed by Rosado el a\. (1977), and 

12 modified by Ballesteros el al. (1992). Values represent Ihe mean ± Ihe standard deviation obtained from at 

13 leasl 6 independent experiments. Data were slalis tically ca1cuJatcd for cach enzyrne by one way ANOVA 

14 and Tukey's test. Di fferent leners aboye bars indicate the presence of significant differences (p<O.OS) when 

15 compared wilh all other values of the same enzyme, independently of follicular size. The size and the 

16 atretic sub·group of each kind offoll icle are indicated on Ihe abscise. 
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Figure 2 

10 Changes in specifi c activity of free and bound acid phosphatase in granulase ceUs of growing and alretic 

JI (ollieles. Values represen! Ihe mean ± lhe standard deviation obtained from al leasl 6 ¡ndependen! 

12 experiments. Data were statistically calculated for each subcellular dislribution by one way ANOVA and 

13 Tukey's lest Different letlers aboye bars indicare Ihe presente of significan! difTerences (p<O.05) when 

14 compared with all olher values of the same subceJluJar distribution, independently of (ollicu[ar size. The 

15 siu and Ihe alretic sub-group of each kind offol l;cle are indicated on Ihe absc ise. 
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Figure 3 

9 Changes in speci fic activity of free and bound N-acety l -~-D-glucosamin i dasc in granulose cells of growing 

\O and atretic foHicles . (See Figure 2) 
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9 Representati ve now cytometric DNA cel1 cycle distribution o fPI slained ewe granulosa cells obtailled from 

10 onc healthy foHicle (group 1) (Fig. 4A) and one follicle of group 3b (advanced atresia) (Fig. 4B) both > 6 

11 mm. Each hislogram Is divided ¡nlO 4 sections: the first named traditionally At, represents a dislincl group 

12 of cells wilh hypodiploid conten! of DNA. The olher regions represen! Ihe phases GO/O 1, S and G2+M of 

13 Ihe cell cyclc. Each hislogram, as measured by ONA-cytonuorometry, is a representation of al1 cells 

14 analyzed from each granulosa cell sample such tha! ce11 pcrccntages in each section can be calculatcd, these 

15 percentages are indicated in cach figure. 

16 

17 

18 

19 

20 

34 



2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

Figure 5 

9 Agarose gel eleclrophoresis ofDNA fragmcntation in granu losa cells obtained from normal and atretic ewe 

10 (oHicles. After eleclrophoresis at 2 V/cm for 16 h me gels weTe stained with propid ium iodide and observed 

11 under uv light using a digital image analyzer. Lane a, marker ONA. Lane b, ONA obtained from a non-

12 atrclic (group 1) 3-6 mm fo Hicle. Lane e, DNA from nn initially atretic (group 2) >6m m fo llicle. Lane d, 

13 DNA fro m an inilially atretic (group 2) 3-6 mm fol1icle. Lanes e 8nd r, DNA from group 3a foHic les, >6mrn 

14 and 3-6 mm respectively. Lanc g, DNA from a group 3b follide >6 mm . 
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Figure 6 

9 Lag fluorescence dot plol cytotluorometric analys is of FITC-Annex in V and PI slained nannal and alretic 

10 granulosa cells. Figure 6A presenls a representative diagram or granulosa cells ohtained from a non-atretic 

11 (group 1) rolliele. Mos! of Ihe cells are present in the lower left quadrant, exclude PI and are negalive for 

12 Annexin V, and can be considered hea1thy granulosa cells. Sorne apoptotic, Anncx in V positivc-PI 

13 negalive, granulase cells can be ohserved. No ncerotie ce lls, PI positive (upper right quadrant) aTe present. 

14 Figure 66 shows a representative diagram of granulosa cells obtained ftom a group 2, initially alretic 

15 fallicle 3-6 mm: heallhy (lower left quadrant), apoptotic (Iower rig.ht quadrant) and necrolie (upper right 

16 quadrant) granu losa cells cocxis1. 
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