44
‘ U)‘Q,j'
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

EL PROCESO DE FOLICULOGENESIS EN EL OVARIO DE
RATON (Mus musculus): ESTUDIO EXPERIMENTAL
IN VITRO

TESIS PROFESIONAL
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

BIOLOGO
PRESENTA:

Jestis Chimal Monroy
Asesor: Dr. Horacio Merchant Larios

MEXICO, D. F. 198 7



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



CONTENIDO.

RESUNER e e e s easvesanonnasoasoninienaineneess

I. IXTRODUCCIS

T R S A R I N R N

1. Migracién de las Células Gerninales..

2. Hodélos'dguDiferenciacién Gonadal......

3. Origen de las Cédlulas Somiricas en el

Establecimiento del Primordio Gonadal...

PP &

4. Diferenciacidn Sexual de 1a Génuda......;....Q....h;)lS
‘4,1. Diferenciacidn del Testiculo..............i..,;.ls
"4.2. Diferenciacidn del Ovarlo...;.....---.........7.18

4.2.1. Induccidn de l1la ileiosisS..icecceeaceenesasll

4.2.2. ToliculogénesSisS,c.ivecavecccsaarncscaseedsl

5. Foliculogéngsis invvitro.............................23

6.

ObJetivOoS.icieasstascsesseccsoaracacssescsacasesssasacseslld
IT. HATERIALES Y MBTODOS.seussoassnviascnsasnnscsanssansnsalb
1., Obtencidn del ﬁaterial...............................26
2. Cultivo de OrganoS,seseecssesactsscsvrvscnncsosasseeeel?
3. Procesaniento del {laterial Bioldgico....eiveccaeceea.28
4. Conteo de OvoCitoS.eecoccocerososscscsacansonsaccennall
II1. RESULTADOS . e cectessenosnsonosntesacsarsoacassnarsnavenaneldl
1. Foliculogénesis in vivo.............;.;..............32
2. Foliculozlnesis in ViLlrO.e.eseieoscscscaseccnsvannsoeaeslb

3. Estudio Ultraestructural. . ssssissssssssssnssrscsccnesldd



v. DISCUSI&?..............................................42'

1. Desarrollo del. 0vnr10 4n vivo.......
2. Desarrollo del Ovario in v1tro.......

2.1. Efecto del iesonefros  .en

2.2. Efecto del SCUH en la Motfogén

2,3, Citodiferenciacidn y Tolic logénesir
v. CONCLUSIONES.....-......-....-.
VI. REFEREICIASccveseraresaa



RESUMEN.

En el presente trabajo se estudiaron los efectos que

tiene el mesonefros y el suero contenido en el corddn

umbilical humano (SCUH) sobre el proceso de la

foliculogénesis en ovarios de ratén mantenidos in vitro.

Los ovarios de ratdn fetal de 15 y 17 dlas con mesonefros

y .sinmn ﬁesoneftos fueron cultivados durante 6 dias con y sin

SCUH, Se observd que en general el proceso de la

foliculogénesis in vitro es semejénte al que se lleva a cabo

en ovarios imn vivo. Este proceso se inicia con la

fragmentacidén de 1los cordomes ovigeros y culmina con 1la

formacidn de los follculos primordiales. Durante todo este

fendémeno ge observa una estrecha interaccidn entre 1los

diversos componentes celulares involucrados en este proceso,

cono lo demuestran 1la presencia de desmosonas y uniones de

conunicacidn.

El estudio indica que la presencia o© la ausencia del

mesonefros no tiene ningdn efecto durante la foliculogénesis,

come ha sido propuesto por otros autores. Lo mismo sucede en

presencia de:SCUH. Por el contrario, en ausencia de SCUH 1la

formacidn de follculos se ascelera con respecto 2 los ovarios

cultivades con adicidén de éste. Esto nos llevd a proponer

gque los ovarios cultivados con SCUH siguen un desarrollo

aormal como si se encontraran in vivos nienttas que los

ovarios cultivgedos sin SCUH siguen sus proplos mecanismos de

regulacidn intraovdrxrica, sin que ningfln facrtor del suero los

ragule,



I. iuikonuccmﬁ . A

Durante el desarrollo ﬁel ovario de rgtbn prenatal,
suceden una serie de eventos morfogené:icés que llevan a la
formacidn de los’ foliculos 'ﬁrimordiales en rxatones
poécnatales! esto es, ovocitos independientes rodeados por un
eﬁitelio folicular. l

La morfogénesis del ovario es una consecuencia de la
interé:cién entre la linea celular somdtica y 1la liﬁea
;elular germinal, esta interaccidn se inicia desde 1la
formacidn de la gdnada indiferenciada y se prolonga hasta 1la
morfogénesis de 1lea gbnad# ya diferenciada. lPor lo tanto, 1la
gdnada lie;; a cabo el pfoceso de interaccibnvcelular durante
dos fases a través de su desarrollo; una durante 1lsa faée
1ndifereﬂciadn y otra durante la diferehciacibn sexual
(Merchant 1984). _

