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RESUMEN 

La integridad del folículo depende de una apropiada irrigación que le permitan mantener el 

aporte de oxígeno a todos sus componentes celulares a pesar del acelerado crecimiento del 

mismo. La atresia folicular es la degeneración de los folículos anovulatorios y es el destino 

más común en el proceso de desarrollo folicular. En la atresia folicular se presenta muerte 

celular que puede ocurrir por apoptosis o por necrosis. En los últimos años se ha demostrado 

que junto con las gonadotropinas existen factores de crecimiento que modulan la angiogénesis 

folicular. Entre estos últimos, destaca el factor de crecimiento endotelio vascular (VEGF) del 

cual se conocen 4 isoformas con actividad biológica (VEGF120, VEGF164, VEGFI88, 

VEGF205). Este estudio tuvo como propósito determinar la relación entre la expresión de 

VEGF con el tamaño folicular (folículos pequeños, 3-6 mm; o grandes >de 6 mm) y el tipo de 

muerte celular (necrosis o apoptosis) en células foliculares de ovejas. 

Los folículos de ovejas se clasificaron por tamaño en dos grupos (3-6 mm y >6 mm) y por 

grado de atresia en folículos sanos (atresia 1), moderadamente atrésicos (atresia 2) y con 

atresia avanzada (atresia 3). La atresia se verificó por la relación estradiollprogesterona. Se 

realizó RT-PCR para niRNA de VEGF de sacos foliculares con células de granulosa (SCG) y 

sacos foliculares sin células de granulosa (SSG). La proporción de células en apoptosis o 

necrosis fue estimada por citometría de flujo, a través del potencial de membrana mitocondrial 

con rodamina (Rhl23) como indicador de apoptosis y la integridad de la membrana lisosomal 

con naranja de acridina (AO) como indicador de necrosis. La concentración relativa de RNAm 

para VEGF en SCG fue mayor en folículos grandes que en los pequeños, mientras que en SSG, 

VEGF fue riayor en los folículos pequeños. La concentración relativa de VEGF fue 
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significativamente mayor en SCG de los folículos atrésicos que en sanos, sin embargo esto no 

ocurrió en SSG. Los mRNA de las isoformas detectadas en las células foliculares en orden de 

importancia fueron: VEGF120, 164 y 188. El mRNA para VEGFI20 en SCG de ambos 

tamaños de folículo aumento significativamente de folículos sanos hacia moderadamente 

atrésicos (p< 0.05) para folículos pequeños (0.44±0.17 vs 0.75±0.025) y grandes (0.38±0.030 

Vs. 0.45±0.040). Los mRNA para VEGF120, 164 y 188 en los SCG de folículos grandes 

aumentaron significativamente de folículos sanos hacia moderadamente atrésicos, para las 

isoformas VEGFI20 (0.38±0.030 vs 0.45±0.040); VEGF164 (0.36±0.041 vs 0.45±0.030) y 

VEGF188 (0.36±0.019 vs 0.65±0,045 p<0.05). En los SSG, el mRNA de VEGF120, 

disminuyó significativamente conforme la atresia avanzó, mientras que el mRNA de 

VEGF164 aumentó de manera significativa (p<0.05) en ambos tamaños de folículo. En la 

atresia de folículos de ambos tamaños co-existen células con mitocondrias y lisosomas 

permeabilizados. Sin embargo, en los folículos atrésicos pequeños predominan las células en 

apoptosis mientras que en los folículos grandes predominan las células con necrosis. 

Los resultados de estos estudios nos indican que en los folículos pequeños moderadamente 

atrésicos en donde predomina la muerte por apoptosis, hubo mayor expresión del mRNA de 

VEGFI20 que en los sanos. En contraste, en los folículos grandes donde el tipo de muerte fue 

principalmente por necrosis, el mRNA de las tres isoformas VEGFI20, 164 y 188 fue mayor 

en los folículos con atresia inicial que en los sanos.
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ASTRACT 

Follicle growth relies on a well developed vascular network and the appropriate diffusion of 

oxygen to all cellular compartments within the follicle, at the time of exponential fohlicle 

growth. Attrition is the most common fate of follicle development and celis died either by 

apoptosis or necrosis when atresia occurs. Recently is has been shown that factors, other than 

gonadotrophins, regulate follicle angiogenesis. The vascular endothelial growth factor (VEGF) 

is the most likely regulator of vascular growth within the follicle and has 4 known isoforms 

with biological activity. (VEGFI20, VEGF164, VEGF188, VEGF205). In this study we 

examined the relationship between VEGF expression and follicular size and type of ceU dead 

(necrosis o apoptosis) in sheep ovarian follicles. 

Ovarian follicles were dissected out and classified according to their size in small (3-6 mm) 

and large (>6 mm) and according to its apparent degree of atresia in healthy, mildly atretic and 

atretic follicles. Atresia classification was verified by the relationship between oestradiol and 

progesterone. The presence of mRNA for VEGF was determined by RT-PCR of follicle shelis 

with (SCG) or without (SSG) granulosa celis. The proportion of apoptotic or necrotic celis was 

estimated by flow citometry after the determination of an mcrease in mitochondrial membrane 

permeability with rodamine 123 (Rh123) or an increase in lisosomal membrane permeability 

with acridine orange (AO). Messenger RNA for VEGF in SCG was greater in large than in 

small follicles. lii contrast, in SSG VEGF was greater in small than in large fohlicles. mRNA 

expression was larger in atretic than in healthy follicle shehis with granulosa, but not when the 

granulosa cehis were exciuded. mRNA isoforms detected in follicular celis were VEGF120, 

164 y 188. VEGF120 increased in SCG in early stages of atresia of both small and large 
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follicles. Whilst for SCG from large follicles there was an increase in mRNA expression for 

VEGF120, 164 y 188 in early phases of atresia. In SSG, VEGF120 mRNA expression 

decreased, whilst VEGF 164 rnRNA expression increased in both follicle sizes as atresia 

progressed. It was observed that both types of ceil dead were present in atretic follicles. 

However, in small atretic follicles apoptosis occurs more readily than necrosis. 

In summary, our results show that in moderate atretic follicles where celi dead occurs 

preferentially by apoptosis, there is a higher expression of mRNA for VEGF120 in healthy 

follicles. lii contrast, in large follicles, where ceil dead occurs by necrosis, VEGF mRNA 

expression for isoforms 120, 164 and 180 was found to be greater in early atretic than in 

healthy large follicles.
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Introducción 

La vida y la muerte parecen procesos antagónicos, por lo tanto hace dificil comprender 

que la muerte modula a la vida, incluso en procesos opuestos como el desarrollo y 

degeneración de tejidos existe interacción entre muerte y proliferación de células (La¡ et al, 

2005). El folículo ovárico de las ovejas es un claro ejemplo de una interacción entre la 

proliferación y muerte celular, la relación entre la proliferación y muerte celular es dinámica 

durante el desarrollo folicular y en degeneración del folículo. La degeneración folicular del 

ovárico, se conoce como atresia folicular, a diferencia de otros procesos degenerativos que 

causan una patología al tejido afectado, la atresia folicular no efecta la función del ovario o de 

otros folículos (Greenwald and Roy, 1994). La atresia folicular parece afectar con mayor 

incidencia a los folículos que tienen una gran tasa proliferativa como son los de mayor 

diámetro (Quirk el al, 2004). 

En la atresia folicular de la oveja se observa la participación de dos tipos de muerte 

conocidas como apoptosis y necrosis, la participación preponderante de cada tipo de muerte 

depende del tamaño del folículo. En los folículos pequeños participa principalmente la muerte 

por apoptosis, mientras que en los folículos grandes es la necrosis el principal tipo de muerte 

(Rosales et al, 2000). La presencia de ambos tipos de muerte celular dentro del desarrollo y 

atresia folicular de la oveja así como en cultivos célulares in vitro hace suponer que ambos 

procesos de muerte pueden tener una vía en común. La vía en común para ambos tipos de 

muerte dentro del desarrollo folicular podrían ser similar a la observada en otros modelos 

donde se demuestra que la permeabilidad de las membranas rnitocondrial y del lisosoma



pueden ejecutar el proceso de muerte celular (Zhao et al, 2003). Esos cambios en la 

permeabilidad de la membrana no están profundamente estudiados en el proceso de desarrollo 

y atresia folicular del ovario de las ovejas, por lo que en esta investigación se centró la 

atención a este rubro. 

La atresia folicular es desencadenada por múltiples causas, uno de los primeros 

cambios que ocurren en el proceso de la atresia es la disminución de la irrigación y la muerte 

de las células de la granulosa (Jiang el al, 2003). Los estudios encaminados para comprender 

los mecanismos moleculares que modulan la formación de nuevos vasos sanguíneos así como 

la protección celular que mantiene integra a la capa granulosa, señalan al Factor de 

Crecimiento Endotelio Vascular (VEGF) como uno de los principales responsables de estos 

procesos (Shweiki el al, 1993). La expresión de este factor de crecimiento también está 

relacionada con el tamaño folicular (Taylor et al, 2004). En el humano y otras especies, al 

menos cinco isoformas con actividad conocida han sido reportadas de VEGF (VEGFI2I, 

VEGFI45, VEGF165, VEGF189 y VEG17206) y según parece con acciones diferentes cada 

una de ellas. Las isoformas del factor de crecimiento endotelio vascular provienen de la 

codificación de ocho diferentes RNA mensajeros provenientes de un mismo gen (Cui et al, 

2003). Resulta interesante conocer si existe relación entre el tipo de muerte celular 

preponderante en un folículo y la expresión de alguna isoforma de VEGF.
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1. Asociación entre la proliferación y muerte celular en el desarrollo folicular 

La relación entre la proliferación y la muerte celular se ha considerado como un 

mecanismo relevante que contribuye a la regulación de la vida (Morales, 2005). Existe una 

relación entre la proliferación y la muerte celular en los diferentes organismos pluricelulares 

que les pennite mantener su estructura y el crecimiento organizado de órganos y tejidos (La¡ et 

al, 2005). En organismos pluricelulares se observan claros ejemplos de una asociación entre la 

proliferación y la muerte. En el desarrollo embrionario se observan fenómenos masivos de 

proliferación y muerte que modelan a partir de una célula un ser pluricelular típico de cada 

especie (Flores-Pérez, 2002). En los tejidos adultos la relación entre proliferación y muerte 

celular determina el número de células de los epitelios, hepatocitos y de la epidermis (Soria-

González and Orea-Solano, 2002). El desarrollo del folículo del ovario también es un claro 

ejemplo de la relación entre la proliferación y la muerte celular (Quirk et al, 2004). 

Existe una relación íntima entre la proliferación y muerte celular que es modulada por 

factores de crecimiento (Schutte and Ramaekers, 2000). En el desarrollo folicular diversos 

factores de crecimiento controlan la proliferación y la muerte celular, en la Tabla 1, se muestra 

la acción de cada factor de crecimiento conocido hasta el momento durante el desarrollo 

folicular. En el desarrollo del embrión y en tejido adulto, la muerte ocurre con más frecuencia 

en los tejidos que están proliferando que en los que se encuentran quiesentes (Quirk, et al, 

2004). Así mismo, el desarrollo del folículo ovárico de la oveja implica una serie de eventos 

altamente coordinados de crecimiento como consecuencia de la relación entre la proliferación 

y muerte de sus células (Greenwald and Roy, 1994).
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Tabla 1. Resumen de factores de crecimiento que se expresan para modular la proliferación y 

muerte de células foliculares durante el desarrollo del folículo del ovario 

Familia Factor Origen Blanco Acción Cita 
Superfamali Proteina	de	la Ectodermo Saco vitclmo(SV) División	de	la	célula	germinal Ying es al. 
a (SF) morfogésiesis del exlraenil,nonarjo primordial (CGP) 2000 
TGF)3'DPP hueso 4 (BMP4) 

y BMP8b  
SFTGFP Factor	de Gónada (0) CGP Migración de CGP a la (3 Ffranch. 

crecimiento Constant es 
irasformante a1,1991 
(TGF)  

SF PDGF Ligando steeLkit Se localiza en la senda CGP. Migración de CGP Kesbet et al. 
(KL) del SV a la (3 División de CGP 1991 

Matsai es al. 
1992 

Desconocid Desconocido Red ovárica Ovogonia (0(3) Meiosis de 00 Wassarman 
o asid 

Albertini, 
1994 

SF PDGF Desconocido. Desconocido. Ovoc ito (OC) Arresto de meiosis Horic es al. 
1991 

S Actjvjna A Granulosa	(Gra)	del Foliculo	primordial Inhibe el reclutamiento inicial (FU) Mizunuma 
TGFInhib 
isa

foticulo secundario (FS) (FEm) etal. 1999 

SF Sustancia Gea de	FP	y	foliculo FPm Inhibe el Rl Durlinger es 
TGFMlS Inhibitoria anaal(FA) a1,7002 

Mullirtana (MIS)  
Sr FGF. Factor	de OC Gra del FPm Rl Nilsson and 

crecimiento Skinner, 
ííbroblastico 2004  
básico (bFGF)  

SF BMP-7,	BMP- OC Gra del FPm Rl Lee	es	al. 
ÍGF/DPP 15. 2001. 

Otsuka and 
Shirnasaki, 
2002 

SF KL Gra del FPm OC Rl Yoshida	es 
FGFHGF Teca (TC) indiferenciada Reclutamiento de TC al. 1997 

Parrots	asid 
Skinner, 
2000 

Familia TGF a TC de ES Gea de FS Crecimiento Folicular lento (CFL) Roy	asid 
EGF Angiogenesis Greenwald, 

EndoselialdeTC 1991 

Schreiber el 
al 1986 

Familia IGF Factor	de Gra de FS TC y Gra de FS CFL Zhou es al. 
crecimiento 1991 
insulinotde	1 
([GE-E)  

SF FGF bFGF Gea de ES Grade FS CFL Parroti	asid 
Skinsier,

Webb et al, 2004 

Saco vitelino (SV), célula germinal primordial (CGP), ovogonia (OG), granulosa (Gra), teca 

(TC), gonada (G), folículo primordial (FPm), folículo secundario (FS), folículo antral (FA), 

crecimiento folicular lento (CFL), reclutamiento inicial (Rl), reclutamiento cíclico (RC). 



Tabla 1. Continuación de tabla anterior...

Familia Factor Origen Blanco Acción Cita 
SF TGF0/ Factor	de OC FS TC de ES Desarrollo de TC ,nterna y TC Elvin	ce	al. 
Inhibina diferenciación externa 1999 

del crecimiento-9 
GDF-9 

Saperfamili Actevina A Gra de ES Gea de ES CFL Findlay, 
aTGF3/ OC Maduración del OC 1993 
lnhibma FPm lnbibc el Rl Alak	et	al. 

HipotálanElhipó(isis Recluamiento cíclico (RC) 1996 
Mizunuina 
el al. 1999 
Amaterdan 
and 
Sclvaiaj, 
1997 

Familia EGFTGF n TC del FA Gea del FA Crecimiento	folicular	rápido	y Webb et al. 
EGF IGF.l Gea del FA Teca del EA Selección del foliculo dominante 2004 
Familia IGF bFGE Gea del FA Teca del EA Rivcr*	and 
Familia tahibína A Gea del FA .Hipotálamo/hipófisis Fortune, 
FGF 2003 
Superfamili 
aTGFj3 
luhibena

Webb et al, 2004 

Con relación a la proliferación de las células, a la sensibilidad y la dependencia a las 

gonadotropinas; el desarrollo del folículo ovárico de la oveja, incluye cinco clases de 

folículos, los cuales se describen a continuación y se pueden observar en la figura número 1 

(Scaramuzzi el al, 1993; Pesce and De Fe[ici, 1994; McGee and Hsue, 2000; Richads, 2001). 

1) Los folículos primordiales: Las células de la pregranulosa están quiesentes y forman una 

simple capa que rodean a un ovocito libre de zona pelúcida. La población de folículos 

primordiales constituye la poza de reserva que en la oveja está integrada por 40,000-300,000 

folículos los cuales miden 0.03-0.07 mm, y están libres de vasos sanguíneos. 

2) Los folículos "comisionados" (folículos primarios y secundarios): Las células de la 

granulosa proliferan lentamente y el folículo alcanza un tamaño de 0.03 a 0.20 mm en 
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aproximadamente 130 días. El crecimiento del folículo está relacionado con el aumento del 

tamaño del ovocito. Alrededor de 30 folículos son "comisionados" a crecer de una manera 

irreversible, abandonan el estado primordial en una secuencia ordenada para que finalmente 

sólo 25 inicien la formación del antro (Cahili and Mauleon, 1980).
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Figura 1. El desarrollo folicular de la oveja. Está acompafiado de dos etapas de crecimiento, la 

primera etapa implica un crecimiento lento del folículo, en la segunda etapa hay un 

crecimiento rápido del folículo que está influenciado por las gonadotropinas y posiblemente 

finalice en una ovulación (Modificado de Scaramuzzi et al, 1993).
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3) Folículos sensibles a gonadotropinas (folículo antral temprano): El ovocito no aumenta de 

tamaño por lo que el crecimiento del folículo depende de la acumulación de líquido folicular 

en el antro y de la proliferación de las células granulosas y la teca. El crecimiento es lento y 

tarda 30 días para aumentar de 0.2 a 0.7 mm. Estos folículos no dependen de gonadotropinas 

pero pueden responder a FSH. En los folículos más desarrollados, las células de la granulosa 

aromatizan los androgenos a estradiol acumulándose en el líquido folicular, esta actividad se 

incrementa en forma paralela al aumento de receptores a FSH (Scaramuzzi et al, 1993). 

4) Folículos dependientes de godadotropinas (folículos antrales tardíos). El crecimiento del 

folículo es rápido aproximadamente crece de 0.7 a 2.5 mm en cinco días. La tasa de 

proliferación de las células de la granulosa es la máxima cuando alcanza un diámetro de 0.85 

mm. En esta etapa ocurre el proceso conocido como reclutamiento cíclico, el folículo sólo es 

sencible a FSH por un periodo de tiempo corto que en la oveja es al menos de 36-48 horas, 

donde FSH rescata a 5 de los 25 folículos sensibles a gonadotropinas, el resto de ellos 

degeneran. En este estadio de desarrollo las células de la granulosa producen estrógenos y 

aparecen los receptor a LH (LHR) (Scaramuzzi eta!, 1993). 

5) Folículos ovulatorios (folículos preovulatorios): El incremento en el tamaño del folículo 

ovulatorio es debido al aumento en el número de las células de la granulosa y a la acumulación 

del líquido folicular en el antro. Este crecimiento del folículo es rápido y requiere de 4 días 

para alcanzar un tamaño de 2.5 a 6.0 mm. De los 5 folículos dependientes de gonadotropinas 

sólo 1 ó 2 alcanzan esta fase. La actividad de la aromatización de las células de la granulosa es 

la máxima y por esta razón es la responsable de más del 90% de la concentración de estradiol 

en la circulación (Scaramuzzi et al, 1993).
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2. Proliferación y muerte celular en el proceso de atresia folicular (degeneración del 

folículo del ovario) 

Existen muchos ejemplos de procesos degenerativos que son iniciados por un 

incremento de la muerte celular, principalmente las enfermedades de Alzheimer, Parkinson, 

Huntington, esclerosis lateral amiotrófica, retinosis pigmentaría, epilepsia e infarto del 

miocardio (Price et al, 1998; Jiménez-del Río y Vélez-Pardo,-2001; Ogier-Denis and 

Codogno, 2003). 

En los rumiantes, como en otros mamíferos, la atresia folicular ovárica es un proceso 

degenerativo extenso que se propaga en todo el folículo y por la cual este pierde su integridad 

estructural (Sharma, 2000; Chedrese, 2003). La atresia folicular puede ser iniciada y 

propagada por la muerte de las células foliculares (Clark et al, 2004). Actualmente se 

encuentra en controversia cual de las células foliculares inicia con la atresia aunque se 

mantiene la idea generalizada que inicia con la muerte de las células de la granulosa y algunos 

otros apoyan que se inicia con la muerte de las células endoteliales de la teca (Makrigiannakis 

et al, 1999, Clark et al, 2004) 

Durante la atresia folicular, la muerte de las células foliculares sigue dos patrones 

degenerativos diferentes; en los folículos preantrales involucra cambios degenerativos que 

inician en el ovocito y continúa hacia las células de la granulosa, mientras que en los folículos 

antrales, donde se centró estudios, el proceso degenerativo inicia en la granulosa, continua en 

la teca y finaliza en el ovocito.
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La habilidad para identificar con precisión los cambios degenerativos en el folículo es 

un prerrequisito si se desean realizar estudios de cualquier índole sobre la atresia folicular, 

para ello existen diferentes métodos que permiten diferenciar entre los folículos sanos y 

atrésicos: 

1) Determinación de la atresia folicular con base en la relación en la concentración de 

esteroides. En todas las especies examinadas, incluida la oveja, el inicio y progresión de la 

atresia, se correlaciona con una caída en la síntesis de estro&enos acompañado por la 

mayor concentración de de progesterona en el líquido folicular (McNatty et al, 1985). La 

atresia de los folículos ováricos de los rumiantes se ha determinado midiendo la 

concentración de E2 y P4 en el líquido folicular para estimar la relación E2/P4 para los 

folículos sanos que es >1.0 mientras que para los folículos atrésicos es de <1.0. (Rosales et 

al, 2000; Jiang et al, 2003). 

2) Determinación de la atresia por cuantificación de núcleos picnóticos en cortes histológicos 

de folículos. Los folículos sanos tienen < 5 % de células de la granulosa con núcleos 

picnóticos, mientras que los folículos atrésicos presentan > 5 % de células con núcleos 

picnóticos (Westhof et al, 1991). 

3) Clasificación morfológica de la atresia sin fijar el tejido. Los criterios de clasificación, 

como los que se observan en la tabla 2 permiten claramente diferenciar los folículos sanos 

de los que son atrésicos, independientemente del tamaño del folículo antral. El método 

requiere que el folículo esté libre de tejido estromal y se realice con ayuda del microscopio 

estereoscopico (Moor et al, 1978; Rosales-Torres et al, 2000). Además claramente se ha 

10



demostrado una adecuada correlación entre los criterios morfológicos con los criterios 

histológicos para identificar el grado de atresia en la oveja (Rosales-Torres et al, 2000). 

Tabla 2. Criterios de clasificación del grado de atresia en la oveja. Principalmente se basan en 

la integridad de la capa de la granulosa, presencia del complejo cumulos-ovocito, irrigación de 

la capa de la teca y en la apariencia del folículo. 

Atresia Atresia Capa de la granulosa Complejo Irrigación Apariencia del 
(Rosales- (Moor	et cumulos- de capilares folículo 
Torres et al, 1978) ovocito 
a1, 2000)  

1 1 Continua Visible, unido Abundante Brillante 
a la pared del 
folículo  

2 II Áreas	pequeñas Visible, unido Ligera Disminuye su 
discontinuas	o a la pared del disminución brillo 
desprendimientos folículo de	la 

irrigación  
3a III Áreas	grandes	con Visible, unido Disminución Grisácea 

desprendimientos a la pared del de	la 
folículo irrigación  

IV Perforación extensa Visible,	pero Ausentes Grisácea 
separado de la 

3b pared	del 
folículo  

V Totalmente separada Ausente Ausente Grisácea

La incidencia de la atresia en los folículos de ovejas es altamente dependiente del 

diámetro folicular, el 21% de los folículos pequeños son atrésicos, mientras que en los 

mayores de 6 mm el 93% son atrésicos (Carson et al, 1979). Esta relación de atresia y tamaño 
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folicular también ha sido encontrada en otras especies como en humano y mono (Hsueh, et al, 

1994).

Él oxígeno es absolutamente requerido para la supervivencia del tejido en crecimiento 

y en latencia, la insuficiente provisión de oxígeno aun cuando el déficit sea transitorio puede 

producir un daño celular irreversible (López-Barneo et al, 2001). La distancia a la que el 

oxígeno puede difundir dentro de un tejido que consume oxígeno es muy corta, típicamente 

está dentro de un rango de 20-100 .im. La necesidad para un suplemento adecuado de oxígeno 

a todas las partes del tejido es un requerimiento funcional que puede ser satisfecho por 

estructuras del sistema vascular (Zakrzewicz et al, 2002). El sistema vascular del folículo 

preovulatorio se encuentra en las tecas, no invade a la capa basamental y a las células de la 

granulosa, se considera como una estructura multicelular libre de sistema vascular (Neeman et 

al, 1997). El medio intrafolicular es caracterizado por tener una baja concentración de 

oxígeno, una condición que es muy evidente para los folículos preovulatorios, el gas debe 

difundir de los vasos presentes en la teca a través de la capa basal hacia la capa de la granulosa 

y acumularse dentro del líquido folicular. Las células del folículo y el ovocito se han adaptado 

a este medio ambiente por una extrema sensibilidad al estrés oxidativo (Van Blerkom et al, 

1997). Al aumentar de tamaño, el folículo aumenta su capacidad esteroidogénica y con ello el 

estrés oxidativo. Los requerimientos metabólicos para estimular este proceso puede repercutir 

en la formación anormal de especies óxido reactivas, especialmente cuando el NAPH pierde 

electrones hacia el 02 para formar 02 y este no es liberado a la P450 reductasa (Cross and 

Janes, 1991).
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2.1. Mecansismos de muerte celular en la atresia folicular 

2.1.1. Muerte celular 

La muerte celular es un proceso que culmina con la actividad metabólica. En contraste 

a la quiesencia, que se caracteriza por el descenso de muchas actividades metabólicas, los 

cambios que acompañan a la muerte son irreversibles. Con frecuencia en el proceso de muerte 

celular es difícil definir el momento donde los cambios son irreversibles es decir en que 

momento la célula pasa al punto sin retorno del proceso de muerte (Darzynkiewicz et al, 

1997).

De experimentos in vitro ha surgido la evidencia que ha permitido dividir el proceso de 

muerte celular en tres fases: 

1. La fase de inducción: El proceso de muerte puede ser activado o inhibido por una gran 

diversidad de señales tanto internas como externas que se encuentran selectivamente en cada 

tipo celular. Las señales que inhiben la muerte celular pueden estar ausentes o bien las señales 

que activan pueden sobrepasar la señal que inhibe y favorecer su entrada a un umbral crítico 

que inicia el proceso de muerte (Ramírez-Camond et al, 1999). Algunas señales que inhiben la 

muerte de las células de la granulosa son las gonadotropinas, el factor de crecimiento 

insulinoide, la interleucina l f3, el factor de crecimiento epidermal, el factor de crecimiento 

fibroblástico básico, TGF-a, Bcl-2 y Bcl-xlong entre otras. Algunas señales que activan la 

muerte de las células de la granulosa incluyen a TGF-í3, IL-6, androgenos, especies oxígeno 

reactivas, Bax, antígeno Fas, p53, TNF y caspasas (Hussein, 2005).
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2. La fase efectora: Todas las señales de muerte converge en un integrador y ejecutor central. 

El ejecutor central desencadena el proceso de muerte celular en forma irreversible, por lo que 

puede considerarse como el punto sin retorno del proceso de muerte celular (Kroemer et al, 

1998).

Actualmente se encuentra en debate cual de los organelos intracitoplasmático puede 

participar como ejecutor central, pero se ha postulado la participación preponderante de la 

mitocondria y de los lisosomas. La mitocondria tiene un papel clave como integrador y 

ejecutor central que puede activar la vía de la muerte por necrosis o por apoptosis (Van Loo et 

al, 2002). Paradójicamente, la mitocondria es un organelo esencial para muchos procesos para 

la supervivencia de la célula principalmente por la producción de energía en forma de ATP, 

control redox y la homeostasis del calcio (Kim el al, 2003). También los lisosomas tienen un 

papel clave como integradores y ejecutor central del proceso de muerte que puede activar tanto 

el proceso de necrosis como el de apoptosis (Sohn et al, 2003). Incluso se ha propuesto la 

participación simultánea de la niitocondria y del lisosoma como ejecutor de muerte celular a 

través de la teoría del eje lisosomalmitocondria en el proceso de muerte celular (Zhao el al, 

2003). No hay estudios que establezcan una relación entre la participación de los lisosomas y 

las mitocondrias en el proceso de muerte celular en la atresia y desarrollo folicular en la oveja. 

3. La fase de degradación: Las proteínas efectoras de la muerte celular son activadas en esta 

fase, en la apoptosis las proteasas son específicas, éstas degradan parcialmente y 

selectivamente los componentes de la célula (Newmeyer and Ferguson-Miller, 2003). Por el 

contrario, en el caso de la necrosis, las proteasas son inespecíficas y degradan a todos los 

constituyentes de la célula (Yainashima, 2000).
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2.1.2 Características morfológicas de los diferentes tipos de muerte celular 

2.1.2.1. Muerte celular por apoptosis 

La muerte por apoptosis es un proceso activo, es un mecanismo altamente regulado por 

un programa genético de la célula, puede ser comparada a un suicidio celular. El término de 

apoptosis se propuso por Kerr et al, (1972) para describir un tipo de muerte celular 

caracterizado por el encogimiento de la célula y a la marginación de la cromatina hacia la capa 

nuclear, lo cual crea figuras curvas que ha sido descritas como medias lunas o también como 

pétalos, por lo que se le nombró apoptosis que es un término de origen griego para referirse a 

la caída de los pétalos de las flores. En la actualidad se han utilizado como sinónimos los 

términos de apoptosis y de muerte celular programada (PCD), sin embargo, es inadecuado 

utilizarlos como sinónimos, puesto que la PCD requiere de un programa genético que decide 

cuando iniciar con la muerte, mientras que la apoptosis es uno de los varios programas de 

muerte que puede ser activado por el programa genético de la PCD. El programa genético de 

la PCD se activa en un tiempo determinado y también puede activarlo algunos estímulos o 

factores endógenos o exógenos. Uno de los principales mediadores de la muerte por apoptosis 

es la actividad de las caspasas (citosolica aspartato proteasasa especificas) (Kerr et al, 1972). 

Las características morfológicas de la muerte por apoptosis se han descrito en 

numerosos tipos celulares bajo una gran variedad de condiciones experimentales y fisiológica, 

incluyen principalmente la liberación de la célula de la matriz extracelular, la célula adopta 

una forma redonda, el citoplasma se condensa, la cromatina nuclear se condensa en grumos 

densos que se desplazan hacia la superficie de la membrana nuclear y además se fragmenta en 
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los espacios internucleosomales para producir fragmentos de 180-200 pb y sus múltiplos. La 

membrana nuclear permanece intacta, aunque se produce una redistribución de los poros 

nucleares. Estos cambios se asocian con alteraciones de las proteínas nucleares que son 

degradadas. Se ha demostrado alteraciones en la topoisomerasa, las proteínas de la lámina o 

nucleares reguladoras de la mitosis. El núcleo se fragmenta (cariorrexis) y forma múltiples 

fragmentos de diferentes tamaños que parecen gotas que tienen DNA y se dispersan por todo 

el citoplasma. Si bien en la muerte por apoptosis aparentemente no hay lesiones graves de la 

membrana citoplasmática lo cierto es que se deforma y sufre numerosos abombamientos, así 

como pérdida de la asimetría, aparición de sitios de unión a trombospondina y pérdida de 

residuos de ácido siálico. En los estadios finales, la membrana plasmática se fusiona para 

empaquetar y envolver los constituyentes del citoplasma así como los fragmentos nucleares 

para forma los denominados cuerpos apoptóticos. Los cuerpos apoptóticos son eliminados al 

entorno extracelular, donde son endocitados por células fagocíticas o por las células vecinas, 

lo que evita la lesión y la consiguiente respuesta inflamatoria. De estudios in vitro donde se 

inhibe la endocitosis de las células vecinas y por consiguiente no se eliminan los cuerpos 

apoptóticos, estos continuan con la muerte por necrosis y se conoce como necrosis secundaria 

(Crompton, 1999; Bouchier-Hayes et al, 2005).
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2.1.2.2. Muerte celular por necrosis 

La palabra necrosis, proviene del término griego nékrosis que significa mortificación, 

también se ha llamado muerte celular accidental y puede pensarse como un asesinato de la 

célula. La necrosis se observa cuando las células mueren por un traumatismo grave y súbito. 

La célula necrótica presenta un núcleo condensado que es altamente basófilo (se tiñe con 

hematoxiina). El sitio de mayor daño está localizado en la membrana plasmática, se observa 

principalmente la ruptura y los cambios en la permeabilidad que finalmente edematizan a la 

célula, por ello que se ha propuesto él termino de oncosis "hinchazón" para designar este tipo 

de muerte celular. La célula necrótica libera su contenido citoplásmico hacia el tejido 

subyacente, donde su presencia desencadena una reacción inflamatoria. La muerte es pasiva y 

desencadenada por una perturbación en el medio ambiente más que por un programa genético 

de la célula (Kitanaka and Kuchino, 1999). 

Dentro del proceso de necrosis se observa una disminución de la concentración de ATP 

citoplasmático, principalmente por la apertura desregulada del poro de permeabilidad 

mitocondrial. (He and Lemasters, 2002) y por la actividad del la poli-(ADP-ribosa) polimerasa 

(PARP), una enzima que consume ATP al reparar el daño al DNA (Gobell et al, 2001). La 

disminución de ATP tiene como principales consecuencias: 

1) Una pérdida de permeabilidad selectiva de la membrana plasmática: Principalmente una 

entrada de Na+ y una pérdida de K+ por disminución de la actividad de la ATPasa de NA-K, 

como consecuencia hay una entrada masiva de H 2 0 al citoplasma que causa la hinchazón de la 

célula. Hay alteración del potencial de membrana que favorece la entrada de calcio libre hacia



el interior de la célula como consecuencia de la apertura de canales de calcio dependientes de 

voltaje, así como la apertura de un canal de calcio heterodimérico formado por el receptor 

acetilcolina nicotínico 7 (RACN-7) y DES-2 aunado a la inhibición del rectificador de la 

concentración de calcio de la membrana plasmatica dependiente de AT? (PMCA) (Ono et al, 

2003). El incremento de calcio citosólico libre activa a las fosfolipasas unidas a la membrana, 

que degradan los fosfolípidos de la membrana y le causan perturbaciones, así mismo se 

observa una activación de calpaina que causa daño a la membrana lisosomal, liberación de sus 

enzimas y como consecuencia una rápida desintegración de la célula (Yamashima, 2000). Las 

desoxiribonucleasas lisosomales digieren el DNA en fragmentos de diferente tamaño. 

2) La pérdida de la asimetría de la membrana citoplasmática se manifiesta por la exposición de 

fosfatidilserina en la cara externa y la fosfatidoletanolaniina en la cara interna de la membrana. 

En las células normales los fosfolípidos se distribuyen asimétricamente en la membrana 

plasmática, la fosfatidiletanolamina se encuentra principalmente en la cara externa, mientras 

que la fosfatidilserina se localiza casi completamente en la cara interna de la membrana 

plasmática. El mecanismo por el cual se expone la fosfatidilserina involucra la inhibición de la 

flipasa traslocasa aminofosfolípido dependiente de ATP y por la activación de Bid por un 

mecanismo aun desconocido (Vermes eta!, 1995).
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2.1.2.3 Muerte celular con características de apoptosis y necrosis 

Se ha establecido la hipótesis de que las caspasas son determinantes críticos de las 

características morfológicas de la muerte celular por apoptosis, pero no necesariamente 

implica que esto sea un determinante entre la vida y la muerte en un programa de muerte 

celular. En estudios donde se inhibe artificialmente la activación de las caspasas se observa 

una ausencia de características morfológicas de apoptosis, pero no una inhibición propia del 

proceso de muerte, el cual puede continuar por necrosis (Kitanaka and Kuchino, 1999). 

Se ha observado que el proceso de muerte celular no siempre se acompaña por 

características clásicas de apoptosis o de necrosis. Diversos ejemplos de muerte celular se han 

descrito en los que las características morfológicas o bioquímicas no son típicas ni de 

apoptosis ni de necrosis sino que tienen ambas características (Darzynkiewicz et al, 1997). En 

algunos casos, la integridad de la membrana plasmática se preserva, pero se observa una 

degradación del DNA característico de necrosis. En otras situaciones, la degradación del DNA 

ptiede presentar un patrón típico de apoptosis (escalera), pero la célula muestra otras 

características de necrosis. Estas observaciones hacen suponer que la célula posee ambos 

programas de muerte celular, pero que en algunas situaciones pueden activarse separadamente 

y dar como resultado características típicas de los procesos de muerte, sin embargo también 

puede activarse los dos programas parcialmente y con esto se apreciarían características de 

ambos tipos de muerte (Darzynkiewicz et al, 1997).
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2.1.3 Organelos intracitoplasmáticos en la decisión entre el tipo de muerte por necrosis y 

apoptosis 

El folículo de las ovejas es un claro ejemplo de un modelo de estudio donde participan 

simultáneamente el proceso de muerte celular por apoptosis y por necrosis. Se considera en 

este trabajo que el tamaño del folículo influye tanto en la incidencia de la atresia folicular 

como en el tipo muerte celular. En la oveja no hay estudios que relacionen los cambios en la 

permeabilidad de los lisosomas y de la mitocondria con respecta al tamaño del folículo. 

2.1.3.1 Lisosomas en el proceso de muerte celular 

Los lisosomas son organelos citoplasmáticos delimitados por membrana. En su interior 

tiene un pH de 4-5 y contienen alrededor de 60 diferente hidrolasas identificadas hasta el 

momento, con actividad catalíticas como las fosfatasas, nucleasa, glicosidasas, proteasas, 

ptidasas, sulfatasas y lipasas, que son capaces de digerir todas las macromoléculas de la 

célula (de Duve, 1983; Cuervo and Dice, 2000). Las catepsinas corresponden a las hidrolasas 

lisosomales que más se han estudiado. Se han dividido en tres subgrupos de acuerdo a la 

presencia de un aminoácido en su sitio activo, las catepsinas cisteina (B, C, H,F, K, L, O, S, V, 

W y XIZ), las catepsinas aspartato (D y E) y las catepsinas seria (G) (Rawlings et al, 2004). 

Todas ellas tienen tiene una buena actividad a pH de 4-5; pero otras tienen actividad a pH 

neutros como el contenido en el citoplasma, aunque puede existir un descenso en su 

estabilidad o puede estar aconWañaoo de alteraciones en su especificidad o de ambos.
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En el proceso de muerte celular por necrosis hay una ruptura de la membrana 

lisosomal, lo cual libera todo su contenido hacia el citosol, principalmente las catepsinas y 

otras enzimas hidrolíticas que son las ejecutoras principales de la muerte (Fukuda et al, 1993; 

Syntichaki and Tavernarakis, 2002). 

Permeabilización de la membrana lisosomal (LMP). Por estudios donde se dafía la 

membrana lisosomal artificialmente con detergentes (como la esfingosina o Leu-Leu-Ome), 

estrés oxidativo (usando peróxido de hidrogeno o con daño fotooxidativo) y con antibióticos 

que se unen a la membrana lisosomal, se ha podido conocer que la LMP puede desencadenar 

tanto la apoptosis como la necrosis (Kroemer and Jttela, 2005). Según los autores existe una 

relación entre la extensión de la ruptura de la membrana lisosomal y el modo de muerte 

celular. De acuerdo a este modelo, una limitada liberación del contenido lisosomal puede 

desencadenar la muerte por apoptosis, mientras que una ruptura generalizada de la membrana 

lisosomal desencadena la necrosis celular (Kágedal et al, 2001). Cabe señalar que la vía de 

muerte lisosomal no está limitada a modelos experimentales, la LMP también participa en la 

ejecución de la muerte celular que es inducida por la activación del receptor de muerte (Brunk 

and Svensson, 1999).
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Permeabilidad de la membrana mitocondrial MMP 

Figura 2. Alteraciones de las membranas de los lisosomas y de la mitocondria. Se consideran 

como el punto sin retorno del proceso de muerte, los factores de muerte liberados por la 

permeabilidad de la membrana lisosomal (LMP) modulan el tipo de muerte por necrosis, 

mientras que los factores de muerte liberados por la permeabilidad de las membranas 

mitocondriales (MMP) está involucrada en modular el tipo de muerte por apoptosis (Kroemer 

and Jtte1a, 2005).
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Si la LPM resulta en una liberación selectiva de ciertas catepsinas o si todas las 

enzimas lisosomales son liberadas simultáneamente del lúmen lisosomal no se conoce con 

precisión. El análisis de células tratadas con taurosporina cargadas con partículas de dextran 

que incrementan su tamaño, marcadas con isotiocinato de fluoresceina (FITC) sugieren una 

liberación selectiva, basado sobre el tamaño molecular. Esta hipótesis también es apoyada 

porque otro autor ha encontrado la presencia en el citoplasma de moléculas de 40 kDa más que 

moléculas de 200 kDa (Kroemer and JtteIa, 2005). 

La integridad de la membrana lisosoma se puede medir de dos maneras, la primera 

consiste en medir la presencia y actividad de una enzima característica del lisosoma, en el 

citoplasma, las enzimas características pueden ser la fosfatasa ácida (Rosado et al, 1977; 

Yasuda et al, 2000; Rosales Torres et al, 2000) y J3-galactocdasa (Zhao et al, 2001). Así 

mismo se puede utilizar algunas propiedades de algunos fluorocromos para poder medir los 

cambios membranales lisosomales, principalmente el uso del naranja de acridina (AO) que es 

lipofihico, es una base débil que se ha considerado como un agente lisosomotrópico (Traganos 

and Darzynkiewicz, 1994), Dentro de este grupo encontramos al Lyso Tracker Red que tiene 

las mismas propiedades que el AO (Chen et al, 2005). El AO tiene un propiedad en su estado 

nativo es lipofihico y es capaz de atravesar las membranas celulares, pero entrando en los 

lisosomas con pH ácidos y siendo AO una base débil acepta los protones y cambia sus 

propiedades lipofihicas a hidrofilicas de tal forma que puede quedar atrapado dentro del lumen 

lisosomal (Traganos y Darzynkiewicz 1994). En el lumen lisosomal, AO forma agregados que 

emiten una fluerecencia roja, puede observarse una relocalización de AO en el citoplasma de 
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las células que presentan cambios en la permeabilidad de la membrana lisosomal sin que estas 

presenten cambios ultraestructural (Roberg el al, 1999). 

2.1.3.2 Mitocondria en el proceso de muerte celular 

La mitocondria es una estructura que está constituida por una membrana exterior y una 

membrana interior, la membrana interior está plegada y forma crestas. El espacio entre las dos 

membranas se llama espacio intermembranal y el espacio ubicado en el interior de la 

membrana interna recibe el nombre de matriz. La mitocondria es la unidade generadora de 

energía en la célula, en la matriz mitocondrial se localizan las enzimas del ciclo de Krebs, de 

la beta oxidación, mientras que en la membrana interna mitocondrial se localizan los 

complejos de la cadena oxidativa (Balaban, 1990). 

Mitchell (1961) sugirió que en la membrana mitocondrial interna los electrones son 

transferidos a través de los complejos de la cadena de fosforilación oxidativa hasta el 02 en 

una serie de reacciones acopladas de óxido-reducción que producen una transiocación de 

protones hacia el espacio intermembranal mitocondrial para generar un diferencial de 

potencial electroquímico necesario para la síntesis de ATP. Este potencial electroquímico que 

recibe el nombre de delta Psi (t) está constituido por la distribución asimétrica de los 

protones que generan tanto como un gradientes de concentración como un gradiente eléctrico 

(Chen and Srniley, 1993). 

Diversas señales de muerte celular convergen sobre las membranas de la mitocondria 

para inducir cambios en la permeabilidad de la membrana mitocondrial (MMP) (Ferri and 
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Kroemer 2001). La MMP se ha considerado como un mecanismo fundamental en el proceso 

de muerte por apoptosis y necrosis (Crompton, 1999). La MMP favorece una caída del Ay, 

una liberación de proteínas desde el espacio intermembranal mitocondrial como las procasasas 

2, 3, 8 y 9 (Van Loo et al 2002), así como de Smac/Diablo, Omii'HtrA2, la MMP puede 

desencadenar un descenso en los niveles de ATP acompañado con un aumento en la 

producción de especies óxido reactivas (Bration et al, 2001; Verhagen eta!, 2002;). 