) El estadeo indiferenciado es el que ?orreépohde a la-
colonizacidn de la crestea goné@ai.ﬁor parte de '135 "células
_germiqales de.oriéen e#traembrionario, y a la proiifefacibn
de cdlulas somAticas de 1la regibén -urogenital, que daradn

origen a 1los de cordones sexuales, que constituyen los

elementos .histdlbgiccs precursores en 1a gdnada
indiferenciada.
La  diferenciacidn sexual de 1la gdnada se expresa

normalmente de acuerdo a su sexo genético, - En el caso del

testiculo la diferenciacidén se inicia desde la formaczidn de



los cordones seminlferos y la tdnica albuglnea. En el

del

caso
ovario la diferenciacidn se lleva a cabo desde el inicio
de la meiosis y se continda con la formacién de

folieulos.

los

Por 1lo tanto, para poder explicar la morfogénesis de la

gdnada y en particular la del ovario, es necesario conocer

con precisidén los eventos que preceden el proceso de

formacidn de los foliculos, es decir, conocer las etapas de

la migracidn de las células germinales; el origen y la

estructura de la génada indiferenciada; y su posterior

diferenciacidn sexual.,

1. Migracidn de las cdlulas germinales Erimotdiales.

La primera localizacidn de las cllulas germinales

primordiales (CGP) en mamiferos es en el endodermo del saco

vitelino cerca del alantoides. Para despuds localizarse en

el epitelio del intestino medio. Ilasta este momento la

migracidédn de las CGP es pasivo por medio de movimientos
morfogendticos del endodermo del saco vitelino como parte de

la-formacidn del intestinoe (Clark y Eddy. 1975).

El siguiente paso en la migracidén de las CGP es la
salida de édstas del epitelio del intestino medio, para seguir

su camino por el mesenteric dorsal hasta las crestas

genitales., Todo el recorrido se realiza mediante un

mecanismo activo, durante el cual las células muestran clara
evidencia de formacidn de prolongaciones membranales como son

filopodios, lobopodios, y pseuddpodos, que se pierden al

establecerse las CGP en la cresta gonadal (Clark y Eddy.



1975, Zamboni y Mercﬁant. 1973, Merchant y Zamboni, 1973),

La forma en que se puede localizar e identificar a la

linea celular gue constituye las CGP es por su respuesta a la

fosfatasa alcalina en una reaccidn histequimica (Chiquoine.
1954). Esta enzima es de tipo glicoproteico cuya actividad
no £s muy conocida., La

fosfatasa alcalina estd altanente

relacionada con cédlulas que presentan alta actividad mitdtice

como son las CGP. l.a Treaccidn vista =al microscopio

electrénico (ME) se localiza a nivel de membrana.

Las CGP se distinguen de las cédlulas somdticas por . su
gran tamafio, £forma esférica, nblcleo grande y nucidolo muy
evidente. Vistas al HE se observa que contienen gran

cantidad de ribosomas libres, mitocondrias con pocas crestas

y cuerpds de nfdcleo denso, los cuales estin rodeados por una

menbrana vesicular, cuyo contenido es rico en azdcares, pero

cuya funcidn es desconocida (ierchant y Alvdrez. 1981).

Durante la migracién de las LGP se puede observgr
claramente una gran interaccidn de ellas con las células'
) circundantes ¥y con 1la matriz extracelular (¥erchant ¥
Alvérez. 1986).

La primera interaccidn es mds evidente cuando las CGP
N

llevan a cabo la migracidn de tipo active, durante la cual,

se observa la formacidn de prolongaciones membranales.

La segundo procesc de interaccldn se hace evidente al

observar durante toda la ruta de migracidn la presencia de
una glicoproteina de 1o matriz extracelular; 1la fibronectina,
cuya presencia estd

fuertemente asociada con céluias



migratorias; tales como son las células que forman el tubo

neural y las mismas CGP (Fujimoto. et al. 1985. Merchant y
Alvarez. 1986. Alvadrez y Merchant. 1986). '

La fibronectina ha sido detectada por técnicas

histoquimicas con anticuerpos

marcados c¢on conjugados

iluoresceﬁtes.>como loveg 15 fluoresceina. ' -

En embriones de ratdn de 9 dlas de gestacién. la
fibronectina se observa alrededor de} intestino medio, aorta
dorsal y tubo neural. En estados mds avanzados como
embriones de ratdn de 10 dlas de gestacidn se puede cbservar

que en el mesenterio dorsal, que une al dintestino c¢on 1a

regidn dorsal, también existe fibromectina. En los primordios

_gonadéles y alrededor de 1la aorta dorsal puede observarse

cierto grado de reaccidn a la fibronectina (Sujimoco: et al.

1985. HMerchane y Alvdrez. 1986. . AlvAdrez y Merchant. 1986).
Observaciones realizadas en ME permiten detectar que la

fibronectina interacciona a nivel de meﬁbrana éon las CGP.