La MIvIP implica la apertura de un megacanal mitocondrial que se conoce como poro 

de permeabilidad mitocondrial de alta conductancia (PT), el cual es un complejo de proteínas 

que ponen en contacto la membrana externa con la membrana interna (Zanzami and Kroemer, 

2001). Los principales componentes de PT son: una proteína de la membrana mitocondrial 

interna, la adenina nucleotido traslocador (AN1'), una proteína de la membrana externa, porin 

o canal anionico dependiente de voltaje (VDAC), proteínas del citosol como la hexocinasa, 

proteínas del espacio intermembranal mitocondrial como la creatincinasa y la ciclofilin D que 

es una proteína de la matriz mitocondrial. 

El PT puede estar cerrado o abierto, diversos miembros de la familia de Bcl-2, que se 

describen en la tabla 3, pueden modular a PT. En condiciones fisiológicas el PT esta cerrado, 

VDAC regula el movimiento de sustancias a través de la membrana mitocondrial externa 

mientras que el ANT intercambia ADP del espacio intermebranal por ATP de la matriz 

mitocondrial. Al inicio del proceso de muerte se abre el PT y dependiendo de la intensidad del 

estímulo, la conductancia de PT puede estar regulada para estímulos moderados o puede estar 

desregulada para los estímulos intensos, así como por miembros de Bcl-2 (He and Lemasters, 
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2002). Corno se observa en la figura 3, este evento es clave para decidir si la célula muere por 

apoptosis o necrosis.
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A) Modelo extructural del poro 
13) Poro cerrado 
C) Apertura regulada 

	

Citosol	O) Apertura desregulada 
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Matrix mitocondrial 

Canal anionico dependiente de voltaqe o porn VDAC 
Adenin nucleotido traslocador ANT 
Membrana mitocondrjal externa MME 
Membrana mitocondrial interna MMI 
Espacio intermembranal EIM
Ciclofilin D	 c 
Chaperona	 Ch 

Figura 3. Modelo propuesto para la estructura del PT. Este está formado principalmente por el 

canal anionico dependiente de voltaje o porin de la membrana mitocondrial externa y el adenin 

nucleotido traslocador ANT de la membrana mitocondrial interna. El PT puede estar cerrado, 

abierta en forma regulada o desregulada. La intensidad del estimulo de muerte influye en la 

magnitud de la apertura de PT y en el tipo de muerte celular (He and Lemasters, 2002).
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Tabla 3. Miembros de la familia de Bcl-2 que modula a PT y al apoptosoma. El apoptosoma es 

un complejo multiprotéico formado por 8 Apaf-1 y 8 procaspasas-9, en condiciones 

fisiológicas la procaspasas-9 está unida a proteínas inhibidoras de apoptosis a (TAP) , que 

inhiben la unión de procaspasa-9 al apoptosoma, La PT libera factores del espacio 

intermembranal que favorecen la formación del apoptosoma como Smac/Diablo, Omifl-ltrA2 

liberan a la procasopasa-9 de IAP y junto con el citocromo e que activa al apoptosoma (He 

and Lemasters, 2002).

MOLÉCULA FUNCIÓN ACCIÓN 

Miembros de BcI-2 que inhiben la 
apertura de PT 
Bcl-2, Bcl-w, Mcl-I, Bfl-1 y Ced-9 Unión con VDAC yANT Inhibe la apertura de PT 

Bcl-xL y Diva/Boo Unión con factor inductor Inhibe la formación del 
de la apoptosis 1 (Apaf- 1) apoptosoma 

Miembros de Bcl-2 que se localizan en 
la membrana mitocondrial y que abren 
a PT 
Bax,	Bak,	Bok,	Bcl-xS,	81k, Unión con VDAC y ANT Abre el PT y se favorece 
Harakirii'DP5, NIP3TJNix y NIP3 la liberación de Cit C y 

la	activación	del 
apoptosoma 

Miembros de Bel-2 que se localizan en 
el citoplasma en forma inactiva y 
tienen	que	ser	degradados	para Abre el PT y se favorece 
activarse la liberación de Cit C y 
Bad, Bod/Bim, Bid, Bik, Bmf, Bnip3, VDAC yANT la	activación	del 
Noxa, Puma y Spike.  apoptosoma 
Citocromo C (Cit C) liberado por la Apoptosoma Activa al apoptosoma 
MMP  
Smac!Diablo y OmilHtr A2 liberados Unido a Procaspasa-9 Inhibe	a	XJAP	y 
por la MMP favorece	la	formación 

del apopto soma _ 
Inhibidor de la apoptosis [AP y XIAP

________________________ 

Unión con Procaspas-9 Inhibe la formación del 
 apoptosoma
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Existen pruebas para medir indirectamente los cambios en la permeabilidad 

mitocondrial, principalmente metodologías que miden cambios en el potencial de membrana 

mitocondrial, entre se encuentraalgunos fluorocromos como la rodamina 123 (Rh123) emite 

en la escala de verdes, tiene una carga positiva y puede difundir por la membrana mitocondrial 

lo que le permite ser atraído o expulsado de la matriz mitocondrial con base en los cambios en 

el potencial de la membrana mitocondrial. Otro fluorocromo utilizado para medir el potencial 

de membrana mitocondrial es el 5,5,6,6'-tetrac loro- 1,1,3,3'-tetraetjl-benzjrnjdazol 

carbocianina iodide (JC-l) tiene las mismas propiedades que Rh123, pero al acumularse en el 

interior de la matriz mitocondrial forma agregados que emiten luz de color rojo. Si disminuye 

el potencial de membrana disminuye la formación de agregados de JC-1 y cambia a color 

verde (Reers et al, 1991; Troyano et al, 2001). 

Esquemáticamente, la extensión del daño a la membrana de los lisosomas y la 

mitocondria puede inducir la muerte por necrosis sí el daño es muy extenso o por apoptosis 

cuando es poco extenso. La inducción de la muerte celular por apoptosis requiere de MMP 

pero a menudo requiere de una interacción entre LMP/MMP. La muerte por necrosis primero 

requiere de una LMP con una subsecuente MMP (Guicciardi et al, 2004). 

La opción entre necrosis y apoptosis puede depender de la intensidad del estimulo que 

está provocando la agresión, por ejemplo en células leucémicas L1210 que se trataron con el 

agente fotosensible clororin 6 triacetoximentil éster, a baja dosis causó MMP y desencadena la 

apoptosis, mientras que a altas dosis provocó LMIP y la muerte por necrosis (Kessel and 

Poretz, 2000).

29



2.1.4 Tipos de muerte en las células de la granulosa durante la atresia folicular de la 

oveja

Algunos estudios en la oveja han establecido que las células de la granulosa durante la 

atresia folicular mueren principalmente por apoptosis. Esto ha sido demostrado al medir la 

degradación interoligonucleosomal del DNA de las células de la granulosa de ovejas y otras 

especies de mamíferos y aves (JolIy et al, 1997). La apoptosis también está presente en otros 

tipos de células del ovario de la oveja principalmente en las células lúteas durante la regresión 

del cuerpo lúteo, así como en las células de la superficie del ovario y en las células apicales 

durante el proceso de ovulación (Sawyer eta!, 1990). 

En la oveja la atresia de folículos dependientes de gonadotropinas es inducida por la 

inyección de fluido folicular de bovino (bFF) a las 12 horas del tratamiento se observa la 

fragmentación interoligonucleosomal del DNA de las células de la granulosa, a las 24 h 

pérdida de la actividad de la aromatasa y pérdida de la respuesta de LH. Estos resultados 

indican que las células de la granulosa comienzan a morir por apoptosis antes que haya un 

apreciable descenso en la capacidad de las células de la granulosa para responder a los 

gonadotropinas o a la síntesis de estradiol. Parece que un incremento en la incidencia de la 

apoptosis de las células de la granulosa es un evento muy temprano durante la atresia (Jolly et 

al, 1996). 

Las descripciones histológicas como los núcleos picnóticos, la cariorresis y la 

formación de cuerpos apoptóticos frecuentemente se aplican a cambios celulares que ocurren 

durante la atresia, pero no necesariamente son específicos de la muerte celular por apoptosis. 
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Las características morfológicas de la muerte de las células de la granulosa durante la atresia 

no se han descrito específicamente en el contexto de cambios conocidos que ocurren durante 

el proceso de apoptosis (Kerr et al, 1994). 

En un estudio en el cual se midió en células de la granulosa de folículos de oveja la 

participación diferencial de la muerte por necrosis y apoptosis por un análisis bivariado 

utilizando ioduro de propidio como indicador de permeabilidad de membrana y a la Anexina 

V como indicador de la pérdida de asimetría de la membrana celular, así como por la 

presencia de enzimas lisosomales en forma libre, se demostró la participación de la apoptosis 

y de la necrosis dentro del desarrollo folicular y la atresia en la oveja (Rosales-Torres et al, 

2000; ver tabla 4). Este estudio no esta en contradicción con los anteriores puesto que hay que 

recordar que en algunas situaciones puede existir la presencia de características de ambos tipos 

de muerte y además como se describe adelante algunas metodología utilizadas para los 

estudios de muerte celular no pueden diferenciar entre los tipos de muerte.
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Tabla 4. Participación de apoptosis y necrosis en células de la granulosa obtenidas de folículos 

preovulatorios de ovejas de diferente tamaño y grado de atresia, cultivadas con Anexina y 

loduro de Propidio. 

Atresia Tamaño 

en mm

Células sanas (%) 

Ariexina(-) PI (-)

Células apoptóticas (%) 

Anexina(+) PI (-)

Células necród cas (%) 

Anexina(+) P (+) 

9 1 >6 85.4±8.9a *876a 4.8±1.9a 

1 3-6 86.4±9.4a *9.2±2.8a 46±2.1a 

2 >6 68.9±8.8b 1 l.0±3.0a,b 14.I±4.2b 

T 2 3-6 70.3±4.9b *192±46c 8.4±2.3c 

3a >6 43.4±7.1c 221±54cd 32.5±3.9d,e 

3a 3-6 44.1±6.4c *27.1±4.Od 18-7±3.7b 

T 3b >6 29.4±4.5d t27.8±4.3d 36.9±4.2e 

1

3b 1 27.3±5.8d *38.9±3.Qe 26.8±4.9d

Los datos se presentan como promedio y ± la desviación estándar del número de casos indicado por n. Dentro de 

la misma columnas letras diferentes indican diferencias significativas entre los datos (P>0.005 por la prueba de 

ANOVA y Tukey)

Tomado de Rosales-Torres et al, 2000. 
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2.1.5 Pruebas utilizadas para medir muerte y viabilidad celular 

Existe una serie de exámenes que utilizados aisladamente no permitir diferenciar entre 

células vivas y muertas, así como entre tipos de muerte celular, sin embargo como se resalta 

más adelante es necesario utilizar exámenes bivariadas donde se utiliza una o más de las 

exámenes que mencionaremos adelante. 

2.1.5.1 Pruebas para medir muerte y viabilidad con base en los cambios de la membrana 

plasmática 

Se han diseñado diversas pruebas que han permido observar cambios en la membrana 

plasmática de las células: 

1) Una de las primeras se basa en medir la integridad de la membrana plasmática. Estas 

pruebas por si mismas son incapaces de discriminar entre las células vivas y con apoptosis, las 

cuales mantienen la integridad de sus membranas, ni entre células en necrosis y con apoptosis 

tardía, ya que en ambos casos existe pérdida de la integridad de la membrana. Las membranas 

intactas de las células vivas y las células apoptóticas tempranas pueden excluir colorantes 

catiónicos como el azul tripan, el ioduro de propidio, bromuro de etidio, monoazida de etidio y 

el D-actinomicin-amjno-7 (7-AMD), mientras que en las membranas de las células con 

necrosis y con apoptosis tardía pierden la capacidad de excluir estos colorantes (Belloc et al, 

1994). Otra prueba empleada para medir la integridad membranal es la del diacetato de 

fluoriceiri (FDA), el cual es incorporado por las células vivas y es hidrolizado por esterasas 
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intracelulares, que se encuentran constitutivamente en todas los tipos de células, a 

fluoresceina, la molécula que queda atrapada en las células con membrana plasmática intactas 

(Riedy eta!, 1991). 

2) Otras pruebas que miden los cambios en la pérdida de la función de transporte a través de la 

membrana plasmática como el fluorocromo Hoechst 33342 (H0342), SYTO-16 y el LCS-75 1 

son excluidos por las células vivas pero no por las células apoptóticas (Ormerod et al, 1993). 

3) La asimetría de la membrana plasmática se pierde tanto en las células necróticas como en 

las células apoptóticas, principalmente se observa una exposición de fosfatidilserina, que 

generalmente se localiza en el interior de la membrana. El anticoagulante anexina V se une a 

la fosfatidilserina. La combinación de Anexina V y loduro de Propidio (PI), un colorante que 

se intercala en la doble hélice de DNA en células que tienen permeabilizadas sus membranas 

permite identificar y diferenciar entre células vivas (AV-/PI-), células con apoptosis temprana 

(AV+iPI-) y células necróticas (AV+/PI+) (Koopman et al, 1994). 

2.1.4.3 Pruebas para medir muerte y viabilidad con base en los cambios del DNA 

Condensación de la cromatina nuclear o núcleos picnótico se pueden observar tanto en 

la muerte por necrosis como en la muerte por apoptosis, los tejidos son fijados y sometidos a 

la prueba de hematoxilina la cual se intercala a las núcleos de la células muertas con picnósis 

(van Wezel eta!, 1999). 

En los procesos de muerte hay una degradación extensa del DNA que resulta en 

múltiples fragmentos del DNA, el fragmento del DNA principalmente el extremo 3'OH 
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terminal puede ser detectado por la unión a nucleotido que están conjugados con biotina o 

digoxigenina, en una reacción catalizada por una trasferasa terminal TdT (TUNEL) o por una 

DNA polinierasa. Posteriormente se utiliza un anticuerpo conjugado con un fluorocromo 

contra dioxigenina (Li et al, 1995). Estas técnicas pueden marcar preferentemente a las células 

apoptóticas pero también puede marcar a las células necróticas (Grasi-Kraupp et al, 1995). Se 

ha mencionado que son inadecuadas para separar completamente poblaciones de células con 

apoptosis y necrosis (Frey, 1995). 

2.1.6 Tipo de muerte en las células de la teca durante la atresia folicular de la oveja 

Existen muchas interrogentes alrededor de la participación de la muerte de las células 

de la teca en la atresia folicular y pocas investigaciones encaminadas a medir los cambios 

específicos de la teca de los folículos atrésicos. En la rata, aves y bovino se ha reportado que 

existe una menor tasa de muerte que la que ocurre en las células de la granulosa (Nakayama el 

al, 2000). En un estudio de cambios ultraestructurales en la teca interna del ovario de la oveja, 

O'Shea et al (1978), también observaron que la muerte celular de la teca interna fue menor 

que la observada en la granulosa y que la frecuencia de muerte en la teca estuvo relacionado 

con el avance en el proceso de atresia. Más recientemente, Nakayama el al (2000), estudiando 

los folículos de bovino, encontraron que en el proceso inicial de atresia folicular, la teca 

interna también presenta células apoptóticas aunque apoya el hecho que la atresia comienza 

con la apoptosis de la granulosa.

35



Otros autores mencionan que la muerte de las células endoteliales de los vasos 

sanguíneos que irrigan al folículo desencadena el proceso de la atresia folicular (Jiang et al, 

2003). Una de las causas principales de enfermedades neurodegenerativas, es la muerte de las 

células endoteliales de los vasos sanguíneos las cuales se manifiestan por fallas en la difusión 

de oxígeno, una pérdida de la perfusión, pérdida de la vasoregulación en el tejido nervioso 

(Storkebaum and Carmeliet, 2004). Hay et al (1976), han demostrado la importancia de la 

adecuada irrigación en la salud del folículo, la presencia de los vasos sanguíneos provee al 

folículo de nutrientes y oxígeno. Un signo temprano de atresia incluye una desaparición 

selectiva de la red interna sin cambios sustanciales de la vasos sanguíneos de la teca interna 

(Moor and Seamark, 1986). 

3	La angiogénesis durante el desarrollo folicular 

El desarrollo y crecimiento de los tejidos y órganos de los mamíferos está acompañado 

por cambios en el riego sanguíneo normal. Uno de los mecanismos por medio del cual se 

ajustan estos cambios es la proliferación de una de las dos células precursoras de los vasos 

sanguíneos, a saber: 1) El hemoangioblastoma es un precursor que se diferencia hacia la célula 

endotelial, la cual prolifera para forma de novo el sistema sanguíneo primario, en un proceso 

que en conjunto se conoce como vasculogénesis; 2) La célula endotelial de los capilares de los 

vasos sanguíneos preexistentes en los tejidos y órganos es un precursor que también puede 

proliferar para dar origen a una nueva red microvascular compuesta de arteriolas, capilares y 

vénulas en un proceso referido como angiogénesis (Risau, 1997). La angiogénesis es un 
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proceso confinado a un área del capilar sanguíneo donde se observan cambios fisiológicos y 

morfológicos de la pared de los capilares así como cambios en la tasa mitótica de la célula 

endotelial, lo que ha permitido a algunos autores dividirlo en dos fases; la de activación y la de 

resolución. En la fase de activación se observa en orden cronológico y en dirección hacia el 

estímulo quimiotáctico: 1) Aumento de la permeabilidad de la pared del vaso. 2) Disociación 

de las células endoteliales de la capa interior de la pared del capilar. 3) Degradación confinada 

que forma un agujero en la lámina basal de la capa interior de la pared del capilar, así como 

degradación de la matriz extracelular. 4) Brote sólido, formado por las células endoteliales, 

que proliferan y migran a través del agujero e invaden la matriz extracelular. La fase de 

resolución comprende a su vez: a) Inhibición de la proliferación y migración de la célula 

endotelial, b) Formación de la membrana basamental, c) Formación del hueco capilar y 

establecimiento del flujo sanguíneo, y d) Diferenciación de la nueva red microvascular 

(Pepper, 2001). 

La angiogénesis puede ser un evento de naturaleza esporádica principalmente en el proceso de 

curación de lesiones tisulares, así como en situaciones patológicas como el crecimiento y 

metástasis de los tumores. La angiogénesis prominente se observa durante el crecimiento de 

órganos y tejidos, así como en la hembra adulta principalmente en la glándula mamaria, 

placenta, útero y en el folículo del ovario. La angiogénesis que acompaña a la foliculogénesis 

se presenta en períodos cíclicos en las diferentes etapas del ciclo estral (Denekamp, 1984; 

Nottola et al, 1997; Zimmerman et al, 2003). En la foliculogénesis, la angiogénesis y 

regresión de vasos proporcionan los cambios en la red microvascular del folículo (Charney et 

al, 1975).
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Durante el desarrollo folicular la angiogénesis no es distribuida igualmente. Los 

folículos en la etapa de primordial y primario, están cercanos a las arteriolas espiradas del 

estroma pero no poseen una red vascular propia (Wulff el al, 2001; Jiang el al, 2002). Existen 

pruebas que demuestran que la angiogénesis folicular inicia al finalizar la formación de las 

tecas en el folículo secundario tardío y parece estar restringida al compartimiento de la teca. A 

través del uso de un marcador específico de la célula endotelial CD3 1 y del marcador de 

proliferación BrdU, se ha demostrado que no hay células endoteliales en los primeros estadios 

del desarrollo folicular en los primates y sólo se localizan en la teca de los folículos 

secundarios tardíos, en donde también las células endoteliales proliferan (Wulff et al, 2001). 

Así mismo al realizar estudios morfológicos de la red microvascular con la técnica de 

microscopia electrónica, sólo los folículos secundarios de los porcinos, presentaron dos 

arteriolas espiradas en el estroma que circundaba al folículo, estas arteriolas se hacen rectas 

antes de entrar en el folículo; las arteriolas dentro de la teca externa del folículo entran en 

anastomosis, de estas arteriolas se originan algunos capilares largos que forman una malla 

poligonal en la teca externa del folículo, pero no invaden la teca interna ni la capa basamental 

(Parrott and Skinner, 2000; Jiang et al, 2002). 

La angiogénesis folicular Continúa en el folículo antral temprano principalmente la red 

microcirculatoria de la teca externa envía a la teca interna pequeñas ramas de capilares, los 

cuales en la teca interna se arreglan en una simple capa que no penetran la capa basamental del 

folículo (Geva and Jaife, 2000; Jiang el al, 2002). En el folículo antral tardío se establece la 

red vascular interna, en donde los capilares se dividen para formar una red rica de capilares 

semejante a una canasta. El establecimiento de la red capilar interna, coincide con el periodo 
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de rápido crecimiento y diferenciación del folículo (Neeman et al, 1997; Jiang el al, 2002). La 

selección del folículo dominante puede depender de la formación diferencial de este 

suplemento vascular y de un incremento en la permeabilidad vascular (Fortune el al, 2001; 

Stouffer el al, 2001). El desarrollo del folículo preovulatorio es dependiente de la angiogénesis 

puesto que la angiogenesis folicular mantiene la función endócrina de la teca como resultado 

de una adecuada liberación de hormonas, colesterol, nutrientes y oxígeno (Zeleznik el al, 

1981; Neeman el al, 1997; Davis el al, 2003). El folículo dominante preovulatorio de bovinos 

como consecuencia del activo desarrollo de capilares en la teca interna tiene una red de 

capilares muy extensa al compararlo con los otros folículos, aunque son escasos los capilares 

en la región apical del folículo (Brannstrom eta!, 1998; Jiang el al, 2003). 

3.1 El factor de crecimiento del endotelio vascular y la angiogénesis folicular 

La angiogenesis tiene un papel primario en el desarrollo folicular y está confinada a la 

capa de la teca del folículo, sin penetrar la membrana basamental que separa la capa de la teca 

de la capa de las células de la granulosa (Zeleznik el al, 1981; Stouffer et al, 2001). Aunque la 

angiogenesis es exclusiva de la teca, las células de la granulosa ejercen un importante papel en 

el proceso al producir diversos factores angiogénicos que actúan en forma parácrina con la 

teca (Grasselli el al, 2003). 