Esta interaccidn se debe a la presencia de receptoges

especificos en la membrana de la cdlula para la fibromectina,
lo cual, permite 1a migracidn sobre ella (Yamada b
Kenedy.1984. Hynes. 1986).

Al revisar el comportamiento migratorio que tienen las

CGP in _vitro, se encontrd que también son necesarias estos

dos interacciones anteriormente citadas para las células in
vivo (Alvarez y Merchant. 1986).
i) Interaccidn cé&lula somdtica-CGP.

Este tipo de interaccidn se hace evidente al observar



que en condiciones ‘de cultivo 1la migracidén de las CGP se

realiza sobre sobre una monocapa de c&lulas ~mesenquiméticas,

pues, no son capaces de unirse ni  de desplazarse sobre

pladstico o vidrio.
ii) Interaccidn matriz extracelular—-CGP.

Para comprobar sl 1los estudios realizados in vitro se

correlacionan con los estudios realizados in vivo, se probd

la presencia de £fibronectina en la nonocapa de células del

cultivo, en las cuales se encontrd que la reaccidén £ud

positiva. Este hecho permite evidenciar que la matriz

extracelular tambidn es necesaria para el comportamiento

nigratorio de las CGP in vitro (Alvédrez y Merchent. 1986).

Aunque bien, 1la interaccidn entre la matriz

las CGP, no

extracelular y

explica por sl sola 1la actividad migratoria de
las CGP hacia la génada.

Estudios recientes (XKuwana. et al. 1986) realizados in

vitro con CGP de pollo han proporcicnado informacibn dirigida

hacia. la resolucidn de  la incognita que representa 1la

induccidn de la migracidn de las CGP hacla la gbnadé. Estos

autores al trabajar con crestas gonadales de pollo en estado

13 de desarroilo, correspondiente 21 pico mdximo de migracidn

de CGP y en estado 22 de desarrollo, el cusl corresponde al

de una génada indiferenctada ya establecida y a una nula

migracidn de CGP, encontraron que

13 libera un factor quimiotdActico que atrae las CGP hacia

la cresta gonadal en estado

ella y que el tejido del corazén tambidn es capaz de liberar

un factor quimiotdctico que atrae las CGP hacia los vasos



sangulneos.
Estas conclusiones estdn basadas en una serie de
experimentos en los que se comparéd el comportamiento

migratorio de las CGP in vitro sobre un sustrato de coldgena,

poniendo como tejidos inductores la cresta gonadal en estado
13 contra corazdn y tubo neural. Por oéra parte, godénada en
estado ‘22 contra corazdén, alantoides e higado y finalmente
cresta gonadal en estadb 13 contra g}nada en estado 22. Los
drganos a los ' que 1las CGP guvieron respuesta, fueron la
cresta gonadal en estado 13, gdénada en esc;do 22 y corazdn,
en los cuales se encontrd que la primera tuvd mayor capacidad
de atraccidn de CGP que en estado 22. Asimismo el corazédn
también presentaba capacidad quimiotdctica en condiciones de
cultivo, '

E1l comportamiento de 1las CGP wmantenidas in_ vitro
concuerda con lo que sucede a estas mismas células en
condiciones naturales. FEn embos casos se observa que en las
aves las CGP migran principalmente por los vasos sangulneos y
posiblemeﬁte este hecho se deba a la liberacidn de un factor
quiniotdctico por parte de los tejidos del corazén y que al
pasar por la cresta gonadal ésta libere también un factor
quimiotdctico que 4induzca la salida de las CGP de los vasos
sangulneos por diapedesis y colonicen la cresta gonadal,

Los datos presentados anteriorménte permiten proponer lo
sigulente: 1la migracidn de las CGP es uﬁ fendmeno en el que
no sdlo participan estas células, sino por el contrario, es

un fendmeno que involucra dos tipos de interacciones. Una de



quimiotdctico que proveca que las CGP

‘permisivo

las cuales, son  las 4interacciones celulares, que Son

evidentes desde el momento de la migracidn pasiva,

CGP

ya que las
migran hacia el intestino por movimientos morfogenédticos

del endodermo del saco vitelino, lo cual implica que las CGP

estdn intimamente ascciadas a éste (Clark y Eddy. 1975). Por

otro parte, al iniciar el movimiento activo, las CGP también

interactdan con las células que las circundan y ademds con la
matriz extracelular. La primera interaccidn se evidencia en

el momento en que 1la cresta gonadal libera un factor

migren activamente
emitiendo prolongaciones membranales {(Clark y Eddy. 1975.

Zamnboni y Herchant., 1973. Herchant y Zamboni. 1973). Es

también en este momento, cuando el segundo tipo de

interaccidn se hace evidente; debido a 1la presencia de

fibronectina que se encuentra en el camino migratorio de las

CGP, pero que no lo induce, sino que mds bien d3d el ambiente

necesario para que la migracidén de las CGP ocurra,

s1 1a fibronectina tuviera un cardcter dinductor de 1=z

migracidn, las CGP permanecerian alrededor de 1la aorta

dorsal,  vya que en este gran vaso eXisten evidencias mnuy

claras de presencia de fibronectina en las etapas migratorias
de las CGP y 13 de colonizacidn de la cresta gonadal (Alvdrez
y Herchant. 1986, »Fujimoto et al. 1985.
1986).