De un estudio en cultivo in vitro de células endoteliales de la aorta y células de la 

granulosa de cerdo colectadas de folículos de diferentes tamaños, se observó que las células de 

la granulosa de los fc1ículos pequeños estimulan la proliferación y la formación de brotes de 
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las células endoteliales, mientras que las células de la granulosa de los folículos grandes 

favorecen la elongación del brote endotelial (Grasselli el al, 2003). Otro estudio in vitro de 

células endoteliales en cultivo con extractos de células de la teca o con extractos de las células 

de la granulosa demostró que las células de la granulosa de folículos de cerdo estimulan la 

migración y proliferación de las células endoteliales, mientras que los estratos de la teca no 

tienen ningún efecto sobre las células endoteliales. Estas observaciones ponen de manifiesto 

que aunque sólo la teca del folículo es vascular las células de la granulosa ejercen un 

importante papel en la migración y la proliferación de las células endoteliales (Makris el al; 

1984).

La angiogénesis folicular depende de una interacción entre diversos factores de 

crecimiento producido por las células de la granulosa y de la teca que pueden actuar en 

diferentes momentos sobre las células endoteliales, algunos estimulan el crecimiento y otros 

median la reorganización de las células endoteliales hacia estructuras vasculares complejas. 

Además, la modulación durante la angiogénesis folicular tanto de la expresión y de la acción 

de estos factores es aun incierta (Tamani and Ambrogi, 2004). 

De los resultados con modelos celulares en cultivo, se ha interpretado que el proceso 

de la angiogénesis puede ser desencadenado por factores de acción angiogénica directa y por 

los factores de acción angiogénica indirecta. El factor de acción angiogénica directa es 

liberado y se une a su receptor que se localiza en la célula endotelial, entre ellos se encuentran 

el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), el factor de crecimiento fibroblástico 

básico (bFGF) y la fosfolipasa de timidina (TP). Los factores con acción angiogénica 

indirecta, favorecen la transcripción del mRNA de VEGF; principalmente se incluye al factor 
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de crecimiento trasformante alfa y beta (TGF-a, TGF-j3), al factor de crecimiento y 

diferenciación plaquetaria (PDGF), al factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), al factor de 

crecimiento flbroblástico-4 (FGF-4), al factor de crecimiento de queratinocitos (KGF/FGF-7), 

al factor de crecimiento epidermal (EGF), interleucina-1 a (IL-la); IL-fl3; IL-6 y al factor de 

crecimiento msulinoide (IGF- 1) (Pertovaara et al, 1994). 

La hipoxia de los tejidos que es particularmente notable en la periferia de áreas 

necróticas de los tumores, induce la transcripción del mRNA de VEGF, por lo que se 

considera de acción angiogénica indirecta (Minchenko et al, 1994). Interesantemente otros 

miembros de los factores de crecimiento de acción angiogénica directa e indirecta no son 

estimulados por la hipoxia, por lo que VEGF se considere un mediador importante de la 

angiogénesis inducida por hipoxia (Enholm et al, 1997). 

VEGF es uno de los principales factores angiogénicos, también es conocido como 

factor de permeadilidad vascular (VPF), ya que es un potente factor que estimula la 

proliferación y migración de la célula endotelial. Adicionalmente tiene un papel muy 

importante en mantener la estructura microvascular, así como en el mecanismo de 

permeabilización de los capilares con una potencia de 50,000 veces superior a la histamina 

(Redmer et al, 2001). VEGF pertenece a la superfamilia de factores de crecimiento de unión 

dimérica con enlaces disulfuro. Aunque su nomenclatura correcta es VEGFA, es usual usar 

solo VEGF para referirse a este factor, otros miembros de esta superfamilia comprenden a la 

familia del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), VEGFB, VEGFC y VEGFD. 

Se han reportado dos homólogos de VEGFA, el VEGFE de origen viral que causa lesiones en 

la piel acompañado de una proliferación microvascular aguda en la oveja; así como el VEGF 
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de la glandula endocrina (EG-VEGF), también conocido como procinetin 1 (PK-1) (Ferrara et 

al, 1992). 

La transcripción del gen vegf, que reside en el cromosoma 6p2l.3 en el humano, 

genera un pre-mRNA de VEGF que por el proceso de maduración alternativa, incluye o 

excluyen diferentes exones para formar 8 mRNA de VEGF. La traducción por el ribosoma de 

los 8 mRNA de VEGF maduros da origen a 8 isoformas de la proteína de VEGF conocidas 

como: VEGFI2I, VEGF145, VEGFI48, VEGFI65, VEGF183, VEGF189, VEGF206, 

rEGF165b (Cui el al, 2003). 

En un modelo esquemático donde ocurre la traducción en los ribosomas de un mRNA 

de VEGF con todos sus exones codifica para una cadena polipeptidica formada de 238 

aminoácidos, el exón 1 codifica para los aminoácidos que están en la posición 1 a la 26, el 

exón 2 al 5 codifica para los aminoácidos que están en la posición 27 a la 141, el exón 6a1 

codifica para los aminoácidos que está en la posición 142 a la 159, el exón 6a2 codifica para 

los aminoácidos que están en la posición 160 a la 165, el exón 6b codifica para los 

aminoácidos que están en la posición 166 a la 182, el exón 7a codifica para los aminoácidos 

que están en la posición 183 a la 209, el exón 7b codifica para los aminoácidos que están en la 

posición 210 a la 226, el exón 8a codifica para los aminoácidos que están en la posición 227 a 

la 232 y el exón 8b codifica para los aminoácidos que están en la posición 233 a la 238 

(Robinson and Stringer, 2001). 

Los 8 mRNA de VEGF maduros tiene en común: 1) Una región sin traducción en el 

extremo 5'del mRNA (5'UTR) unido en codon 5'AUG y otro UTR en el extremo 3' (3'UTR) 

que puede unirse al codon final del exon 8a o al codon final del exon 8b. 2) Los exones del 
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uno al cinco que codifican para los aminoácidos Met-1 a la Lys-141, los aminoácidos que 

están en la posición Met- 1 a la Ala-26 pertenecen al péptido señal, que es necesario para la 

secreción de la proteína de VEGF, el exón tres codifica para la Cys-5 1 y Cys-6 1, necesarios 

para la dimerización antiparalela de los monomeros de VEGF, y la Asp-63, Glu-64 y Glu-67 

que forman el sitio de unión al receptor 1 de VEGF (VEGFR1), el exon 4 codifica los residuos 

Arg-82, He-83, Lys-84 y His-86 que forman el sitio de unión con el VEGFR2 (Stouffer et al, 

2001; Robinson and Stringer, 2001). 

Los 12 residuos de aminoácidos codificados por el exón 8 del mRNA de VEGF pueden 

darle propiedades angiogénicas o antiangiogenicas. Teóricamente la Ser-233, Leu-234, Tre-

235, Arg-236, Lis-237 y Asp-238 codificados por el exon 8b podrían dar origen a una nueva 

familia de isoformas VEGFxxxA con acción antiangiogénica, sin embargo, sólo se ha 

localizado a VEGF165b que es un homologo de VEGF 165, las células de cáncer y normales 

(Woolard et al, 2004). 

La Cys-227, Asp-228, Lis-229, Pro-230 Arg-23 1 y Arg-232 codificadas por el exon 8a 

dan origen a la familia de isoformas VEGFA con propiedades angiogénicas. Los aminoácidos 

que se encuentran en la posición 142 a la 165 y en 183 a la 209 codificada por los exones 6a y 

7a, tiene sitios de unión débiles a heparina, mientras que los aminoácidos que se encuentran en 

la posición 166 a la 182 codificadas por el exon 6b presenta sitios de unión fuerte a heperina, 

mientras que los aminoácidos 142 a 226 codificados por exones del 6a,6b,7a,7b, son 

necesarios para la unión con los proteinglicanos heparin sulfatados (HSPG) de la matriz 

extracelular (ECM), los aminoácidos 183 al 226 codificados por el exon 7 son necesarios para 

la unión con el co-receptor neurofihin 1 (NR?) (Stouffer et al, 2001).
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Exclusivamente las proteínas de VEGF ejercen su acción al unirse a los receptores tipo 

'tirosinacinasa como: A) La tirosinacinasa parecida a fms (Flt-1) o también conocida como 

receptor-uno de VEGF (VEGFR-1). B) La cinasa de hígado fetal (Flk-1) es homólogo murine 

de la región dominio cmasa (KDR) o VEGFR-2. C) VEGFR-3 D) co- receptor NRP. VEGFR-

1 es "señuelo"que previene la unión de VEGF con su co-receptor NP- 1 y por consiguiente con 

VEGFR-2, por otro lado VEGFR-I estimula la producción de UPA, tPA y MMP-9. VEGFR-1, 

es necesario para la formación de tubos capilares, es expresado por las células endoteliales que 

proliferan y por las que están quiescentes. VEGFR-2 es expresado en la célula del endotelio 

vascular y median los efectos de VEGF en la proliferación, migración, supervivencia y en la 

angiogenesis (Terman eta!, 1991; Bensha eta!, 2000a; Boonyaprakob et al, 2003). 

Las isoformas VEGF12I, VEGF148, VEGF165 y VEGFI65b son solubles y las otras 

VEGF145. VEGFI83, VEGF189 y VEGF206 se unen generalmente a la membrana y a los 

constituyentes de la ECM (Stouffer et al, 2001). 

Las isoformas de VEGFA como VEGFI65 puede unirse al VEGFR-I y VEGFR-2 y al 

co-receptor NP-! y NP-2, VEGFI45 puede unirse selectivamente a los co-receptores 

neuropilin NP-2, VEGF121 y la isoforma de VEGF11O, producida por proteólisis de 

VEGF189 o de VEGF206, se une a VEGFR-! y VEGFR-2, pero no a NP-1 y NP-2, con una 

importante disminución de la angiogénesis (Terman et al, 1991; Berisha et al, 2000a; 

Boonyaprakob et al, 2003). 

La expresión de VEGF ocurre en células de la granulosa y teca e induce la 

angiogénesis en la teca durante el desarrollo del folículo (Shweiki et al, 1993). VEGF/VPF 

puede incrementar la permeabilidad vascular y se ha hipotetizado que junto a las 
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gonadotropinas media el proceso fisiológico de la formación del antro (Zimmermann et al, 

2003). Por otra parte VEGF puede tener una acción directa sobre las células de la granulosa y 

actuar como un factor autocrino que modula la producción de estrógenos en células de la 

granulosa en los folículos pequeños y grandes (Grasselli et al, 2002) y además recientemente 

se le ha atribuido un papel citoprotector para estas células (Greenaway et al, 2004). 

En la angiogénesis folicular de los primates están presentes diferencialmente durante el 

desarrollo folicular el mRNA de VEGF y la proteína de VEGF en las células de la teca y en 

las células de la granulosa; en el folículo preantral y antral se encuentran presentes en las 

células de la teca mientras que en los folículos preovulatorios se localizan en las células de la 

granulosa cercanas al ovocito, mientras que en los folículos primordiales en células de la 

granulosa no están presentes (Stouffer et al, 2001; Taylor eta!, 2004). 

En el proceso de angiogénesis folicular en los primates, las células de la granulosa 

expresan el niRNA de VEGF al final del desarrollo del folículo secundario y su máxima 

expresión la alcanza en los folículos antrales. Mientras que la expresión del mRNA del 

receptor Flt-1 (VEGFR-l) se expresa en las células de la teca tanto del folículo secundario 

tardío como en el folículo antral. Por lo tanto, VEGF actúa de manera paracrina estimulando la 

angiogénesis en la capa de la teca de los folículos. Al bloquear a VEGF con la administración 

soluble del receptor truncado del Flt-1-FC (VEGFTrapA40), dramáticamente se reduce la 

proliferación de las células endoteliales y de las células de la teca. Así el efecto 

antiproliferativo indirecto de VEGF sobre las células de la teca puede ser debido a que en 

condiciones normales estimula la permeabilidad del vaso, cuando se bloquea a VEGF esta 

función es inhibida y moléculas como la hormona luteinizante (LH) no difunde hacia las 
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células de la teca y no estimula la mitosis. Al bloquear a VEGF disminuye la expresión del 

rnRNA del receptor Fit (VEGFR- 1) y el mRNA del receptor Flk- 1 /KDR (VEGFR-2) en las 

células endoteliales de la teca en los folículos terciarios, un claro signo de la importancia de 

este péptido en este estadio del desarrollo (Wulffet al, 2001). 

En los bovinos se expresan los receptores Flt- 1 (VEGFR- 1) y FIk- 1 (VEGFR-2) en las 

células endoteliales de la teca interna de los folículos del ovario (Gerber et al, 1997). Durante 

el desarrollo folicular del ovario de los bovinos se expresa poco el mRNA de VEGF en los 

folículos pero se hace más pronunciada su expresión en las células de la granulosa y teca en el 

desarrollo del folículo dominante, principalmente en las células de la granulosa existe un 

incremento de la expresión del rnRNA de VEGF y una acumulación de la proteína VEGF en el 

líquido folicular (Berisha et al, 2000b). 

Un estudio reciente reporta que las células de la granulosa de los folículos de cerdos 

expresan el mRNA de VEGF (Barboni et al, 2000; Shimizu et al, 2002). En los folículos 

preovulatorios, los niveles altos de VEGF presentes en el líquido folicular difunden 

lentamente hacia la teca y crea un gradiente angiogénico que atrae los vasos sanguíneos hacia 

la granulosa, sin embargo no cruza la barrera representada por la capa basamental. Un 

aumento en la expresión de VEGF durante la fase folicular puede ser útil para incrementar el 

número de folículos destinados a ovular (Tamani and Ambrogi, 2004; Kaczmarek et al, 2005). 

En esta especie se expresan el mRNA de VEGF en las teca y en granulosa, en la angiogénesis 

folicular en la cerda se han identificado dos isoformas de VEGF en los folículos medianos y 

grandes, en las células de la granulosa se expresan las isoformas VEGF120 y la VEGFI64 

mientras que los receptores se expresan en las células de la teca VEGFR-1 y VEGFR-2 
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o 

(Shimizu el al, 2002; Boonyaprakob el al, 2003). Durante el desarrollo folicular VEGF120, 

'comparado con VEGF164, tiene un papel angiogénico muy importante (Shimizu et al, 2003a). 

La inyección de fragmentos de vegf dentro del ovario de cerdas tratadas con gonadotropina 

coriónica de equino aumenta los niveles de VEGF en el líquido folicular y la expresión de 

VEGF120 y de VEGF164 en las células de la granulosa de los folículos antrales, así como la 

expresión de riiRNA de VEGFR-1 (Flt-1) en las células de la teca interna (Shimizu et al, 

2003b).

En los folículos preovulatorios de ovinos, la expresión de mRNA de VEGF ha sido 

detectada en las células de la granulosa y en la teca interna (Redmer et al, 2001). En los 

roedores las células de la granulosa de los folículos secundarios producen VEGF y tiene 

receptores de VEGFR-1 (Flt-l) y VEGFR-2 (Flk/KDR) en las células de la teca (Quintana et 

al, 2004). 

3.1.1 Gonadotropinas y el factor de crecimiento del endotelio vascular 

La expresión de mRNA de VEGF, de la proteína o de ambos, en el folículo ovárico de 

varias especies es estimulada por las ganadotropinas (Kaczmarek el al, 2005). En los folículos 

de ratas, se ha mostrado que la exposición a cantidades elevadas de gonadotropinas aumenta 

tanto la expresión de VEGF como los receptores VEGFR- 1 (FIt- 1) y VEGFR-2 (Flk/KDR) 

(Gomez et al, 2003). La angiogénesis folicular dependiente de gonadotropinas en el ratón es 

inhibida al administrar un anticuerpo específico contra el receptor VEGFR-2 (FIk-l/KDR) se 

observa que existe un bloqueo del desarrollo de los folículos antrales con una reducción del 
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antro folicular y reducción en la producción de estradiol e incluso la administración exógeno 

de gonadotropinas en ratones hipo fisectomizados no restaura esta condición. Además la 

administración del anticuerpo contra el receptor VEGFR-2 (Flk-l/KDR) no induce ningún 

efecto sobre la vascularización preexistente, pero inhibe la angiogénesis folicular 

(Zimmermann et al, 2003). Las cerdas tratadas con eCG aumenta la expresión del mRNA de 

VEGF120, VEGF 164 en las células de la granulosa de los folículos medianos y grandes, como 

los niveles de VEGF en el líquido folicular (Shimizu et al, 2003b). Las gonadotropinas 

estimulan la producción y expresión de VEGF in vitro eCG induce la expresión de mRNA de 

VEGF120 y de VEGF164 en las células de la granulosa in vivo (Christenson and Stouffer, 

1997). La expresión de rnRNA VEGF es regulada por una gran variedad de factores, entre 

estos está el IGF-1 el cual estimula la expresión de mRNA VEGF por las células de la 

granulosa in vitro (Hsu and Hammond, 1987). Shimizu et al (2002), indican que la expresión 

del mRNA de VEGFR-1 (Flt-1) y de VEGFR-2 (Flk-1) aumenta en el tejido de la teca de los 

folículos medianos y grandes después del tratamiento de eCG se ha sugerido que la expresión 

de VEGFR-1 (Flt-1) y de VEGFR-2 (Flk-1) pueden ser activados por diferentes isoformas de 

VEGF (Shimizu et al, 2002). El efecto de la hipoxia en la expresión de VEGFR-1 (FIt-l) y de 

VEGFR-2 (Flk-l) en el tejido de la teca en el desarrollo folicular es poco conocido, pero es 

efectada aunque en menos extensión que VEGF (Gerber et al, 1997; Shirnizu et al, 2003a).
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3.1.2 Estrógenos y el factor de crecimiento del endotelio vascular 

El resultado de la administración intrabursal de estrógenos en ratas, claramente 

demuetra que los estrógenos pueden directamente estimular la expresión de VEGF a nivel del 

ovario (Danforth et al, 2003). Así mismo en las células de la granulosa de roedores la 

administración intraperitoneal de VEGFI20 y VEGF164 estimulan la angiogénesis e 

indirectamente la producción de E2 (Jijima et al, 2005). En cerdos, no obstante, los estrógenos 

no estimulan la producción de VEGF en los folículos cultivados in toto (Mattioli et al, 2001). 

Así mismo se observa que en los bovinos los estrógenos no ejercen ningún efecto sobre la 

angiogénesis folicular (Acosta et al, 2003). Por lo tanto, la demostración de una relación 

causal entre estrógenos y la expresión de VEGF requiere de más estudios adicionales 

(Kaczmarek et al, 2005). 

3.1.3 Hipoxia, ayuno y el factor de crecimiento del endotelio vascular 

Estudios realizados en primates revelan que la expresión de VEGF en el folículo antral 

es independiente de la secreción de gonadotropinas mientras que la expresión de VEGF en en 

el folículo preovulatorio está bajo control gonadotrópico, principalmente de LH (Taylor et al, 

2004). En contraste en las especies como el cerdo la expresión de VEGF en el folículo antral 

depende de FSH mientras que la expresión de VEGF en los folículos preovulatorios es 

independiente de LH (Barboni et al, 2000). Es posible que otros factores paracrinos esten 
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involucrados en la regulación de la expresión VEGF en el desarrollo del folículo del ovario 

(Kaczmarek et al, 2005). 

La hipoxia es un factor angiogénico de acción indirecta que modula la producción de 

\EGF (Enholm et al, 1997). La hipoxia estimula reversiblemente la expresión de mRNA de 

VEGF en los folículos de bovinos cultivados in vitro a diferentes concentraciones de oxígeno. 

La hipoxia aumenta gradualmente en el líquido folicular durante el desarrollo folicular y 

posiblemente pueda desencadenar la angiogénesis del folículo. Principalmente, aumentan la 

expresión de VEGF en los folículos preovulatorio de los cerdos (Bianco et al, 2003). Por el 

contrario, la hipoxia no ejerce ningún efecto sobre la expresión de VEGF en las células de la 

granulosa de primates (Martinez-Chequer el al, 2003). Los niveles de mRNA de VEGF en la 

teca y en la granulosa son marcadamente influenciados por el ayuno, con un aumento 

preliminar en la expresión de VEGF en la teca acompañado de una reducción en al expresión 

de VEGF en las células de la granulosa (Tamani and Ambrogi, 2004). 

3.2 Atresia folicular y el factor de crecimiento del endotelio vascular 

En los ovarios de los rumiantes la atresia folicular es un proceso degenerativo extenso 

que se propaga en todo el folículo y por el cual el folículo pierde su integridad estructura 

(Sharma, 2000; Chedrese, 2003). La atresia folicular involucra la muerte de las células 

foliculares (Yu et al, 2004). La muerte celular es un proceso irreversible que culmina con la 

actividad biológica de la célula y tiene tres fases; fase de inducción, fase de ejecución y fase 

de degradación (Kroemer et al, 1995; 1998, 2005; Darzynkiewicz et al, 1997). En la fase de 
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inducción, el estímulo que activa la muerte es una señal interna o externa, esta fase puede ser 

reversible. La muerte de las células de la granulosa es un evento predominante en el inicio y 

progresión de la atresia folicular en el ovario (Makrigiannakis et al, 1999). Durante la atresia 

folicular el proceso de muerte de las células de la granulosa es modulado por multiples señales 

intraováricas o extraováricas (Rosado y Rosales, 1991). En la fase efectora o muerte celular se 

activa el "ejecutor central" y al libera factores de muerte entra en una etapa irreversible que se 

conoce como punto de no retorno. Los ejecutores centrales, como las mitocondria y los 

lisosomas, se activan posiblemente en el proceso de atresia folicular del ovario (Alonso-Pozos 

et al, 2003). Finalmente en la fase de degradación se activan las proteínas especificas que 

modulan las características morfológicas para cada tipo de muerte celular. En el proceso de 

atresia folicular se observan células de la granulosa con características de muerte celular por 

necrosis, apoptosis y autofagia (Kovacs et al, 1992; D'Herde et al, 1996; Rosales-Torres et al, 

2000).