Merchant y Alvarez.



2. Modeclos de diferenciacidn gonadal.

Durante los procesos de la morfogénesis de la gdnada
podemos observar tres etapas: 1) colonizacidn 2) organizacidn
y 3) de diferenciacidn. La primera etapa corresponde al
establecimiento o <colonizacidn en el primordio gonadal por

las CGP asl como la 1incorporacidn de cé&lulas samdticas a
. é&ste.  La segunda etapa corresponde a la organizacidn del

primordio gonadal como génada indife}enciada, en donde las
cédlulas del epitelio celdmico, mesénquima y CGP se integran
come un drgano. La tercera etapa corresponde a la
diferenciacidn de 1la gdnada en un testiculo o em un ovario.
Existen en 1la 1itera£ura - cuatro modelos que tratan de
explicar 1la diferenciacién de 1la gdnada hacia testiculo o
hacia ovario. .

El primer modelo propuesto por Witschi (1951), se basa
en observaciones realizadas en anfibjos. L1 autor postula
que la goénada esti. formada por dos componentes: a) 1la
corteza, cuyas_células se originan del epitelio celdbmico, ¥y
b) la médula, en la que sus células se originan a partir del
mesonefros. Propone a su vez, que la diferenciacién de la
gdnada en mamiferos estd determinada por la liberacidn de dos
factores antagdnicos. Uno liberade por la médula 1llamado
gendricamente m@medularina, que provoca que la gbénada se
diferencie hacia testiculo. Y, otro liberado por la corteza,

llamado cortesina que produce la diferenciacidn de la génadas

hacia un ovario. Por 1le tanto, el testlieulo es de origen
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mesonéfrico y el ovario es de origen mesotelial.

Por otro lado, Gruenwald (1942), Forbes (1942), y Torrey

(1945), proponen que el ovario y el testiculo tienen su

origen en células devrivadas del epitelio celédmico. Los

autores (op cit.) postulan que la gdnada indiferenciada forma
cordones sexuales primarios que rodean a las CGP. .S1 1la

gdnada se diferencia en un ovario, entqnces, los cordones

sexuales primarios llevan a cabo la ;egresién y el epitelio
celdmico lleva a cabo una segunda proliferacidm, 1la cual

forma los cordones sexuales secundarios, que postexiormente

dardn origen a 1los epitelios foliculares gue recubren los
ovocitos. Por el contrerio sl la génada se diferencia en un.
testiculo, los cordones sexuales primarios se desarrolian en

cordones seminiferos.

Byskov (1978a), Upadhyay, et al. (1979, 1981), Zamboni,
et al. (1979, 1981), Shato (1985), proponen un tercer modelo

en el que tanto el ovario como el testiculo tienen su origen

a partir de c®lulas derivadas del mesonefros. Estos autores

indican que las cé&lulas del epitelio que forman los tiébulos

mesonéfricos se desdiferencian y migran (Byskov, 1981) hacia
la futura gdnada para formar los cordones sexuales que daran

origen a los cordones seminlferos em el caso testlculo y a

los foliculos en el caso del ovario,

Por su parte, Allen (1804), Wilson (1926). Brambell
(1927), Pi;kerton (1962), Merchant (1975a2.1979,1980),
Pelliniemi (1975, 1976), Pelliniemi y Lauteala,(1981), Dang vy
Fouquet (1979), proponen que el epitelio celdmico es el
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principal contribuyente celular hacia la formacidn de ios-

cordones sexuales que darAn origen a los cordones seminiferos
en el testlculo y al epitelio folicular
Merchant (1979) propone que

en el ovario.

la gdénada indiferenciada estd

formada por cuatro tipos celulares: CGP, mesénquima

circundante; epitelio celdmico; y epitelio celular interno,

derivado del mesotelio.

3.0rigen de las células somdticas en el establecimiento

del primordio gonadal,

En " 1a propoaiciﬁn "de 1los diferentes modelos de
diferenciacidn gonadal,. s=se puede observar qué e;lgten'»dos
origehes para las c8lulas somdticas "que contribuyen a la

formacidn del primordio . gomnadal: células  de

origen
mesonéfrico y cdlulas de origen mesotelinl,
- Origen mesonéfrico del primordio gonadal.’
Byskov (1978a), Ugadhyay. et al. (1979, 1981), Zambouni,

et al. (1979, 1981), son 1los principales defensores del

origen mesonéfrico del primordio gonadal. Los autores

proponen que al formarse el mesonefres las células

"epitelisles de los tdbulos mesondfricos se desdiferencian, y.
contribuyeﬁ de esta manera a 1la ﬁormacibn del primordie

gonadal. Este sistema es lo que va a formar ' 1la parte que

ellos llaman la rete intragonadal. Existen otros dos sistemas

Teticulares dérivados del’ mesonefros que tienen una unidn

anatdmica - con la gbnada pero que no contribuyen a su

formacién, BS\’.OS" sistemas son el sistema conectante, formado
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por los tdbulos mesondfricos en el caso del ratdn, y el

sistema extragonadal, dintegrado por el conducto de WOlff en
el caso del macho y el conducto de MUller en la hembra.

ii) Origen. mesotelial del primordio gonadal.

Merchant (1975a, 1979), Merchant et al,(1984) en sus

estudios realizados en rata y rTatdén principalmentg y sus

evidencias experimentales en pollo apoya fuertemente el

origen mesotelial del primordioc gonadal.

En un estudio ‘autorradiogrdfico  con timidina tritiada

realizado en 1979 por Merchant, encontrd que cuando 1la

Enyeccibn_de timidina tritiada se realizaba 24 horas antes de

la observacidn, las células del epitelio interno de gdnadas

de embricnes de rata de 12 dlas de pgestscidn presentaban la

marca de timidina tritiada en un 35%, mientras que solamente

se marcaban el 15% de las cdlulas del epitelio celdmico y el
202 de las células del mesdnquinma.

Cuando 1la inyeccidn se realizd a los 12 dias de

gestacidn, se encontrd que el marcaje variaba en el tiempo

tanto en el epitelio celémico; como en el epitelio interno, ¥y

el mesénquima desde los 30 minutos hasta las 48 horas

postinyeccidn, mieritras que el mesconefros se encuentra en

proceso de degeneracidn celular,

A los 30 minutos se puede observar que el primordio

gonadal ge encuentra pobremente wmarcado estando en menor

proporcidn el epitelio interno que el epitelio celdmico y el

mesénquima, que se encuentran en mayor proporcidém. A las 3

horas postinyeccidn se observa que tanto el epitelio celdmico
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vez que éste_ se ha formado se encuentra directamente

relacionadea con la diferenciacidn temprana de la 36nada. aesg

decir, el epitelio interno en el testiculo se separa del

epitelio celédmico, por 1o que en vez de proliferar se
diferencia en cé4lulas de preSertoli que rodean a las CGP en
los cordones seminiferos o testiculares.

Por el contrario, en el ovarioc 1la incorporacién de

cédlulas del epitelioc celdmico hacia €1 epitelio internc es
—

continua, ya que, el ovario lleva a cabo una diferenciacidn
mds tardia, hasta que se forman los foliculos primarios.

Estos resultados a primera vista parecen apoyar el
mnodelo de diferenciacidn gonadal propﬁesto

por Gruenwald
(1942), Fordes (1942), Torrey,

(1845), ya que, en el ovario

parece presumible que existe una segunda proliferacidn del
epitelio celdmico,

Pero en realidad lo que. sucede es que el
epitelio interno sigue en proliferacién.fy el epitelio

celdémico sigue con la contribucidpn de células al primero. En

el ovario no existe una segunda proliferacidn sino que ‘&sta
ea continua, A

En el caso del testiculo. 1la

diferenciacidn temprana

_11éva consigo que la proliferacidn mesotelial termine pronto.
En lo que se refiare al inticio del primordio gonadal con

la contribucién de cdlulas de origen mesondfrico, no es muy

¢lara. ya que mientras la génada se desarrolla, el mesonefros
lleva a cabo procesos de degeneracidn masivs en las células.

que cohponén_' loa. tdbulas mesondfricos. Evidencias

experimgncaigs por parte de Merchant et al (1984) ep pollo
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como el mesédnquime se encuentran mucho mds marcados, mientras
que el epitelio interno se encuentra con una marca muy pobre.

A las 6 horas del marcaje se observa que tanto el epitelio

celdmico como el mesdnquima siguen siendo evidentesgs en su

marca. Mientras que en el epitelio interno aumenta

ligeramente 1la marca de timidina tritiada. Al observar la

gdnada a las 24 horas, ésta ya se ha diferenciade emn el

testiculo, las células del epitelio interno estan

dispersamente marcadas, mientras que en el epitelio celdnico

¥y en el mesédnquima la marca es muy clara. En el ovario, a las

30 horas postinyeccidn se encuentra gran incorﬁoracibn de

timidina tritiada en  células del epitelio interno,

principalmente cerca del epitelio celdmico, aunque en las

ctélulas mds profundas el marcaje es pobre.

La primera evidencia que resalta de estos resultados es

que los distintos tipos celulares presentan uyn ciclo celular

diferente. Asl tenemos, que en el epitelio celdmico y el

mesénqgima el ¢iclo celular es <corto; mientras que el

epitelic in:érno tiene un ciclo celular mds largo.

Otras conclusionesg que se pueden sacar de estos.

resultados son que tanto el epitelio celdémico y el

mesénquima, contribuyen a la formacidn del bhlastema gonadal,
éste lleva a cabo una diferenciacidn temprana, formando
despuds el epitelio interno, gque dard origen a los cordones

sexyales presentes en la gonada indiferenciada.