Uno de los signos tempranos de la atresia folicular es una reducion en la síntesis de 

DNA en las células endoteliales acompañado de una disminución de la vascularidad del 

folículo (Greenwald, 1989). Los folículos con atresia inicial regeneran cuando son cultivados 

in vitro, lo que suguiere que el folículo permanece en el estado atrésico debido a un descenso 

de la vascularidad, que limita el acceso a los nutrientes, sustratos y hormonas tróficas 

necesario para el metabolismo de las células foliculares (Moor and Seamark, 1986). Además, 

un incremento de la densidad vascular alrededor del folículo preantral contribuye a la 

inhibición de la atresia (Shimizu et al, 2003b). Las alteraciónes en los capilares de los 

folículos atrésicos pueden desencadenar una reacción inflamatoria que puede ser más una 
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consecuencia que la causa primaria de atresia (Macchiarelli el al, 1993). En los bovinos se ha 

mostrado que durante el proceso de atresia la muerte por apoptosis de las células endoteliales 

aparece primero en la red externa de la teca y subsecuentemente se presenta en los capilares de 

la teca interna (Isobe el al, 2001). En contraste los folículos antrales de las conejas presentan 

cambios degenerativos en los capilares de la red vascular interna (Macchiarelli el al, 1993). 

Así mismo en la cerda se observa alteraciones de los capilares de la red interna de vasos sin 

que se afecten los capilares de la red externa (Mattioli el al, 2001). Sin embargo en la atresia 

folicular de las ovejas las alteraciones de los capilares se observan en las etapas tardías, con un 

descenso progresivo de capilares cercanos a la capa basal (Redmer el al, 2001). Se ha 

postulado que la muerte de las células endoteliales de la teca es un factor que puede 

desencadenar el inicio de la atresia, sin embargo los mecanismos moleculares aún no son 

claros (Clark et al, 2004). 

Se ha sugerido que en los folículos de ratones, la administración de VEGF disminuye 

la apoptosis de las células endoteliales (Quintana et al, 2004). Los capilares de la red interna 

degeneran cuando disminuye la acumulación de VEGF en el líquido folicular (Moor and 

Seamark, 1986). Resultados tempranos muestran que VEGF es un factor de supervivencia 

clave para la célula endotelial (Alon el al, 1995; Benjamin el al, 1999) e induce la expresión 

de proteínas antiapoptóticas como Bcl-2 y Al en las células endoteliales (Gerber et al, 1998). 

Además, Greenaway et al (2004), han indicado que VEGF tiene un efecto citoprotector en las 

células de la granulosa de bovinos. La expresión tanto de VEGF como Flk-11KDR en las 

células de la granulosa de bovino las protege del proceso de muerte e inhibe la atresia 

folicular. Los folículos sanos en las células de la granulosa exhiben un bajo índice de 
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apoptosis y una alta expresión de Flk-1/KDR. En los folículos atrésicos tempranos 

significativamente aumenta las células de la granulosa con apoptosis es y tiene una reducida 

expresión de Flk-l/KDR. Adicionalmente, al bloquear Flk-l/KDR significativamente se 

inhibe la habilidad de las células de la granulosa para responder a VEGF endógeno y exógeno 

(Greenaway et al, 2004).
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Planteamiento del problema 

La atresia folicular es un proceso degenerativo extenso que se propaga en todo el 

folículo y por la cual éste pierde su integridad (Sharma, 2000; Chedrese, 2003). La incidencia 

de atresia en la oveja igual que en otras especies es directamente proporcional al diámetro 

folicular, el 21% de los folículos pequeños son atrésicos, mientras que el 93% en los folículos 

mayores de 6 mm son atrésicos (Carson et al, 1979; Hsueh, et al, 1994). La alta incidencia de 

atresia en los folículos grandes se explica principalmente por la demanda metabólica que 

implica la tasa alta de proliferación celular que los hace más sensibles al estrés oxidativo 

(Van Blerkom et al, 1997; Neeman et al, 1997). La atresia folicular en folículos antrales es 

iniciada y propagada por la muerte de las células que lo conforman (Clark el al, 2004), 

principalmente de la granulosa y del endotelio de la teca (Makrigiannakis el al, 1999; Clark et 

a1,2004). 

En el folículo, el crecimiento y la reorganización de las células endotelial para formar 

estructuras vasculares depende de una interacción entre diversos factores de crecimiento 

producidos por las células de la granulosa y de la teca que pueden actuar en diferentes 

momentos sobre las células endoteliales. La expresión y acción de estos factores en la atresia y 

desarrollo del folículo es aún incierta (Tamanini and Ambrogi, 2004). 

La participación de VEGF durante el desarrollo y atresia folicular se ha demostrado 

por una serie de pruebas en las que administran VEGF para estimular la angiogénesis y el 

desarrollo folicular o donde la falta de VEGF o el bloqueo de sus receptores inhiben la 

angiogénesis folicular y desencadenan la atresia (Wulif el al, 2001; Shimizu et al, 2003b; 
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Gomez et al, 2003; Zimmermann et al, 2003; Kaczrnarek et al, 2005). La transcripción del gen 

vegÇ genera un pre-mRNA de VEGF que por el proceso de maduración alternativa, incluye o 

excluyen diferentes exones para formar 8 mRNA de VEGF conocidos como VEGF121, 

VEGFI45, VEGFI48, VEGF165, VEGF183, VEGF189, VEGF206, VEGF165b (Cui et al, 

2003). Existe una gran controversia sobre el papel que tienen las diferentes isoformas de 

VEGF en el proceso de la angiogénesis (Gou et al, 2001; Jensen et al, 2004). 

- La muerte de las células de la granulosa en la atresia de oveja ha sido reconocida como 

apoptótica(Jolly et al, 1996) y por nuestro grupo además de la apoptosis se ha demostrado la 

participación de necrósis en las células de la granulosa. La participación preponderante del 

tipo de muerte depende del tamaño folicular, en los folículos pequeños (3-6 mm) participa 

principalmente la apoptosis mientras que en los folículos grandes (>6 mm), es la necrosis 

(Rosales-Torres et al, 2000). 

La opción entre necrosis y apoptosis puede depender de la intensidad del estímulo que 

está provocando la agresión, por ejemplo en células leucémicas L1210 que se trataron con el 

agente fotosensible clororin 6 triacetoximentil éster, a dosis baja causó permeabilidad de la 

membrana mitocondrial y desencadenó la apoptosis, mientras que a dosis altas provocó 

permeabilidad de la membrana lisosomal y la muerte por necrosis (Kessel and Poretz, 2000). 

Con el propósito de conocer si la expresión de VEGF o alguna de sus isoforma están 

relacionadas con la vía de muerte que siguen las células de un folículo en el proceso de la 

atresia, se realizó un estudio citométrico con el cual se conoció el grado de permealibidad 

lisosornal como indicador de necrosis y de la mitocondría como indicador de apoptosis. 

Además se realizaron experimentos de RT-PCR para conocer la expresión de VEGF y sus 
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isoformas en cada uno de ellos y relacionarlo con el tipo de muerte dominante en cada 

folículo atrésico.
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Hipótesis 

La expresión del factor de crecimiento endotelio vascular (VEGF) en los folículos de oveja 

séra modificada por el tamaño del folículo, el grado de atresia y tipo de muerte celular.
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Objetivo general 

Conocer la relación entre la expresión de VEGF en folículos pequeños (3-6 mm) y grandes 

(>6 mm) en relación al grado de atresia folicular y tipo de muerte celularen la oveja. 

Objetivos particulares 

1. Conocer los cambios que ocurren en la permeabilidad transitoria de las mitocondrias y la 

permeabilidad de los lisosomas relacionada con el grado de avance de la atresia y el 

tamaño de los folículos ovancos de ovejas. 

2. Medir la expresión génica de VEGF en las células de la granulosa y teca de folículos 

pequeños y grandes sanos y atrésicos. 

3. Relacionar la expresión génica de VEGF con los cambios en la permeabilidad 

mitocondrial y/o lisosomal y conocer la combinación que existe entre estos eventos y el 

grado de atresia de los folículos de pequeños (3-6 mm) y grandes (>6 mm).
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Material y métodos 

Se recuperaron ovarios de ovejas criollas no gestantes sacrificadas en un rastro local, 

los ovarios se lavaron dos veces con solución salina amortiguadora de fosfatos (PBS 0.01 M 

pH 7.4) y se trasladaron en hielo, hasta el laboratorio, en un lapso no mayor a 60 minutos. Los 

ovarios se disecaron con unas pinzas de microcirugía con punta roma, para obtener folículos 

antrales, los cuales fueron clasificados en dos grupos de acuerdo con su diámetro: Pequeños de 

3 a 6 mm y grandes, mayores de 6 mm. Basados en los criterios morfológicos propuestos por 

Rosales et al (1990), Ballesteros et al, (1992) y Alonso-Pozos et al, (2003), los folículos libres 

de estroma, se clasificaron de acuerdo a su apariencia en tres grupos: Atresia 1 (sanos), se 

incluyeron folículos con apariencia traslúcida, con la capa granulosa integra y con buena 

irrigación sanguínea; Atresia 2 (atresia inicial), en este grupo se incluyeron folículos con 

atresia inicial, que presentaban una apariencia opaca con ligeros desprendimientos en la capa 

granulosa y disminución de la irrigación sanguínea; Atresia 3 (atresia avanzada), se incluyeron 

los folículos con atresia avanzada, los cuales mostraban una apariencia grisácea por la pérdida 

de irrigación y con abundantes desprendimientos en la granulosa. 

Después de clasificados, los folículos se lavaron dos veces con PBS (0.01 M pH 7.4). 

Se recuperó el líquido folicular por aspiración con la ayuda de una jeringa con aguja del 

número 25 y el saco folicular (células de la granulosa y teca). 

La expresión de VEGF se analizó en los sacos foliculares (tecas más granulosas) y en 

sacos sin células de granulosa. Para el análisis de este factor en los sacos, se obtuvieron 

además las células de la granulosa que iban suspendidas en el líquido folicular, para lo cual 
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éste se centrifugó a 500 x g por 10 minutos, las células de la granulosa que se precipitaron se 

juntaron con su respectivo saco. Los sacos sin células de granulosa se obtuvieron, abriendo los 

sacos con tijeras de microcirugía y desprendiendo las células de la granulosa por un ligero 

raspado con pinzas de punta roma sobre las paredes del folículo y dejando correr sobre ellas 

200 pil de PBS, posteriormente los sacos se lavaron dos veces más con 200 kd de PBS (0.01 M 

pH 7.4), uno con agitación vigorosa en un vortex y el otro al salir del vortex. Finalmente los 

tejidos: saco con y sin células de granulosa se almacenaron a —70 °C hasta su uso. 

Obtención de RNA total por la técnica cloroformo, fenol y tiocinato de guanidina 

(Chomczynskj and Sacchi, 1987) 

Para la obtención del RNA total, fue necesario disponer de 100 mg de tejido, para ello 

se juntaron de 4 a 5 folículos y 10 a 20 sacos y sacos sin granulosa respectivamente, 

dependiendo del tamaño de los folículos. Los tejidos se homogenizaron en un homogeneizador 

vidrio teflón (Potter-Elvehjem), agregando 1 ml de una solución de fenol y guanidina (triPure 

Solation reagent, Boehringer Mannheim Corp.) por cada 100 mg de tejido. A los 

homogeinizados se les adicionaron 200 pd de cloroformo y se mezclaron en un vortex, 

posteriormente se incubaron a 4°C por 15 nún y se centrifugaron a 12 000 x g por 15 min a 

4°C. Se recuperó la fase acuosa de cada muestra y se le adicionaron 500 pJ de isopropanol, se 

incubaron por 10 rnin e inmediatamente se centrifugaron a 12 000 x g por 15 min a 4°C. El 

RNA total se disolvió en etanol al 75% y se agitó en un vortex, finalmente se centrifugó a 7 

SOOxg por 5mina4°C.
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El RNA se disolvió en 100 jtl de 1120 bidestilada tratada con dietil pirocarbonata 

(DEPC) (Lab. Promega). Se tomó una alícuota de 5 VLI de RNA y se adicionaron 495 j.ti de 

H20 tratada con DEPC, se incubó a 55-60 oc por 10 rrún e inmediatamente se enfrió. La 

concentración de RNA total se determinó en un espectofotómetro (Beckman DV530). Con 

base en su absorbancia (ABS a 260 nm y se verificó su calidad por la relación de ABS a 

260/280 nm) y tambien por electroforesis. 

Para la electroforesis del RNA total, se tomaron 2 j.tg del RNA y se le adicionaron 2 il 

de bromuro de etidio (0.5 .tg/ml) y 13 j.tl de solución de cargado (0.1250 g de azul de 

bromofenol; 7.5 g de ficol tipo 400) y se hicieron correr en un gel de agarosa al 2% disuelto 

con TAE (4.84 g de Tris base, 1.14 ml de ácido acético glacial, y 2 ml de EDTA 0.5 M pH 

S.0)a5OmV/min por l h. 

Reacción de la trascriptasa reversa (RT-PCR) 

La RT-PCR para VEGF se realizó en un sólo paso, para ello, se utilizaron: 1 jig de 

RNA total, 1 ji! del cebador sentido 10 jiM (5 '-TCACCGCCTCGGCTTGTCACA-3'), 1 jil de 

cebador antisentido 10 jiM (5'-TGTAATGACGAAAGTCTGCAG ..3 ) (Cheung et al, 1995) a 

lo anterior se adicionaron los siguientes reactivos del producto "SuperScrt TM" One-Step RT-

PCR with plantinum R Taq (Invitrogen, life technologies, NY, USA): 25 j.tl de una mezcla de 

nucleotidos (solución amortiguadora con 0.4 mM de cada desoxirribonucleótido trifosfato y 

2.4 mM de MgSO4), 1 j.il de RT/Platinum R Taq (0.22 U/ji! de Taq-DNA polimerasa y 200 

U/jil de transcriptasa reversa H-II). Finalmente a cada muestra se le adicionó la cantidad 
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necesaria de H20 tratada con DEPC para tener un volumen final de 50 pi. La RT-PCR se 

realizó en un termociclador de gradiente (Mastercycler gradiente, Eppendorff AG). La 

reacción de trascripción reversa se realizó a 42 °C por 15 rmi n y para detener la reacción se 

pasó a 94 oc por 2 mm. El DNA complementario (cDNA) producido se amplificó por 35 

ciclos de PCR que incluyeron por cada ciclo una desnaturalización a 94 oc por 15 s, un 

anclage a 57 o c por 30 s y una extensión a 70 °c por 1 mm. Al terminar con la amplificación 

se realizó una extensión a 72 oc por 10 mm. La reacción se finalizó incubando a 4 °c (Cheung 

etal, 1995). 

Se utilizó un cebador antisentido para el exon 8 y una cebador sentido para el exón 3. 

Como estos exones son comunes a todas las formas del cDNA de VEGF-A permitió que se 

amplificaran todas las formas del cDNA de VEGF. Con estos cebadores hay un producto de 

amplificación de 186 pb para el cDNA de VEGFI21; 318 pb para el cDNA de VEGF165, 390 

pb para el cDNA de VEGF1 89 y 441 pb para el cDNA de VEGF206 (Cheung et al, 1995). 

El mRNA de -actina se ha encontrado en las células foliculares con niveles de 

expresión independiente del estado y tamaño del folículo, su expresión no es afectada por 

factores de crecimiento o gonadotropinas por lo que los niveles de mRNA de VEGF se 

normalizaron con base al contenido del mRNA de esta proteíma (Barboni et al, 2000). 

Para la RT-PCR de la 3-actina de ovino se utiliza 1 jtg de RNA total, 1 .tl del cebador 

sentido 10 jiM (5'-ATGGATCcGCCAAcAcAGTGcTGTcTGG-3') y 1 jil del cebador 

antisentido 10 VLM (5'-GCGAATTCTACTAcTGCTTGCTGATTccA-3') (Bacich et al, 

1994). El procedimiento utilizado en la RT-PCR de ]3-actina es similar al que se describió 

arriba para la RT-PCR de VEGF.
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El producto de RT-PCR se separó por electroforésis, para lo cual se tomaron 2 jig de 

cDNA, se le adicionaron 2 p.l de bromuro de etidio (0.5.tgfml) y 13 jil de solución de cargado 

(0.125 g de azul de bromofenol; 7.5 g de Focoil tipo 400) se colocaron en un gel de agarosa al 

3 % disuelto con TAE y se corrió a 100 mV/min por 1 h. Todos los geles se corrieron junto 

con un marcador de peso molecular de 100 pb (Labber, Promega USA) (Cheung et al, 1995). 

Cuando finalizó la electroferesis, los geles fueron analizados en un transiluminador 

(ApiChemi, Biochemi System UVI? Biologing Systems Bioselec), el nivel de expresión de los 

diferentes cDNA de VEGF se realizó individualmente estimando por densitometría. El análisis 

de densidad óptica se realizó con el programa LabWorks 4.0, el análisis se realizó a las bandas 

individuales que estuvieron en el área comprenda de 600 a 100 pb del carril. De cada banda> 

localizada se tomo el valor que le correspondió en pares de bases y la máxima intensidad 

óptica (maxIOD) de cada banda de cDNA y de f3-actina. Los resultados se presentaron como 

promedio y desviación estándar (DS) de la relación maxIDO de la isoforma de VEGF/-actina ¿, 

(Y uanetal, 2001) 

Determinación de la concentración de esteroides 

Se determinó la concentración de estradiol y progesterona en el líquido folicular por la 

prueba quimioluminiscente de ligando marcado competitivo rnmunoenzimaática (EIA), para 

determinar la concentración del estradiol en líquido folicular se utilizó el producto comercial 

Estradiol ETA (DSL-10-4300) y para la concentración de progesterona el producto comercial 

17a-OH Progesterona EIA (BSL-10-6800) (Cañez et al, 1988). Los limites de sensibilidad 
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para el estradiol fueron de 7 pg/ml mientras que para la progesterona fueron de 0.03 ng/ml. El 

coeficiente de variación para el estradiol fue de 4.8% para el intraensayo y de 6.5 % para el 

interensayo. El coeficiente de variación para la progesterona fue del 4.9 % para el intraensayo 

y de 6.7 % para el interensayo. 

Se removieron todas las células y restos célulares del líquido folicular (LF) cuando se 

centrifugó a 12 000 x g por 20 mm, posteriormente se tomaron 5 VL I de LF y se diluyeron con 

495 pi de PBS (Mattioli et al, 2001). Se utilizó una placa microtítulo de 96 pozos que tenían 

unido un unticuerpos contra estradiol o progesterona, a cada pozo se le adicionaron 50 pi de 

LF diluido o 50 j.il del estandar, además se adicionaron 100 jil de una solución de estradiol 

marcado con biotina, se centrifugó a 600 x g por una hora a temperatura ambiente. Se retiró el 

sobrenadante y se adicionaron 200 .i1 de una solución de estreptavidina-peroxidasa de rábano 

(HRPO) , se centrifugó a 600 x g por 30 rruí n a temperatura ambiente, se retiró el sobrenadante 

y se adicionaron 100 .d de solución con tetrametilbenzidina (TMB) que es un sustrato para 

HRPO se centrifugó a 600 x g por 30 min a 25 °C. No se expuso a la luz directa. Finalmente 

se adicionaron 100 pi de de ácido sulfúrico (0.2 M) para detener la reacción. Se realizó el 

estudio quimioluminiscente en un espectofotómetro microwell (Biomek 1000; Beckman 

lnstruments, Fullerton, CA) todas las lecturas de absorbancia se obtuvieron a una longitud de 

onda de 450 nm.
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Determinación de la permeabilidad membrana! de !os lisososmas (Ll'IP) (Traganos and 

Darzynkiewicz, 1994) 

Para medir la permeabilidad de la membrana lisosomal (LPM), fue necesario disponer 

de 106 de células de la granulosa, a las cuales se les adicionaron 999 pil de PBS 0.01m pH 7.4 

y 1 Vd de solución concentrada de naranja de acridina (AO) (lmg de AO en 1 ml de PBS 

0.Olm pH 7.4) (Laboratorio Polysciences Inc, Warrinton, PA) posteriormente se incubo a 37 

°C por 30 mm. Después de este tiempo se analizaron 10 000 células de la granulosa en un 

citómetro de flujo FACSort (Bectori Dickinson, San Jose Ca) equipado con un laser de argón. 

La suspensión celular fue excitada a una longitud de onda de 488 nm y emitió en el espectro 

infrarojo >620 nm. La complejidad celular (FSC-H) fue de 44 y FSC en grupos de E00. La 

intensidad de fluorescencia en la parte rojas del espectro se medió en 10000 células usando un 

filtro dicrómico que reflejó a menos de 610 nm y permitió el paso de longitudes de onda 

superiores. La referencia de fluoresencia intrínseca se estableció con una muestra sin el 

fluorocromo. La intensidad de fluorescencia se registró como logaritmo con base 10 y se 

dividió en 4 secciones baja (1-10), regular (10-100), alta (100-1000) y muy alta (1000-10000) 

(de acuerdo a la intensidad de fluorescencia). Los resultados obtenidos de las 10 000 células 

fue analizado por el programa PC-Lysys II, se obtuvo el porcentaje de células de la granulosa 

en cada uno de los cuatro cuadrantes de fluorescencia.

65



Determinación de la permeabilidad de la membrana¡ mitocondrial (Johnson et al, 1980, 

Darzinkiewicz et al, 1994) 

Se tomaron 5 j.tl de una solución concentrada de rodamina 123 (Rh123) (1 mg de 

Rh123 diluida en 1 ml de agua destilada. Eastman Organic Chemicais) y se le adicionó a una 

alícuota de 106 células de la granulosa suspendidas en 1 ml de PBS 0,01 M pH 7.4, la 

suspensión se incubó a 37 oc por 30 min en una cámara de incubación con CO2 (Johson et al, 

1980). Posteriormente las células se lavaron dos veces con PBS 0.01 M pH 7.4 antes de 

realizar la medición en el citómetro de flujo (Darzinkiewjcz et al, 1994). La suspensión de 

células marcadas con Rh123 se excitó a 486 nm y emitió en el espectro verde a 540 nm. Las 

mitocondrias emiten una intensidad alta cuando sus membranas están intactas y dicha 

intensidad disminuyé conforme se da el daño a la membrana. Los resultados obtenidos de la 

intensidad de fluorescencia verde de 10 000 células fueron analizados por el programa PC-

Lysys II, obteniendo el porcentaje de células de la granulosa en cada uno de los cuatro 

cuadrantes de fluorescencia. La clasificación de la intensidad de fluorescencia se hizo igual 

que en el caso de permeablilidad lisosomas. 