El hecho de que el testiculo presence‘ menor

incorporacidn de timidina tritiada en el epitelio interno una
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contradicen el origen mesconéfrico del primordio gonadal.

Estos autores inhibierdn el desarrollo del mesonefros, para

determinar el efecto que tiene é&ste en la formacién del

primordioc gonadal., El estudio indica que 1la gdnada se

establece en ausencia del mesonefros. Por lo tanto, al menos

en aves es muy claro que el blastema gonadal se origina de la
proliferacidn y condensacidén de las células mesoteliales ¥
mesenquimdticas, sin ninguna contribucidn celular por parte

del mesonefros.

4, Diferenciancidn sexual de la gdnada.

La diferenciacidn sexual de la - gdnada se expresa de

acuerdo al sexo genédtico del individuo, que en el caso de los

mamiferos corresponde ‘a un sexo cromosdmico. Asi tenemos,

que sl el individuo es XY, 1la gdnada se diferxencia hacia un

testlculo. Mientras 'qpe sl el individuc es XX, entonces la

gbnada se diferencia hacia un ovario (Kofman, et al., 1984).
4.1. Diferenciacidn decl testiculo, -

La diferenciacidn del testiculo se inicia cuando los

cordones seminiferos se separan del epitelio celdmico por

accidén del mesdnquima, dando como resultado la formacidn de

la tdnica albuginea. Por lo tanto, los cordones seminlferos,

se dice, que se ubican en la médula de 1la gdénada. Los

cordones estdn formados por dos tipos celulares; las células

de Sertoli y 1las CGP, &stas dltimas se diferenciardn a

espermatozooides en la génada adulta. Las células de Sertoli

se diferenclan estructuralmente en el testiculo fetal, esta
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diferenciacidn se  inicia cuando 1las c¢élulas de Sertoli

presentén una gran adhesidn entre ellas con 1la subsecuente
formaciédn de zonas adherentes, caracteristica de los cordones
seminlferos bien formados, con una membrana basal rodedndolos
(Magre y Jost, 1980). Las células de Sertoli presentan otro
tipo de diferenciacidn, . ademds dé 1sa estrugtural;
diferenciacidn fisioldgica, ésta a ;ivel ultraestructural se

determina por la presencia de un retlicnlo endoplasmitico

rugoso caracteristico de las cédlulas secretoras de

polipéptidos. En este caso elr polipéptido que secreta 1la
célula de Sertoli es la hormona inhibidora del conducto de

Miller (HIM) (Merchant, 1975b,, Magre y Jost, 1980). Algunos
traba jos realizados coﬁ gdnadas de éata cultivadas din__vitro
con ‘suero de bovino fetal (SBF) sugieren que la
ﬁiferenciaci&n estructural y £isioldgica de las <células de
Sertoli son»proce#és independientes. ©Estos éesqitados estdn
basados en el hecho de que los testlculos cultivados con §SBF
no presentan cordones seminiferos bien forﬁa@os. por 1av

ausencia de una membrana basal que 1los rddee. Las gbnadas

que presentan este tipo de desarrollo in vitro, tienen la
capacidad de secretar la HIM (Magre, et al., 1980, 1981,

1984 ., Magre y uost, 1984).

Un tercer ti§6 celular presente en el testliculo fetal es
la célulq secretora de esteroides; célula de Leydig. Este
tipo celular se puede distinguir ultraestructuralmente por la
presencia de mitocondrias tubulares ¥y un reticulo

endoplasmdtico 1liso, caracterlsticas de las . células



17

segret}ras de esteroides. El esteroide caracteristico de esta
célula es la testosterona {lagre y Jost. 1980. George y
Wilson. 1979). Al digual que 1las células de Sertoii la
diferenciacidn fisioldgica de 1las células de Leydig es
independiente de la diferenciacidn estructural (Patsuadi. et
al. 1984).

La diferenciacidn fisiolégica del ﬁesticqlo ‘estd
fuertemente relacionado con la diferenciacidn fenotipica del
macho. As]l tenemos, que las cdlulas de Sertoli secretan la.
HIM que tiene como furcidn el inhibir el desarrollo del
conducto de MUller caracteristico de 1la heabra, Este
fendmeno estd relacionado <con 1la desintegracidn de 1la
membransa hasal que separa al epitelio del conducto del
,mesénqnima que lo rodea. El conducto se desorganiza y las
cé¢lulas empiezan a autofagocita:;e hasta que se desaparecen
por cempieto (Josso y Picard. 1986).

Las cdlulas de Leydig secretan testosteroma que tiene
como é&rganos blanco al conducto de Wolgf y a los genitales
externos indifereqciados. En el caso del conducto de Wolff,
la testosterona ;igne como éiécto que se diferencie hacia el
epidldimo, vaso deferente, veslcula seminai ¥ conducte
eyaculador. En 1los genitales externos indiferenciados es
necesario que el mesdnquina que vlos conforma, . preaénte la
enzima 5clreductasa que es capaz de transformar lav
testosterond en dihidrotestosterona. Este es:etoidg tiene su
mecanismo de accidn en el épinelio dei‘los_genitales externos

trayendo consigo la virilizacidn de éstos. Asl tenemos, que
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el tubérculo genital d& origen al glande, el pliege genital
al rafe, ¥y la prominencia genital al escroto. En ausencia de
las tres hormonas anteriores el tracgg' genital ¥ los
genitales externos se diferencian en direccién femenina
(Wilson et al. 1981).

4.2. Diferenciacidn del Ovario.

La diferenciacidn y morfogénesis del ovario se 1inicie
mas tardlamente con respecto a 1la diferenciacidn y-
morfogéﬁesis del. testiculo. Asi tenemos, que las CGP llevan
a cabo una diferenciacidn fisioldgica al iniciar la meiosis
(McLaren,1985). En este estado se ha determinado la sintesis
de glicoconjugados.en CGP de hembra en 1la wvida fetal que
estdn ausentes en las CGP de macho a la misma edad, ¥y que
sdlo se presentan en ellas hasta el dnicio - de la
espermatogénesis en la pubertad (de Fellici et al. 1985).

Por otro lado, los ovocitos ahora formados imnician el
proceso de formacidn de follculos. Se propone que d&stos
sintetizan una m@molécula que se une a la pembranﬁ glasmética
qué es éapaz de inducir la formacidn de folilculos (ililler ¥
Urban. 1981), es decir, inducen la morfogésesis del ovario.

Merchant (1975a) HMerchant y Centeno.(1981) al estudiar
la morfogénesis del ovario en ausencia de CGP, encuentran que
en estas condiciones la fragmentacidn de 1los ’cofdones
ovigeros no se lleva a cabo, es decir, no hay formacidn de
follculos en ausencia de CGP. Estas células ademds de inducir
la formacidén de foldculos en el ovario, permite tambiéan la

citodiferenctacidn de las células secretoras de esteroigdes,
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ya que, tambid&n en ovarios estériles lﬂo.hay indicios dg
actividad endocrina en ausencia de CGP (Mer;haﬁ;; 1876).

4.2.1. Induccidn de la Meiosis. g E

Segln Wilkins (1986),"la meiosis son ﬁos divisiones
rnucleares sucesivas que aconpahan la.formacién de gametos an
'organismos diploides y que reducen el estado diploide en 1las
cédlulas precursoras de los gametos al estado haploide en los
gametos™

En el ovario las CGP entran en meiosis durante 1la vida
fetal y permanenecen en diploteno de 1la profase de la primera
divisidn meidtica hasta 1la pubertad en que los ovocitos
maduran completando la meiosis,

Byskov (1978b, 1979) propone que en las génadas ée ambos
sexos sé liberan dos sustancias; una sustancia que induce la
meiosis (SIM) y otra sustancia gque evita la meiosis (SEM). El
autor {op cit.) propone que tanto en el testiculo como en el
ovario el inicio de la meiosis es por la accidén de  una
sustancia- liberada por el mesonefros que induce a las CGP a
entrar a la profase de.la primera divisidn meidtica.

En el caso del testlculo fetal donde las CGP no entran
en meiosis, se supone que los cordones éeminiferos liberan la
SEM y en el casa de que algunas CGP queden fuera de los
‘cordones seminiferos la SIM originaria del mesonefros actda.
Algunos experimentos recientes de disgregacidn reagregacién
de gdénadas fetales han demostrado que las CGP que guedan
fuera de los cordones seminiferos entran en  neiosis en

ausencia del mesonefros, y por lo tanto de la SI¥ (Escalsante,
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comunicacidn pérsonal)'

En el caso del'bvério; Byskov (1978b 1979) aropdné que

las CGP qué entran en meiosis por efecto dg iazSIm saxiquedan

bloqueadas =2n diplo:eno de 1a profaué de lf;prlmg;a'divisién
meidtica, por efecto de la . SEM ’1berada ’por las -células
prefoliculares, - que 'empiezan ”é; rodear ‘a los ovocitos para
formar los follculos. : o

Recientemente Upadhyay y Zamhoni (1982) al éstudiar. la
glAndula suprarrenal en ratdn fetal encuentran en ella le
presencia de 6GP ectédpicas que iniciaron la meiosis en ambos
sexos. La meigsis 1la detectaron como tal por la presencia
4de1 complejo sinaptonémico. En ratones postnatales el ndmero
de CGP ectépicas disminuyeron con respecteo a las encontradas
en aninales de vida intrauterina. Las CGP después de entrar
en meiosis tuvieron la capacidad de formar folicules
‘unilaminares en ambos sexos donde 1las’ présuntas células
foliculares son células de la corteza o cdlulas de la médula
segln la posicidn de las CGP en la gléndula suprarrenal,

4,.2.2, Foliculogédnesis,

Durante la’ diferenciacidn del ovario, un evento
directamente relacionadolcon la meiosis, es la formacidn de
los follculos. Los cuales los podemos definir como ovocitos
independientes rodeados por un epitelio folicular_ y una
1dmina basal. La foliculogénesis la podemos definir como el
mecanismo por el cual 1los évocitos gque se encuentran ea
contacto muy intimo terminam por separarse hasta formar

foldculos. Asl tenemos, que la interpretacidan de este
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mecanismo depende del aucér que 16 proponga y del origen que
se suponga de las células que forman el epiteliio felicular.