Análisis estadísticos 

El análisis estadístico se realizó utilizando el programa SPSS (Versión 8.0, SPSS inc, 

Chicago, II) se utilizó un ANO VA de dos vías y la prueba de Tukey. Los resultados de VEGF 

se presentan como promedio y desviación estándar (DS) de la concentración y abundancia 
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relativa de cada isoforina de VEGF; los resultados de Rh123 y AO se presentan como 

promedio y DS del porcentaje de células de la granulosa en cada uno de los cuatro niveles de 

intensidad de fluorescencia. Se realizó la comparación entre folículos de diferente tamaño y 

grado de atresia (Yuan et al, 2001). Las variables de respuesta fueron Rh123, AO y los mRNA 

de VEGF120, VEGF164, VEGF188; las variables fijas tamaño y grado de atresia.
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Resultados 

Clasificación del grado de atresia 

En todos los casos se confirmó la clasificación microscópica que se hizo de la atresia 

folicular con la concentración de estradiol (E2) y progesterona (P4) en el líquido folicular. La 

relación de la concentración de E2/P4, como se puede ver en el cuadro 1, disminuyó de 

acuerdo al grado de atresia de los folículos de los dos tamaños. En ambos tamaños de folículos 

que se clasificaron morfológicamente como sanos (atresia 1), tuvieron una concentración de 

estradiol mucho más alta que la progesterona, por lo cual la relación E2/P4 fue muy superior a 

1. En los folículos con atresia inicial (atresia 2) también se mantuvo una mayor producción de 

estradiol que de progesterona aunque con una marcada y significativa disminución en la 

relación E2/P4 con respecto a los folículos sanos., mientras que en los folículos con atresia 

avanzada (atresia 3) la relación E2/P4 fue menor a 1.
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Cuadro 1. Relación estradioL/progesterona en el liquido folicular de los folículos de oveja en 

diferentes tamaños y etapas del proceso de atresia. 

Tamaño 

en mm Atresia

n Concentración ng/ml

E2/P4 Estradiol (E2) Progesterona (P4) 

3-6

1 3 0.3993±0.0044a 0.0700±0.00l1 5.1833±0.05921 

2 3 032887.0145b 0. 1423_+0.0012' 2306710b 

3 3 03117+00069b 0.3733±0.0040c 0.8300±0.020T 

>6

1 3 0.4490±0.0005c 0.0736_+0.0014' 6.0933±0.1281 d 

2 3 0 . 3823±0 . 0091 1 0•13400•0015b 2.8500±0.0450e 

3 3 0.3033±0.0023" 03373+00008 0.8933±0.0033c

Expresión de diferentes isoformas de ¡uRNA de VEGF 

El cuadro 2 muestra la concentración relativa de VEGF para los sacos con granulosa y 

sacos sin granulosa durante la atresia folicular. La concentración relativa de VEGF para los 

sacos con granulosa de folículos de 3-6 mm y >6 mm fue significativamente (P<0.05) más alta 

en folículos con atresia inicial (atresia 2) (0.86±0.047 vs 0.99±0.045 P<0.05) y (1.12±0.052 vs 

1.55±0.102 P<0.05) que en los sanos (atresia 1). En la atresia avanzada (atresia 3) el 

comportamiento de la concentración relativa del mRNA de VEGF fue diferente; en los 

folículos pequeños se observó un ligero aunque signifit..ativo incremento en la concentración 
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mientras que en los folículos de mayor tamaño se apreció una disminución de la expresión. La 

concentración relativa del VEGF en los sacos sin granulosa de ambos tamaños de folículos 

siempre fue mayor en los folículos sanos que en los atrésicos y hubo una disminución 

significativa (P<0,05) en la medida que se avanzó en el grado de atresia. 

Por la técnica de RT-PCR se detectó la expresión de los mRNA de las isoformas de 

VEGF120, VEGFI64 y VEGF188 en los folículos de ovejas, como se aprecia en la figura 4 y 

cuadro 2.
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Cuadro 2. Concentración relativa de VEGF/í3-actina durante el desarrollo y atresia folicular de 

las ovejas. 

Tejido Tamaño 

en mm

Atresia n Concentración relativa del 

VEGF/j3-actina 

Saco	con 

granulosa

3-6

1 3 0.86±0.047a 

2 3 

3 3 1.03±0.055c 

>6

1 3 1. 12±0.052' 

2 3 1.55±0.102e 

3 3 0.84±0.026a 

Saco	sin 

granulosa

3-6

1 3 1.04±0.043c 

2 3 101025b 

3 3 

> 6

1 3 0.75±0.030a 

2 3 05900579 

3 3 0.27±0.020h

Dentro de la misma columna, letras diferentes indican la presencia de diferencias 

significativas (p<0.05; prueba de Tukey)
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La abundancia relativa de mRNA de las isoformas de VEGF se muestra en el cuadro 3 

y figura 5. Se pudieron detectar 3 isoformas de VEGF, la 120, 164 y 188, la más abundante de 

ellas fue la 120 y la que apareció con menor frecuencia y menos concentración fue la 188. La 

abundancia realtiva de mRNA de la isoforma VEGFI20 en sacos con granulosa tuvo un 

comportamiento peculiar en los dos tamaños de folículos estudiados, la mayor concentración 

de esta isoforma se encontró en las estructuras de folículos con atresia inicial, lo cual no 

ocurre en los sacos sin granulosa de ambos tamaños. En los sacos sin granulosa la 

concentración del mRNA para VEGF 120 disminuyó de manera directa con el grado de 

atresia. Para la isoforma 164, la abundancia relativa del mRNA fue significativamente mayor 

en la atresia inicial de los folículos de >6 mm tanto en sacos con granulosa como en sacos sin 

granulosa, para los folículos pequeños, la mayor concentración se pudo observar en los 

folículos sanos de ambas estructuras estudiadas. Finalmente se encontró que mRNA de la 

isoforma 188 tuvo mayor abundancia en los sacos con granulosa de los folículos de >6 mm y 

la mayor concentración se observó en la atresia inicial (atresia 2) (0.36±0.019 atresia 1, 

0.65±0.045 en la atresia 2 y 0.44±0.023 en la atresia 3 (P<0.05). Esta isoforma estuvo ausente 

en sacos con granulosa de todas las atresias de los folículos de 3-6 mm y en sacos sin 

granulosa de folículos de 3-6 mm, con atresia 1 y prácticamente en todas las atresias de los 

foliculos >6 mm.
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Cuadro 3. Abundancia relativa (VEGF/3-actjna) de diferentes iso formas de VEGF durante el 

desarrollo y atresia folicular de la oveja en sacos foliculares con o sin células de granulosa. 

Tejido Tamaño 

en 

MM

Grado 

de 

atresia

Tn Abundancia relativa del mRNA de 

VEGFI20 VEGFI64 VEGFI88 

Saco	con  

granulosa  

3-6

1 3 0.44±0.017 0.42±0.045a ND 

2 • i3 0.75±0.025b 0.23±0.020c ND 

3 3 0700052b 0,33±0.005c ND 

> 6

3 0.38±0.Ø3Ø 0.36±0.041d 0.36±0.019a 

2 3 0.45±0.040c 0.45±0.030a 

3 0. 15±0.02T 0.44±0.023 

Saco	sin  

granulosa

3-6

1 3 069±0.066b 0.34±0.023c ND 

2 3 0.45±0.020c 0.39±0.005 0.17±0.01 1d 

3 3 0.40±0.005a 0.26±0.0321' 0.25±0.01 le 

>6

1 3 0.54±0.01Øc 0120020 0.08±0.0031' 

2 —3 0.33±0.015e 021+0015b ND 

3 T3 0.17±0.0151' 0.10±0.0151 ND

Dentro de la misma columna, letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.01; 

prueba de Tukey)
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Figura 4: A) Concentración relativa de VEGF durante el desalTollo y atresia folicular de la 

oveja en saco con granulosa y en saco sin granulosa. Abundancia relativa de diferntes mRNA 

de isoformas de VEGF durante el desarrollo y atresia folicular de la oveja en sacos con 

( T ranulosa ven sacos sin granulosa. B) \ 7 EGFI20, C) VFGFI64 y D) VEGFI88.
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Figura 4: A Concentración relativa de VEGF durante el desarrollo y atresia folicular de la 

oveja en saco con granulosa y en saco sin granulosa. Abundancia relativa de diferntes mRNA 

de isoformas de VEGF durante el desarrollo y atresia folicular de la oveja en sacos con 

granulosa yen sacos sin granulosa, B) VEGF120. C) VEGFI64 y D) VEGF188.
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Figura 5. Producto de RT PCR separado por electroforesis donde se muestran las isoformas de 

VEGF (A y C) en los diferantes tamaños 3-6 mm (carril 1, 2 y 3) y mayores de 6 mm (carril 4, 

5, y 6) y grados de atresia (carril 1 y 4. atresia 1; carril 2 y 5, atresia 2; carril 3 y 6 atresia 3) y 

para -actina (B y D). El carril 7 pertenece al control positivo (cuerpo lúteo de ovino).

76



Permeabilidad mitocondrial 

El cuadro 4 muestra los cambios en la intensidad de fluorescencia emitida por Rh123 a 

530 nrn lo cual reflejaron los cambios en la permeabilidad de la membrana de la mitocondria 

de las células de la granulosa en el proceso de atresia folicular. Los folículos grandes (>6 mm) 

sanos (atresia 1) tuvieron el mayor porcentaje de células de la granulosa con intensidad de 

fluorescencia muy alta (61.5±9.4%) que los folículos pequeños (3-6 mm) (P<0.05) sanos 

(14.9±2.55% de células). El porcentaje de células con fluorescencia alta o intensa declinó 

significativamente entre folículos de 3-6 mm de acuerdo al grado de atresia (14.9±2.5% para 

la atresia 1; 4.1±1.4% en la atresia 2 y 1.5 ±6.3 en la atresia 3 P<0.05). En los folículos 

pequeños atrésicos (3-6 mm, atresia 3), es significativamente menor el número de células con 

intensidad de fluorescencia alta comparado con los folículos de la atresia 2 y los sanos de este 

tamaño (55.3±3.8%, 77.6±5.7 y 67.6±8.4 % de células, P<0.05). Además, los folículos con 

atresia 3 muestran un aumento significativo en el número de células de la granulosa que son 

mediana fluorescentes (26.4±5.4%), lo cual significa que estas células tienen mitocondrias 

permeabilizadas. En cuanto a los folículos grandes (>6 mm) el comportamiento en la 

intensidad de fluorescencia fue totalmente diferente a lo descrito para los folículos pequeños. 

Los folículos con una atresia avanzada (atresia 3), tuviéron un mínimo porcentaje de células 

de la granulosa (3.0±1.3%), con muy alta intensidad mientras que para la atresia moderada y 

en los folículos sanos alrededor del 60% de las células tuvieron esta intensidad. Llama la 

atención el porcentaje alto de células con intensidad de fluorescencia baja que mostraron los 

77



folículos con atresia avanzada (23.5±4.7%), lo cual significa el grado alto de daño celular 

ocasionado por alteración de la rnitocondria de estas células.
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Cuadro 4. Porcentaje de células de la granulosa incubadas con Rodamina 123 en diferentes 

intensidades de fluoresencia verde (530 nm). 

Tamaño 

(mm)

Grado	de 

atresia

n Intensidad de fluorescencia 

1-10 

(baja)

10-100 

(media)

100-1000 

(alta)

1000-10000 

(muy alta) 

3-6 1 5 §16.6±2.l
a §23b

§67.6±8.4c §14.9.5a 

2 5 §a 7767c t4.1±I.46 

3 5 §12 .0±3 .7a t26.4±5.4b t55.3±3.8' tl.5±6.3d 

>6 1 5 l4 . 8±1 .2a 21.9±4.lc 6154d 

2 5 t5.0±1.4a §2.4a	&32.5±4.5b 59.9±3.8' 

3 5 23.5±4.7
§20b	

§71.3±6.3' t3.0±1.3b

Las células fueron obtenidas de folículos de 3-6 y >6 mm de diámetro y clasificados en 

folículos sanos (atresia 1), atresia inicial (atresia 2) y con atresia avanzada (atresia 3). 

Símbolos diferentes a la izquierda indican diferencias significativas (P>0.05) en la intensidad 

de fluorecencia entre folículos de diferente tamaño y diferente atresia. Letras superscript 

diferentes a la derecha de cada número indican diferencias significativas (P>0.05) entre la 

intensidad de fluorescencia en los folículos del mismo tamaño y la misma atresia.
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Figura 6. Análisis citofluorométnco de las células de la granulosa incubadas con rodamina 123 

(Rh123) excitadas a 488 nrn y la emisión se observó a 530 nm usando filtros apropiados. Las 

células fueron obtenidas de folículos de 3-6 mm de diámetro (A)> de 6 mm (B) y en tres 

diferentes grados de atresia. Los resultados obtenidos de 10 000 células fue analizado 

utilizando el programa Lysys II y la intensidad de fluorecencia (en la abcisa) es rigistrada 

logaritmicamente indicando el porcentaje de células de la granulosa en cada uno de los cuatro 
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niveles de intensidad. La ordenada indica el número relativo de células. Se muestra un 

experimento representativo de 5 repeticiones 

Permeabilidad lisosomal 

El cuadro número 5 presenta los cambios en la intensidad de fluorescencia emitida a 

640 nm por células de la granulosa incubadas con AO. La intensidad de fluorescencia es 

directamente proporcional a la integridad de la membrana lisosomal. El 82.5±12.5 y 

94.3±11.4% de células de la granulosa de los folículos sanos pequeños y grandes 

respectivamente muestran una alta intensidad de fluorescencia roja. Las células de la 

granulosa de los folículos pequeños, con atresia inicial, muestran un patrón de intensidad de 

fluorescencia roja bifásica indicando la presencia de células con diferentes volumenes de 

lisosomas funcionales: un número pequeño de células (24.1±2.2%) con intensidad de 

fluorescencia roja muy alta y un segundo pico (69.2±6.3% de celulas) con intensidad de 

fluorescencia alta. Las células de la granulosa de los folículos pequeños con atresia 3 muestra 

un patrón de fluorescencia en sus células, desplazado hacia la izquierda en la intensidad de 

fluorescencia. El mayor porcentaje de células se acumuló entre la intensidad alta y media. 

En las células de la granulosa obtenidas de los folículos >6 mm sanos , el porcentaje de 

células con muy alta intensidad de fluorescencia roja es 20 veces mayor que en los folículos 

con atresia 2 (94.3±11.41 versus 5.3±1.7% P<0.05). En contraste, entre los foliculos grandes, 

con atresia 2 y 3 el patrón de fluorescencia de sus células analizadas es muy similar, excepto 

que varia el porcentaje de células en cada región de intensidad. ispecialmente llama la 
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atención que en los foliculos con atresia 3, tienen un considerable número de células de la 

ranu1osa (21.5±4.7%) con lisosomas permeabilizados que han perdido la capacidad de 

retener AO y por lo tanto tienen poca fluorescencia. 

Cuadro 5. Intensidad de fluorescencia de 640 nm de las células de la granulosa incubadas con 

naranja de acridina. 

Tamaño 

(mm)

Grado de 

Atresia

ri Intensidad de fluorescencia 

1-10 

(baja)

10-100 

(media)

100-1000 

(alta)

1000-10000 

(muy alta) 

3-6 1 5 §2.6a §6.3±2.lb 8.6±1.4b §82.5±12.5c 

2 5 t5.9±0.5a §2.7a t69.2±6.3b t24.1±2,2c 

3 5 12.0±3.7a t26.4±5.4b 55.3±3.8c 5.5±2.Id 

>6 1 5 §0.8a §2.Oa §4.9±4.Oa §94.3±11.4 

2 5 §2.Oa §0.4a &92.2±0.5b t5.3±0.8c 

3 5 &21,5±4.7a §2.6b t68.l±7.3c 8.0±1.7d

Las células fueron obtenidas de folículos de 3-6 y >6 mm de diámetro y clasificados 

como sanos o atresia 1, atresia inicial (atresia 2) y atresia avanzada (atresia3). Símbolos 

diferentes a la izquierda indican diferencias significativas (P>0.05) en la intensidad de 

fluorescencia entre folículos de diferente tamaño y diferente atresia. Letras superscnpt 

diferentes a la derecha de cada número indica diferencias significativas (P>0.05) entre la 

intensidad de fluorescencia en los folículos del mismo tamaño y atresia.
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En resumen los resultados muestran que en los folículos pequeños que se vuelven atrésicos 

predominan los cambios en la fluorescencia de rodamina sobre los de AO, mientras que en los 

folículos grandes, predominan los cambios en la intensidad de AO sobre Rh123.
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Figura 7. Análisis citofluorométrico de las células de la granulosa obtenidas de folículos de 3- 

6 mm de diámetro (A) > de 6 mm (B) y en tres diferentes grados de atresia incubadas con 

naranja de acridina. Las células incubadas fueron excitadas a 488 nrn y la emisón es evaluada 

a 640 nm usando filtros apropiados (ver figura 6).



Discusión 

Los estudios del proceso de atresia folicular requieren de una adecuada clasificación 

del grado de atresia, se realizó una clasificación morfológica del proceso de atresia folicular en 

la oveja que se ha probado por diversos grupos (Moor eta!, 1978; Carson eta!, 1979; Rosales-

Torres et al, 2000) y se confirmó con la determinación de estradiol y progesterona. En el 

líquido de los folículos atrésicos se observó un descenso en la concentración del estradiol por 

la pérdida de aromatasas y mayor concentración de progesterona (Hsueh et al, 1994). La 

relación E2/P4 se ha utilizado para clasificar la salud y la atresia de folículos de oveja y de 

otras especies. En este trabajo se encontró una disminución muy clara en la relación E2/P4 

relacionado con el grado de atresia de los folículos de ambos tamaños, y al igual que otros 

autores se observó que esta relación fue muy superior a 1 en los folículos sanos y <1 en los de 

atresia avanzada (Rosales et al, 2000; Jiang et al, 2003). La acción de los estrógenos sobre la 

expresión del mRNA de VEGF es controversial, mientras que en la rata se reporta una acción 

directa de éstos sobre la expresión de mRNA VEGF en el ovario (Danforth et al, 2003), en 

cerdas, los estrógenos no estimulan la producción de mRNA VEGF en folículos in toto 

cultivados (Mattioli et al, 2001, Acosta et al, 2003). Por lo tanto, hasta ahora la demostración 

de la relación entre estrógenos y la expresión de VEGF requiere de más estudios en diferentes 

especies (Kaczmarek et al, 2005). Nosotros encontramos que en el inicio del proceso de 

atresia (atresia 2), hubo un aumento en la expresión del mRNA de VEGF acompañado de la 

disminución en la concentración de E2 en el líquido folicular de estos folículos, en 
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comparación con los folículos sanos (atresia 1) por lo que podríamos pensar que en la oveja el 

estradiol no tiene un efecto directo en la expresión mRNA VEGF. 

-	La atresia folicular es desencadenada por la muerte de las células endoteliales de los 

vasos sanguíneos que irrigan al folículo (Jiang et al, 2003). Al contrario, el desarrollo folicular 

depende de la supervivencia de la célula endotelial y de la angiogénesis (Zeleznik eta!, 1981; 

Alon et al, 1995; Neeman et al, 1997; Benjamin et al, 1999; Davis et al, 2003). Claramente se 

ha demostrado que VEGF modula la angiogénesis en el folículo ovárico (Hay et al, 1976; 

Moor-and Seamark, 1986; Barboni er al, 2000; Shimizu et al, 2002). Los resultados de este 

trabajo, demuestran claramente la presencia del mRNA de VEGF en los sacos con o sin 

células de la granulosa. Cuando el análisis se hizo con células de las tecas y granulosa, la 

concentración relativa del mRNA de VEGF aumentó con el grado de atresia, mientras que 

cuando el estudio se realizó sólo con las tecas hubo una disminución significativa del mRNA 

de VEGF de acuerdo al grado de atresia. Otros autores han reportado que en el inicio de la 

atresia disminuye la expresión del mRNA de VEGF en células de la granulosa de roedores, 

cerdos y primates (Zeleznik et al, 1981; Shweiki et al, 1993; Shimizu eta!, 2003); sin cambios 

en las tecas de folículos atrésicos en cerdos (Mattioli et al, 2001). En procesos 

neurodegenerativos donde ocurre muerte de las células endotelial se produce hipoxia 

(Storkebaum and Carmeliet, 2004), algo similar puede ocurrir en el folículo ovárico, 

posiblemente la muerte selectiva de las células endoteliales de los vasos sanguíneos de la red 

interna del folículo desencadena la hipóxia de las células foliculares y desencadena el proceso 

de la atresia folicular, tal como lo sugiere Jiang et al, (2003). La hipoxia claramente 

incrementa la expresión del mRNA de VEGF (Enholm et al, 1997) y explicaría el aumento del 
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mRNA VEGF en los sacos con granulosa que nosotros observamos durante el desarrollo e 

inicio de la atresia folicular de la oveja. Este incremento en el mRNA de VEGA y la expresión 

de la proteína de VEGF tiene efecto antiapoptótico tanto en las células endoteliales como en 

las células de la granulosa de bovinos (Gerber et al, 1998; Greenaway et al, 2004). Se ha 

sugerido que en los folículos de ratones, la administración de VEGF disminuye la apoptosis de 

las células endoteliales (Quintana et al, 2004). Los capilares de la red interna degeneran 

cuando disminuye la acumulación de VEGF en el líquido folicular (Moor and Seamark, 1986). 

VEGF es un factor de supervivencia clave para la célula endotelial (Alon et al, 1995; 

Benjamin et al, 1999) e induce la expresión de proteínas antiapoptóticas como Bel-2 y Al en 

las células endoteliales (Gerber et al, 1998), por lo cual Greenaway et al (2004), han sugerido 

que probablemente sea esta misma vía por la que se ejerce el efecto citoprotector de VEGF en 

las células de la granulosa. La expresión tanto de VEGF como del receptor Flk-lKDR en las 

células de la granulosa de bovino las protege del proceso de muerte e inhibe la atresia 

folicular. Los folículos sanos exhiben en las células de la granulosa un bajo índice de 

apoptosis y una alta expresión de Flk-1/KDR., cuando comienza la atresia se reduce la 

expresión de Flk-l/KDR. Adicionalmente, al bloquear Flk-l/KDR significativamente se 

inhibe la habilidad de las células de la granulosa para responder a VEGF endógeno y exógeno 

(Greenaway et al, 2004). De acuerdo a nuestros resultados podemos suponer que si bien es 

cierto que encontramos que cuando comienza la atresia folicular (atresia 2), hay mayor 

expresión relativa de VEGF, esta podría no ser acompañada por la mayor expresión del 

receptor, lo cual lleva al folículo a continuar con el proceso de atresia.
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La participación de las isoformas en el efecto citoprotector no se ha investigado por lo 

que convendría realizar más estudios que permitan esclarecer el papel de éstas en la acción 

antiapoptótica y angiogénica. Sin embargo con base en nuestros resultados podemos pensar 

que VEGF120 podría ser la isoforma responsable de la citoprotección de las células de la 

granulosa porque es la que aumenta en el inicio de la atresia, en los folículos grandes 

VEGF1 88 también podría estar involucrada en la protección celular de la granulosa. En otros 

estudios la expresión de \TEGF1 20 es muy importante para el crecimiento de vasos, mientras 

que la expresión de VEGF 164 es necesaria para el desarrollo de éstos (McColm et al, 2004) y 

VEGFI8S modula la permeabilidad capilar (Ancelin eta!, 2002). 

La expresión de los diferentes mRNA de VEGF varía en función al tipo de tejido y si 

es normal o canceroso. Los mecanismos moleculares involucrados en la adición o eliminación 

de los exones del 6-8 parecen ser regulados de manera específica al tipo de tejido (Laitinen et 

al, 1997). No obstante, que existe una gran controversia sobre el papel que tienen cada 

isoforma de VEGF en el proceso de la angiogénesis; se ha observado que cada una de ellas 

tiene diferente actividad sobre la angiogénesis y una misma isoformas puede actuar diferente 

en un tejido que en otro, posiblemente el microambiente que rodea a cada sitio anatómico 

pueden afectar la función de las isoformas de VEGF (Gou et al, 2001;Jensen et al, 2004). La 

inducción simultánea de varias isoformas de VEGF pueden ser capaz de equilibrar una 

respuesta angiogénica de acuerdo a la condición del medio ambiente local de la célula que lo 

secreta (Uthoff et al, 2002). Estudios in vitro de células endoteliales de corazón de codorniz 

cultivadas en un gel de colagena demuestran que VEGF165 favorece la migración de la célula 

endotelial mientras que VEGF12I no tiene ningún efecto, estudios previos habían propuesto 
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que VEGF12I puede favorecer la proliferación de las células endoteliales de la membrana 

coroalantoidea e inducir hipervascularización y cambios en la permeabilidad vascular en el 

sistema límbico (Yue and Tomanek, 2001). Mientras que en cultivos de células endoteliales y 

células tipo 293 trasfectadas con mRNA VEGF189 o VEGF206, mostraron poca o nula 

actividad mitogénica. Cuando las células fueron trasfectadas con el m.RNA de VEGF206 sin el 

exon 6a, esta isoforma fue eficientemente secretada al medio y promovió el crecimiento de las 

células endoteliales, lo cual deja claro que la ausencia de este exon es indispensable para que 

VEGF206 se pueda liberar de la célula. También se ha sugerido que VEGF 189 y VEGF206 

pueden ser más potentes que otras isoformas para inducir la extravasación (Ferrara et al, 

1992). Las isoformas que permanecen unidas a la superficie de la célula y a la matriz extra 

celular (ECM) constituyen un reservorio de factores angiogénicos que pueden ser liberados 

lentamente por la exposición de heparina, heparina sulfato y heparinasas, o puede ser liberado 

más rápidamente por enzimas proteolíticas como la plasmina y activador del plasminógeno 

tipo urocinasa (uPA). La pérdida del dominio de unión a heparina resulta en una pérdida 

significativa de la actividad mitogénica (Hofstaetter, 2004). 

La hipoxia es un factor angiogénico de acción indirecta que modula la expresión de 

mRNA de VEGF (Enholm et al, 1997). La hipoxia estimula reversiblemente la expresión de 

mRNA de VEGF en los folículos de bovinos cultivados in vitro a diferentes concentraciones 

de oxígeno. La concentración de oxígeno en el líquido folicular desciende durante el 

desarrollo folicular y posiblemente esto provoque que se desencadene la angiogénesis en el 

folículo. En los folículos preovulatorio de los cerdos, principalmente, aumentan la expresión 

de VEGFI21 y VEGF164 (Bianco et al, 2003). La expresión de las isoformas VEGFI89 y 
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VEGF206 se observa en áreas hipoxicas cercanas a donde se implantan las células cancerosas 

del pulmón (Yuan et. al, 2001). Se ha demostrado que las isoformas VEGF12I, VEGF165, 

VEGF183 y VEGFI89 son expresadas en condiciones de hipoxia en el menisco de conejo 

(Hofstaetter et al, 2004). Varios estudios demuestran que la isoforma VEGF12I es la más 

expresada en tejido humano y en tumores, mientras que la expresión de VEGFI65, VEGF 189 

y VEGF206 es variable (Yuan et al, 2001). En muchos tejidos, VEGF165 y en menos 

extensión VEGFI2I son las isoformas angiogénicas más importantes de VEGF (Jensen et al, 

2004). La expresión de las isoformas VEGF 120 y VEGF 164 se incrementa en los días del 1 al 

3 en proceso de curación del hueso de roedores, mientras que VEGF188 es detectado 

alrededor del día 5 (Uchida et al, 2003; Hofstaetter et al, 2004). En este trabajo, se demostró la 

expresión de los rn.RNA de las isoformas VEGFI20, VEGF164 y VEGFI88 células de los 

folículos de la oveja. En la granulosa y teca de folículos sanos y atrésicos pequeños hubo 

expresión del mRNA de las isoformas VEGF 120 y 164 y sólo en las tecas de los atrésicos se 

demostró la isoforma VEGF 188. Mientras que en los folículos > de 6 mm se expresaron la tres 

isoformas (VEGF120, VEGF164 y VEGF188) en granulosa y teca de folículos sanos, con 

atresia inicial y con atresia avanzada y en la teca prácticamente sólo se expresaron las 

isoformas VEGF 120 y VEGF164. Durante el desarrollo folicular en cerdos y primates se ha 

reportado la expresión VEGFI2O y VEGF164 en células de la teca y granulosa (Mattioli et al, 

2001; Stouffer et al, 2001; Shimizu et al, 2003; Taylor et al, 2004), lo cual significa que la 

presencia del mRNA de VEGFI 88 puede resultar una importante diferencia en el desarrollo 

folicular y la atresia entre estas especies y la oveja, tal como otros han encontrado cuando se 

comparan diferentes sistemas celulares (Uthoff et al, 2002). Cabe señalar que las isoformas 
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encontradas en el tejido lúteo de oveja que sirvió como control positivo para identificar las 

isoformas en los folículos sanos y atrésicos, (VEGFI20, VEGFI64 y VEGF188) son las 

mismas que han sido reportadas por Redmer et al, (1996) en el mismo tejido y especie. En este 

trabajo se pudieron identificar las tres isoformas tanto en el cuerpo lúteo como en las células 

foliculares, lo cual demuestra un mismo origen celular. 

Se detectaron grados diferentes de expresión mRNA VEGF durante el desarrollo y 

atresia folicular en la oveja. Actualmente como se dijo antes, no está claro el papel que juegan 

cada una de las isoformas de VEGF en el desarrollo y degeneración de órganos y tejidos 

(McColom et al, 2004). Durante el desarrollo folicular en la oveja se encontró que en sacos 

foliculares conteniendo células de las tecas y granulosa, la expresión del mRNA de la 

isoforma VEGFI20 en ambos tamaños estudiados y de VEGFI64 y VEGF 188 en los folículos 

grandes, fue mayor cuando el folículo comenzó la atresia, lo cual sugiere que los factores que 

llevaron a estos folículos a la atresia estimularon la expresión de estos mensajeros, 

probablemente como una medida de emergencia ante la hipoxia que seguramente presentaban 

estos folículos. Sin embargo, esta medida no es tomada por las células de la teca porque su 

comportamiento fue distinto. En el análisis de tecas el mRNA de la isoforma VEGF 164 fue el 

más estimulado con el comienzo de la atresia en ambos tamaños de folículos, además en este 

tejido, se registró la expresión de la isoforma VEGF 188 en los folículos pequeños, mientras 

que la isoforma VEGF 120, en ambos tamaños de folículos disminuyó la expresión 

directamente relacionado con la atresia.
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La incidencia de la atresia en los folículos de ovejas es altamente dependiente del 

diámetro folicular, el 21% de los folículos pequeños son atrésicos, mientras que en los 

riiayores de 6 mm el 93% son atrésicos (Carson et al, 1979). Esta relación de atresia y tamaño 

folicular también ha sido encontrada en otras especies como el humano y el mono (Hsueh, et 

al, 1994). El oxígeno es absolutamente requerido para la supervivencia de los tejidos en 

crecimiento y en latencia, la insuficiente provisión de oxígeno aun cuando el déficit sea 

transitorio puede producir un daño celular irreversible (López-Barneo et al, 2001). La 

distancia a la que el oxígeno puede difundir dentro de un tejido que consume oxígeno es muy 

corta, típicamente está dentro de un rango de 20-100 j.im. Las necesidades de un adecuado 

suplemento de oxígeno a todas las partes del tejido es un requerimiento funcional que puede 

ser satisfecho por estructuras del sistema vascular (Zakrzewicz et al, 2002). El sistema 

vascular del folículo preovulatorio se encuentra en las tecas, no invade a la capa basamental 

ni a las células de la granulosa, se considera como una estructura multicelular libre de sistema 

vascular (Neeman et al, 1997). El medio ambiente intrafolicular es caracterizado por tener una 

concentración baja de oxígeno, una condición que es muy evidente para los folículos 

preovulatorios, el gas debe difundir de los vasos presentes en la teca a través de la capa basal 

hacia la capa de la granulosa y acumularse dentro del líquido folicular. Las células del folículo 

y el ovocito se han adaptado a este medio ambiente por una extrema sensibilidad al estrés 

oxidativo (Van Blerkom et al, 1997). Al aumentar de tamaño, el folículo aumenta su 

capacidad esteroidogénica y con ello el estrés oxidativo. Los requerimientos metabólicos para 

estimular este proceso pueden repercutir en la formación anormal de especies óxido reactivas, 
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especialmente cuando el NAPH pierde electrones hacia el 02 para formar 02 y éste no es 

liberado a la P450 reductasa (Cross and Janes, 1991). 

Un signo temprano de atresia incluye una desaparición selectiva de la red interna sin 

cambios sustanciales de los vasos sanguíneos de la teca interna (Moor and Seamark, 1986). 

Los capilares de la red interna degeneran cuando disminuye la acumulación de VEGF en el 

liquido folicular (Moor and Seamark, 1986). Se piensa que la hipoxia inicial que sufren los 

folículos al comienzo de la atresia puede ser responsable del aumento en la expresión de 

mRNA VEGF 120 en las células de la granulosa de los folículos de ambos tamaños y que en la 

teca responde a la hipoxia con la mayor expresión del mRNA de VEGF164. En un trabajo 

reciente realizado con menisco de conejo, un tejido que igual que el folículo tiene que 

adaptarse a la hipoxia, encontraron que en principio expresa las isoformas VEGF12I, 

VEGF165 y VEGFI89 y cuando los sometieron a 6 h de hipoxia, primero se incrementó la 

expresión de mRNA VEGFI21 y VEGF165, mientras que después de 24 h de hipoxia se 

incrementó la expresión de mRNA VEGF188 (Hofstaetter et al, 2004). Estas observaciones 

permiten suponer que algo similar ocurre en el folículo durante la atresia, sin embargo como 

éste incluye dos tipos celulares distintos, cada uno participa con la mayor expresión de una 

isoforma y sí además se analiza la variable del tamaño folicular se observa que en los folículos 

más grandes cuya demanda de oxígeno es mayor, en sus células de la granulosa que más 

sufren la hipoxia por ser una capa avascular, requiere de la expresión adicional de la isoforma 

VEGFI 88. 

En este trabajo, por primera vez se evidencia el mRNA de VEGF 188, durante la 

atresia folicular de las ovejas. Como se dijo antes esta isoforma normalmente está en la matriz 
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extra celular de los tejidos y se puede movilizar por acción de enzimas que digieren la matriz 

extra celular como es el caso del activador del plasminógeno (Hofstaetter, 2004), o bien se 

liberan cuando la célula se lisa, esto parece indicar por lo tanto que las células de la granulosa 

de los folículos atrésicos grandes incrementan su expresión de VEGFI88 y muy 

probablemente la proteína que resulte será liberada cuando se rompan al morir por necrosis. 

En el inicio de la atresia en los folículos pequeños se incrementa en mRNA VEGF 188 

en la teca, mientras que en los folículos grandes, la granulosa expresa más VEGFI64 y 

VEGFI88. Por lo que podría existir una interacción entre la granulosa y la teca en la atresia 

inicial para mantener altos niveles de VEGF. 

La mayor expresión del mRNA VEGF y sus isoformas que se observo en este trabajo 

en el inicio de la atresia como respuesta fisiológica a la hipoxia que sufren estos folículos, 

seguramente no es acompañada de la mayor expresión de los receptores de VEGF, Flk-1 y FIt- 

1 y por ello no se tiene la respuesta angiogénica y citoprotectora esperada. En un trabajo muy 

reciente, se encontró justamente que cuando los folículos dominantes inician la atresia tienen 

una mayor expresión de la proteína de VEGF en las células de la granulosa y sin embargo la 

expresión del receptor Flk-1 fue menor (Guzmán et al, 2006). 

En resume se puede decir que el patrón de expresión de VEGF y sus isoformas es 

diferente entre folículos pequeños de 3-6 mm y los mayores de 6 mm, lo cual apoya los 

trabajos anteriores (Rosales-Torres et al 2000) 

De acuerdo a los resultados del estudio del tipo de muerte predominante en cada grado 

de atresia y tamaño folicular, el folículo de las ovejas resultó ser un claro ejemplo de la 

participación simultánea del proceso de muerte celular por apoptosis y por necrosis tal como 

94



se había propuesto (Rosales et al, 2000). En el proceso de muerte celular por necrosis uno de 

los primeros cambios que ocurren es la	 k1c	 irii LT7 

cual libera todo su contenido hacia el cosol. princ: lmcntc Lb (d p:u:b cris cnt.d. 

hidrolíticas que son las principales ejecutoras de la muerte (Fukuda et al, 1993; SyntichLL	1 

Tavernarakis, 2002). Por estudios donde se daña la membrana lisosomal artificialmente con 

detergentes (como la esfingosina o Leu-Leu-Ome), estrés oxidativo (usando peróxido de 

hidrogeno o con daño foto oxidativo) y con antibióticos que se unen a la membrana lisosomal, 

se ha podido conocer que la LMP puede desencadenar la necrosis (Krocmer and Jtte1a, 

2005). Otros autores mencionan que existe una relación entre la extensión de la ruptura de a 

membrana lisosomal y el modo de muerte celular. De acuerdo a este modelo, una limitada 

liberación del contenido lisosomal puede desencadenar la muerte por apoptosis, mientras que 

una ruptura generalizada de la membrana lisosomal desencadena la necrosis celular (Kágedal 

eta!, 2001). 

Utilizando el AO como marcador de permeabilidad lisosomal, nosotros encontramos 

que los folículos atrésicos mayores de 6 mm presentan cambios importantes en la 

permeabilidad de la membrana en estos organelos, lo cual refleja que en estos folículos 

participa además de la apoptosis, la muerte por necrosis tal como se había propuesto por 

estudios de citometría de flujo y por la presencia y actividad de las enzimas lisosomales 

fasfatasa ácida y 3-glucosaminidasa en el citoplasma en células de la granulosa de ovejas 

(Rosales-Torres et al, 2000) 

Mitchell (1961) sugirió que en al membrana mitocondrial interna los electrones son 

transferidos a través de los complejos de la cadena de fosforilación oxidativa hasta el 02 en 
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una serie de reacciones acopladas de óxido-reducción que producen una transiocación de 

protones hacia el espacio intermenbranal mitocondrial para generan un diferencial de potencial 

electroquímico necesario para la síntesis de ATP. Este potencial electroquímico que recibe el 

nombre de delta Psi (i) está constituido por la distribución asimétrica de los protones que 

generan tanto un gradientes de concentración como un gradiente eléctrico (Chen and Smiley, 

1993).

Diversas señales de muerte celular convergen sobre las membranas de la mitocondria 

para índucir cambios en la permeabilidad de la membrana mitocondrial (MMP) (Ferri and 

Kroemer 2001). La MMP se ha considerado como un mecanismo fundamental en el proceso 

de muerte por apoptosis (Crompton, 1999). La MMP implica la apertura de un megacanal 

mitocondrial que se conoce como poro de permeabilidad mitocondrial de alta conductancia 

(PT), el cual es un complejo de proteínas que ponen en contacto la membrana externa con la 

membrana interna (Zarizami and Kroemer, 2001). Los principales componentes de PT son: 

una proteína de la membrana mitocondrial interna, la adenina nucleótido traslocador (ANT), 

una proteína de la membrana externa, porin o canal aniónico dependiente de voltaje (VDAC), 

proteínas del citosol como la hexocinasa, proteínas del espacio intermembranal mitocondrial 

como la creatin-cinasa y la ciclofihin D que es una proteína de la matriz mitocondrial. La 

MIIMP favorece una caída del Ay, una liberación de proteínas desde el espacio intermenbranal 

mitocondrial como las procaspasas 2, 3, 8 y 9 (Van Loo et al 2002). 

En este trabajo, se encontró que en los folículos pequeños con atresia inicial predominó 

la fluorescencia de Rh123 que indica un modificaciones en ¿y sobre la de AO (permeabilidad 

de la membrana lisosomas), mientras que en los folículos > de 6 mm los cambios en la 
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función lisosomal fue la que predominó. Los resultados de la intensidad de fluorescencia en 

las células de la granulosa de folículos pequeños y grandes incubados con AO y Rh123, 

permiten afirmar que en la atresia, están presentes células de la granulosa apoptóticas y 

necróticas. En los folículos > de 6 mm la función lisosomas que significa necrosis, es la más 

alterada, mientras que en los folículos pequeños esta función es secundaria y tiene mayor 

importancia la mitocondrial (apoptosis) 

Con respecto a la integración de resultados de VEGF y el tipo de muerte en los 

folículos, se puede decir que se encontraron diferencias en el patrón de expresión de las 

isoformas en la atresia de folículos pequeños y grandes, que en los folículos pequeños en los 

cuales predomina la muerte por apoptosis, las células de la granulosa aumentan la expresión 

de VEGF 120 y en las células de la granulosa de los folículos grandes donde predomina el 

daño lisosomal (necrosis) aumenta la expresión de VIEGF 120, VEGF 164 y VEGF 188 en el 

inicio de la atresia (atresia2) comparado con los mRNA de las células de la granulosa de los 

folículos sanos. Lo anterior parece indicar que la respuesta a la hipoxia en las células de la 

granulosa de los folículos grandes al comienzo de la atresia, provoca una respuesta (en 

términos angiogénicos y de protección celular) mayor en la expresión de VEGF de manera que 

se demanda de la expresión de más isoforrnas.
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Conclusiones 

1. La expresión del factor de crecimiento endotelio vascular (VEGF) en los folículos de 

oveja es claramente modificada por el tamaño del folículo, el grado de atresia y el tipo 

de muerte celular predominante en las células de la granulosa. 

2. Los resultados indican que la participación de las células de la granulosa en el análisis 

de los mRNA de las isoformas de VEGF hizo diferencias importantes entre los 

tamaños de los folículos analizados, ya que mientras que en los sacos con granulosa de 

- los folículos pequeños con atresia inicial el mRNA que más se expresó fue el de la 

isoforma VEGFI20, en los folículos grandes fue la VEGF188.; en tanto que la 

isoforma más expresada fue VEGF 120 y no hubo diferencia entre tamaños. 

3. En los folículos pequeños atrésicos, predominó la muerte por apoptosis en la granulosa 

y coincidió con la mayor expresión de VEGF 120 en tecas con granulosa, mientras que 

en los folículos grandes hubo predominio de muerte por necrosis y la mayor expresión 

de VEGFI88.
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Abstract 

Changes ingranu1osa ceil lysosomal and mitochondrial functions in relation lo foilicular size arui 

to the stage of atresia were studied by fluorescent emission spectra and intensity using f!ow cytometry. 
Antral follicles were grouped by size in two groups: small, 3-6 mm and large, >6 mm in diameter, 
and classified into three stages of atresia: non-atretic, iniiially atretic and advanced atretic. 
Differences in Rhodamine 123 (Rh123) and Acridine Orange (AO) fluorescent intensity indicated 
that changes in mitochondrial function are the primary mechanism oí gianulosa ccli death in atetic 
follicles 3-6 mm in diameter, while its role in granulosa ceil death in >6 mm atretic follicles seemed 
to be less importan. However, modffications n lysosomal function (shown by a decrease in 
fluorometric intensity of AO incubated granulosa cells) were mainly associated with celi death in 
large atretic follicles. Our results support the hypothesis that the pathway ur granulosa ceil deatt 
during follicular atresia depends on the state of energy metaholism or on the production of hypoxic 
conditions related lo follicuiar size. Changes in mitochondrial membrane potential and production of 
permeability transition pores were the mairi changes found in small follicles, while lysosomal 
function destabilization seemed to be the major cause of granulosa ccli death during atresia in large 

follic les. 
í7) 2003 Elsevier Science Inc. Al[rights reserved. 
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1. Introduction 

Follicular atresia is (he process by which rnost oíthe follicles present in ihe ovary at birth 

are lost during further development. Follicular atresia is apparently initiated by death of the 

granulosa celis while oocyte degen&ration occurs later during the last stages of atresia [1]. 

Recently, it has been stressed that granulosa ccli death during atresia is generaily due Lo 

apoptosis [2-41. However, results from severa¡ groups of researchers indicate that 

granulosa ccll death during the process of atresia may foUow different routes in follicles 

of different size [5-7]. We have recentiy presented eviderice that necrosis may be the most 

irnportant cause of granulosa celi death during atresia of large and pre-ovulatory follicles 

[ 8 ] . Wc have also shown that specific release of lysosomal hydrolytic enzymes [9,10], 

particularly sorne proteases including the aspartyl endopeptidase cathepsin D as proposed 

by [sahara et al. [1 11, may be involved in the degradation of intracellular structures that 

accompany the initial stages of apoptosis. It seems therefore approp.riate to further 

characterize granulosa ccli death during different stages of atresia by the simultaneous 

measurement of lysosornal [12] and mítochondrial permeability [13,14], which have been 

related to the iriitiation of ccii death. Acridine Orange (AO) is a weak Iipophylic base 

capable of crossing biologicai membranes by an non-selective permeation mechanism 

[15,16]. Luminic stimulation of non-aggregated AO in neutral or basic media induces the 

emission of green fluorescence, but concentrated AO solutions in acidic media produce 

intense red fluorescence. In the acidic pH of the lysosomal interior, AO becomes positively 

charged and loses the property of passing treely through the lysosomal membrane. 

Therefore, under normal physiological conditions, AO will accurnulate in the lysosomal 

space and fluoresce red. Due to these specific properties, AO has been considered as a 

!ysosomotropic agent [17]. Alterations in energy suppÍy, or in lysoscmal membrane 

function, will interfere both with the celis ability to maintain a low pH [iSland with 

friembrane selectivity, hindering their ability tu keep and concentrate AO [18]. 

Rhodamine 123 (Rh123), can be selectiveiy taken up by normally functioning mito-

chondria [19]. Alterations in mitochondrial transmembrane potential [20] or inefficient 

production of energy [21] proportionally decrease the capacity of these organelles to 

selectively take up and concentrate Rh123. Mitochondrial membrane depoiarization is 

ofTten associatcd with the opening transition pores [14] which plays a central role in the 

initiation of apoptosis. 
Since fluorescence of individual celis stained with AO or with Rh123 can be easily 

measured by flow cytometry, these procedures provide valuable information about the 

functional state of mitochondria and lysosomes in selected celi populations. Therefore, 

cytofluorometnc properties of AO- and Rh123 labelled granulosa cells were studied to 

obtain information on the changes related Lo lysosomal and mitochondrial functions that 

initiate granulosa ccli death, particularly in relation to the stage of atresia and foUicular size. 

2. Materiais and niehod 

Chromatographicallv purilied Acridine Orange (AO) was ubtained from Polysciences 

Inc. (Warrinton, PA.). Rhodamine 123 (laso¡ dye purily) was obtained from Sigma
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(heicil Co. (SI. l)uis, MO, USA). Pliophc luftcicd JHle (P13S), llcpcs (N-12 
11/dI'()XCII1VI J )ipeI'd/IUC-!V'- 2-cihaiicsulloiiic acid	aud othcr iiioi'canic salts ol aiialv-
icai dcgrcc wce obtai ucd Fi-orn Mci'ck ( Darinstadí . (1criiany ). 

,Nitral lol 1 icles from 11011-pregnaot ewes wL're obtalned at a local slaughterhouse and 
classihed by size iii two groups: srnall. 3-6 mm. aud large. >6 mo: iii dianieter. Follicles 
vere disse.cted Free froiii the ovarian stroma and separately classilie'd toliowing previously 
proposed criteria 19,101 iii to four groups: non-atretic (stage 1). initially atretic (stage 2), 
atretic (stage 3a) and severely atretic (siage 3b). Siiice our intcrest was to focus Oil the 
,nodifications of lysosornal ai-id mitochondrial fuiictions thai initiate celi death during 
follicular atresia, the results obtained with atretic and severely atretic follicles (groups 3a 
and 3b) were giouped as group 3. (In addition, 110 significant statistical differences were 
found between groups 3a and 3b.) 

To show that rnorphological criteria correlated adequately with the histological classi-
fication of non-atretic arid atretic follicles (see Fig. 1), two or three follicles from each class 
were randornly selected to be histologically evaluated 14,221'1n a double blind study 
í9, 10,22]. Once classified, fluid froni each follicle was collected by flushing. After flushing, 
the follicles were cut open with small iris scissors and gently scraped with a blunt probe to 
insure the adequate recovery of granulosa celis 1,10,232.41. Care was taken to avoid 
contaminating the follicular fluid with blood. Follicular contents were then processed as 
previously described [10] to recover celi-free follicular fluid and granulosa celis. Samples 
of cell-f:-ce follicular fluid were stored at --2() C and hatch-processed to meaure estradiol 

rz¶ - •-•---	TW - 
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- ( nproii &)I IIC VISLIitl dflCi I1I'1OIO?ILdl cItIÍIcaEil1ii ul cwe ntial kliicles .i\iitral toilicie t,rom 

nonprentnt ewes e!assitied by size in rnaI1, 3-6 mm and large, >6 mm in Wameter were dissecied free from 

ilie ovariari suoma arid individuafl y classified according lo previously proposed morphological criteria [9,101 in 

tour groups: "nonatretic" (stage ), initially airetic (slage 2), aire! ia ge 3a) and severely atretic (stage 3b). 

5uhseqientiv, ihe (ollicles were fixed, siaincd ami observed Iiist loiIy 1221. Typica &esults showing thai 

uorphological entena correlate adequaiclv w!tli lii siological classi Íication Ui un-atretic and atretic lollicles are 

ndicated here: i\. stage 1 FoIlicle 3-6 mm in diameter: U. siage 1 tollicie >( mni in diameter: C. stage 2 follicle 

>6 mm: ,in(¡ 1). siage 31) t 'ollicic >6 mm 
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using a non-extract ion, sol id ph1se. R lA (Coi¡¡-A-COuiiL kit, 

Diagnostic Producs Corporatiou, L&s Angeles, CA). 
Granulosa celis were washed twice by centrifugation, aL 500 x g For U) mm aL 4 C. 

using 600 pti of phosphate buifered (0.01 M) salme solution at pH 7.4 (PBS), and then 

resuspended in 600 pil of the same sol ution andcounted using a hemocytorneter. Granulosa 

ceil suspensions were divided into appropriate aliquots for the measureme:it of mitochon-

drial and lysosomal membrane permeability. Al¡ measurements were performed within 

60 min after ceil harvesting. 
Functional status of the mitochondrial was studied by Rh123 uptake as described by 

Darzynkiewicz eL al. [251 . 5 t1 of a Rh 123 stock solution (1 mg/ml in distilled water) were 

added to aliquots of 106 filtered granulosa celis suspended in 1 ml of 0.01 M pH 7.4 PBS. 

After incubation at 37 °C for 20 min in 5% CO 2—air atmosphere [19], they were analyzed 

by flow cytometry. Analysis was performed using a FACSort (Becton Dickinson System, 

San Jose, CA) cytofluorometer. Ceil suspensioris were excited at 488 nm une and 

fluorescence emission was studied in the green part of the spectrum (530 ± 20 nm). 

The results obtained from 10,000 cells were anal yzed using PC-Lysys II and current 

windows. Fluorescence intensity was registered logarithmically indicating the percent of 

granulosa celis in each of the four fluorescence quadrants. 
Lysosomal properties (both membrane permeability and proton pump activity) were 

deiermined by the procedure described by Traganos and Darzynkiewicz [ 1 6] . Aliquots of 

10 granulosa colis were passed through a 30 p.rn nylon mesh tilter to eliminate aggregated 

cells and ttien incubated in the dark for 20 min at room temperature (15-22 °C) with AO 

(1 ig/m1). Fluorescence analysis was performed using a FACSort (Becton Dickinson 

S y stem, San Jose, CA) cylofiuiorometer. FSC-H (forward scatter-height) value was 44 and 

FSC was set at E00. The AO was excited by using the 488 nm une of an argon laser. 

Fluorescent intensity in the red part of the spectrum was measured in a minimum of 10,000 

cel!s by using a dichroic filter reflecting at 610 nm and a long pass filter that elirninaies aiiy 

tluoresc'nce below 640 nm [16]. Fluorescence intensity was registeredlogarithmically and 

divided into four sections (according to fluorescence intensity). The results obtained from 

10,000 cells were analyzed using the PC-Lysys II and current windows to register the 

percentage of granulosa celis in each of [he four fluorescence quadrants. 
Statistical analysis was performed using two-way ANOVA and Tukey's test [26]. 

Coniparisoru hcween means of different size follicles was performed by Student's t-test. 

Al! statistical calcuiations were done using a PC-compuier and a Sigma Stat (Jandel 

Scientific Corporation, San Rafael, CA) statistical package. 

3. Results 

Estradiol concentration in follicular fluid decreased from group 1 to group 3 follicles 

(4.42 ± 0.64, 4.14 ± 0.58 and 3.32 + 0.76, respectively for follicles of 3-6 mm and 
5.27 + 0.47, 4.34 ± 0.33 and 3.05 ± 0.72, respedively for foilicles >6 mm, expressed 

as Ehe In (natural logarithm) of the nanomolarconcentration of estradiol in follicular fluid), 

howing a highly significant determination coeflicient (R 2 = 0.76; P < 0.01) between 

horrnnne concentration and theLige of atresia as established by our macroscopic criteria.
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Fahlc 1 
I : I tt orcscc ilt intcu .. ily LI 53() nin oi granulosa eclls incuhated with Rhodaininc 11-3 

Suc (111111)	Sam!c nF alrcsma	o Fluorcsccnt intcnsity 

1-10	IO-Wo) I00-I((X) 1000-100(X) 

3-6	l	 5 §I.6 ± §2•Jh §67.6 ± 8.4 § 14.9 + 25 
2	 5 §15.9 ± 35

4 §3.I' §77.6 ± 5.7 f4.I ± 1•0 

3	 5 §12.0 ± 3•7a f26.4 ± 54h t55.3 ± 3.8 t1.5 ± 6.3 

>6	1	 5 f4.8 ± 1 . 2 112.0 ± 38h 21.9 ± 4.1- J61.5 ± 90 
2	 5 t5.0 ± 14 §2.4 &2.5 ± 4•5h 59.9 ± 3.8v 
3	-	5 1 23.5 ± 

47
3

§70h §71.3 ± 6.3' t3.0 ± 1.3"

CeLis were obtarned from 3-6 and >6 mm diameter follicles andclassited into non-atretic, initially atretic and 
atretic. Different symbols to the Ieft of each number indicate significant diíferences (P < 0.05) in tluorescent 
intensiries between follicles of different size and different stages of atresia. Different superscript tetters 00 at the 
right of each number indicate signiticant differences (P < 0.05) between íluorescent intensitie in follicles of the 
sa6e size and at ihe same stage of atresia. 

Celis exposed to Rh123 accumulated the dye rapidly, reaching a plateau after '-20 mm 
incubation at 37 oc [20]. Table 1 and Fig. 2 show the effect of atresia progression on 
granulosa celis stained with Rh123. Large (>6 mm) non-atretic follicles had significantly 
higher numbers of granulosa celis with intense fluorescence (61 .i ± 9.4%) than small (3-
6 mm) non-atretic follicles (14.9 ± 2.5% of cells). The decline in the number of celis with 
intense fluorescence between follicles in stages 1 and 2 was small and only significant in 3-
6 mm follicles (14.9 ± 2.5% versus 4.1 ± 1.4%, P < 0.05). In smaii (3-6 mm) atretic 
(stage 3) follicles, the number of celis with high fluorescence was significantly smaller than 
in stage 2 follicles (55.3 ± 3.8% versus 77.6 ± 5.7% of cl1s, P < 0.05). In addition, a 
significant number of cells (26.4 ± 5.4%) was only slight1v fluorescent, showing an 
important decrease in mitochondrial inembrane potential Table 1 and Fig. 2 also 
demonstrate that in large (>6 mm) atrctic (stage 3) follicles, most of the celis 
(71.3 ± 6.3%) fe!l within a narrow band with fluorescence intensities almost 10 times 
smaller than those observed in cells from follicles in stages 1 and 2. There was also a 
signiíicant number of cells (23.5 ±4.7%) with almost no fluorescence. 

Table 2 and Fig. 3 illustrate the changes in AO uptake and fluorescent intensity of 
granulosa celis obtained from follicles 3-6 and >6 mm in diameter during progression of 
atresia. The observed red fluorescent intensity is considered to be proportional to lysosomal 
volumc and functionality [16]. 80-94% of granulosa celis from al! non-atretic follicles 
showed a fluorescent intensity higher than iO in our scale. Granulosa celis from small, 
initially atretic follicles, displayed a biphasic AO fluorescence pattern indicating the 
presence of celis with differen.t volumes of functional lysosomes: a small number of cell 
(24.1 ±2.2%) with intense red fluorescence similar to that observed in non-atretic follicles 
and a second peak (69.2 ± 6.3% of the cells) with fluoresceni intensities lower than those 
observed in granulosa cells from non-atretic follicles. The staining pattern observed ¡.n 
small, stage 3 foUicles was similar to that observed in stage 2 follicles (Fi 
signi flcantly shi fted toward less fuorescent regions. 

In granulosa celis obtained from follicles >6 mm the percentage of AO Iabciicd c1-

with high fluorescent intensity was a!most 20 times higher in normal, non-atreic follicles 
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Fg. 2. Cvtotuorometric analyis (Becton Dickinson System FACSort) of granulosa celis staiiied with Rh123. 
Stained celis were excited at 488 nm and fluorescent ernissiori was evaluated at 530 nm using apropriate band-
pass filters. The cells were obtained from follicles 3-6 mm in diaiv'ter (A) and >6 mm (B) in three different 
stages of atresia: sta2e 1 normal, non-atretic follicles; stage 2 initially atretic follicles, and stage 3 markedly 
aretic foWcles. The rasults obtairied from 10,000 cells were analyzed using the Lysys H program nd 
fluorescence intensity (in a1sissa) was reg'stered 1ogarhinically indicating the percentage of granulosa cells in 
each of the four fluorescence quadrants. Ordinate indicates relative ceil nuniber. One experiment representative 
of five is shown. 

Table 2 
Fluorescent intensity at 640 nm of granulosa celis incubated with Acridine Orange 

ize (mm)	Stage of atresia	n	f1uorescent intensity 

1-10	10-100 100-1000	1000-10000 

3-6	1	 5	§2.6	 §6.3 ± 2.l' §8.6 ± 1Ab	§82.5 ± 12.5c 

2	 5	f5.9 ± 03	§2.7a t69.2	63b	f24.1 ± 2.2c 
3	 5	112.0 ± 3.7-	f26.4 ± 54b 55.3 ± 3.8 :	t5.5 ± 

71d 

>6	 1	 5	§0.8a	§2.0a §4.9 ± 4	§943	114b 

2	 5	§2.Oa	§0.4 &92.2 ± 0•5b	5.3 ± 08c 

3	 5	&21-5 ± 4.7`	§26h t68.1	7.3'	8.0 

Celis were obtained from 3 to 6 and >6 mm diameter follicles and classified into non-atretic, initially atretic and 
alreuc. Dtíferent symbois co tiie left of each nuiuber indicate signiticant differences (P < 0.05) in tluorescent 
incsI(ies between follicles of different size and different stages of atresia. Different superscript 1ettc:; ta (he 
riht of each number indicate signiíicant differences (P < 0.05) hetween ranges of fluorescent intensiiies in 
lollicles of rhe same size and ar the sam.	stage Uatresia.
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Fig. 3. Cytofluorometric analysis of granulosa celis stained with Acridine Orange. Stained celis were excited ar 
488 nm and fluorescent emission was evaluated at 640 nm using appropriate band-pass filters. (See Fig. 2.) 

than in large, initially atretic (stage 2) follicles (94.3 ± 11.4% versus 5.3 + 1.7%, 
P <0.01) (Fig. 3 and Tabe 2). In contrast, fluorescent intensities in atretic follicles 
(stages 2 and 3) within the same size category did not differ. Except for the presence 

markedly atretic follicles, of a considerable number of cells (21.5 ± 4.7%) whose 

lysosomes have lost their AO binding capacity and therefore were scarcely fluorescent. 

4. Discussion 

Apoptosis and necrosis have been considered as two independent types of ceil death 

because on the proces is established they readily distinguishable morphological and 
biochemical properties [271. However, at the initial stages of death, boLh types of celi 
death are difficult to differentiate and can be present simultaneously in cells or tissues 

exposed to similar stimuti [28,29]. This is particularly true in relation to the events that 
accompany the early stages of granulosa ceil death diuring atresia [8] . Plasma membrane 
integrity, blebbing, or more accurately bidding, alterations in mitochondrial function or 

mitochondrial swelling and pyknosis are usually descrihed as characteristic of apoptosis, 
but their presence has been described during the early stages of both mechanisms of ccli 

death [8,13,30-321. Thus, it has been proposed that necrosis and apoptosis represent the 
end result of a common pathway to ccli death [28,29.311 which he g ins with a drastie
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alteration of mitochondrial membranes known as niitochondrial periueahi 1 ity tiansition 

(MVF) 113,30,31 1. This eveut permits transiocation ot cytochrorne e into the cyoplasrn. 

This apoptogenic protein activates proteolytic enzyrnes known as caspases. which finaily 

initiate (he death-driving rnechanisrn. Sorne of [he apoptogenic proteases [33-35] involved 

in this process niay he lysosomal in origin, as has beeri shown in (he case of aspartyl 

endopptidase cathepsin D [11,36]. 

Although many of the early events may be comrnon tØ apoptosis and necrosis, there rnust 

he regulatory mechanisms capable of determining which of thern will tinally be the main 

cause of ccli death [37,38]. Sorne studies have shown that one of these rnechanisrns may be 

(he magnitude of the energy reservoirs of the cell [39,40]. Apoptosis requires energy 

expenditure and will be dependent on the presence of adequate ATP leveis [41,421. Qn the 

contrary, necrosis seems to be independent of energy leveis and will be the dominant death 

path when ATP leveis are low [411, particularty during ischemic (hypoxic) or toxic 
conditioris [43]. 

In this paper, we show the suitability of the stereomicroscope criteria used (o classify 

follicle health, in agreement with our previoiis report [221. Gross and histological 

classification of normal, initial and advanced atietic follicles were in agreement in over 
95% of the observations. Our results are also validated by the follicular fluid concentration 

of estradiol. which showed a highly significant dte-mination coefficient with thc stage of 

atresia established by our macroscopic criteria [2,3,8]. 

In',bis paper, we present the results obtained by cytofluorometrical determination of 

m].tochondria and lysosome functions in uve granulosa celis during the initial phases of 

follicular atresia. This methodology presents the advantage of aliowing measurements of 

organelle function in physiologically active single cells. In spite of the possible disad-

vazitages that it ma)' have [20,44], it is generaily accepted that Rh123, like come other 

permeant catinnic fluorochromes, is taken up specificallv by functional, active mitochon-

dna with adeqoate transmenbrane potential [25]. Under appropriate experimental con-

ditions, the intensity of the red fluorescence produced by lysosomal uptake of AO can be 

adequately correlated with the number of active lysosomes capable of maintaining 

membrane selectivity and capacity to keep a pH gradient [16.17,43]. The emission 

spectrum and fluorescence intensity of the bound fluorochromes appeared to be uniform 
within celis of the same type. Dead celis failed to stain signiflcantly with either of these 

dyes [16,17,251. 

Eanlier factors in atresia may be granulosa ccli hypoxia due to ari inadequate increase in 
the required follicular blood flow [45] and deficient oxygen diffusion into the innermost 
layers of the granulosa cells [46]. Thus, it is conceivable that follicular ischernia wili be less 
important in srnall than in large follicles [13,31], and that energy productiuu in folI jetes 3-

6 mm in diameter will remain at almost normal leveis. According to the proposal that high 

leveis of ATP production are required for the execution phases of apoptosis, it is reasonable 
to suggest that atresia in small follicles [45] will progress niainly through granulosa celi 
death by apoptosis [4247,481. This hypothesis is siipported by our flndings, showing that 
tiuorescent changes shown by Rh123 predominate over the shown by in AO fluorescence, 
cspecially when the incubatcd granulosa celis were obtained from initially atretic small 

follicles. Accordingiy, we suggest that deficiencies in ATP production in hypoxic targe 
ío!licles will shift the death process toward necrosis.



1.	I(1I% O-/'(J.(l%  e! (II. / !/(eri('t'eI)l('t,'t (( (	1071 - /i'h /	 1 079 

Our resu Rs con Íirm that an eariy nn)di [ication iii lysosomal fu nction plays au i mportant 

role iii granulosa ceil death during atresia [8j. In lict, the diíferences in Rh 123 and AO 

íluorescent intensity lound betweeu smail aiid large follicles experiencing atresia indicate 

that although apoptosis and necrosis are srmultaneousiy present in atretic follicies. changes 

in lysosornal function are [he dominant mechanisrn of granulosa ceil death in atretic large 

tollicles (>6 mm), while its participation in the ccli death of srnall 0-6 ruin) atretic 
follicles is secondary lo the participation of apoptosis. 

The prevalence of necrosis over apoptosis in late atretic follicles helps to explain the 

release of lysosomal enzymes into the cytopiasmic compartment of the cefi, and parti-

cularly into the cell-fi-ee fractjon of follicular fluid in these of follicles [Si, [he presence of 
inflammatory reactions observed during atresia [45,491 and accumulation of macrophages 
preferentially in large, advanced atretic follicles [5}. 

In summary, our results indicate that granulosa ccli death during follicular atresia is 
initiated either by the pathological process referred lo as mitochondrial permeability 
transition [13,30,31] or by lysosomal function destabilization [50] . The preferred route 
Jepends on the state of energy metabolism or on hypoxic conditions related te, foflicular size. 
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