Gropp y Onho (1966) y Odor vy Blandau (196%a) suponén que
el bastema gonadel tiene su origean en células derivadas del
mesénquima. Este cipo celular <cuando el ovario ya sebha
‘establacido rodea a los ovocitos que se encuentran en la
profage de 1la primera divisidén meidtica, formando unas
estructuras en forma de corddn 1llamados cordones ovigeros.
Durante el desarrollo del ovario los cordones ovligeros se van
fragmentaﬁdo hasta que los ovocitos se van individualizando
formando los primeros follculos en 1la =zona mnmedular del
ovario, es decir, cercadga al vrete ovarii. Los dltimos
follculos se forman en la corteza ovdrica.

Peters y Pedersen (1967) tambidn proponen un origen
mesetquimdtico de las células foliculares., Estds autores
suponen que los ovocitos no estdn rodeados por cordones
ovligeros, sino que los ovocitos_se encuentran embebi&os en el
mesénquima siendo rodeados en forma individual, formando asi
165 follculos.

Byskov y Lintern-lioore (1973) y Byskov (1975) proponen
un origen mesonéfrico de las células foliculares, ﬁarten de
que los primeros follculos se empiezan a individualizar en la
médula, cerca del rete ovarii.

Segin sus observaciones el Tete ovarii es el
contribuyente de 1las c¢é&lulas que formardn el epitelio
folicular. El mecanismo que suponen es que estas células por

movimiento ameboideo empiezan a penetrar hacia el ovario
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(Byskav. 1981), y & rodear a los ovocitos en fotﬁé individual
hasta £ormar los folliculos; mientras que los ovocitos que se
localizan en 1la corteza del ovario se* inteéran a’ los
foliculos sblo cuando las cdlulas ameboideas provenientes dei
rete ovarii los rodgen.

Upadhyay etval. (1979) proponen un origen mesondfrico de
las cdlulas foliculares, pero el mecanismo de formacidn de
follculos es diferente al propuesto poer Byskov y Lintern-
Hoore (1973) y Byskov (1975).

Estos autores proponen que los ovocitos se encuentran
rodeados por cordones ovigeros que se fragmentan pof invasidn
de tejido es;gqmético y. de vasos sangulneos. Los ovocitos que
en un principio estaban intimamente unidos se individualizan
cuando que son integrados en foliculos, primero en la parte
.medular'y despuds en 1s corteza, .

Merchant v(1978, 1984) propone que ias células
foliculares se originan del blastema gonadal. Las células del
epitelio interno rodean en un principié a los ovocitos
formando los cordones ovigerass. Estos cordones son
fragmentados por invasidn del tejido estromdtico y de 1los
vasos sangulneos. Los ovocitos son individualizados
primeramente en la regidédn medular siendo &stos los primeros
follculos formados. La fragmentacidn rotal de los cordones
en la regidn cortical se inicia mds tardiamente, siguiendo el
mismo mecanisme que en la médula,

Peters (1978) propone un origen dual de 1las células

foliculares, es decir, de origen mesondfrico y de origen
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'mesoteiiail
"Las células del rete que atraviesan por mnovimientos
ameboideocs 1la gdnada se adﬁieren a la 'superficie de los
ovocitos e inician la formacidn de follculos. Este proceso
se inicia en la médulsa involucréndo cada vez mdAs ovocitos.
‘'Los ovocitos que se encuentran localizados junto al epitelio

celdmico, inducen a é&ste a proliferar. y diferenciarse en

célulaé foliculares"

S. Foliculogénesis in vitro

A continuacidn se presentan algunos antecedentes sobre
“los trabajos realizados en diferenciacidn del ovario im vitro
principaimente en rata y ratén.

Odor y Blandau (1971). al trabajar con ovarios de ratdn’
de 16 dias de gestacibn cultivados durarte 45 dlas encuentran
que la histogénesis y la citodifereqciacibn del ovario . se
lléve- a caso normalmente a pesar del prolongado tienpo dé
cultive. .Esto es, hay formacibn de follculos unilaminares y
en algunos caéos m&l:ilgminares. Los ‘ovocitos aumentaron de
tamafio .desde el inicio de cultivo hast; éu términé. io qué
corresponde al mecanismo que sucede in vivo. La formacidn de
la zona peldcida EFuéd determinada despuéé de 3 dilas de
cultivo. )

»Nikitin y Byskov (1981) al trabajar con complejos
urogenitales de ratdn de 13, 15 y 18 de dlas de gestacdidn,
encontraron que el tejido mesonéfrico presenta una influencia

relacionada con la edad sobre la diferenciacidn y crecimiento
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de las gdénadas y lés CGP en ambos sexos in vitro,. Eﬂ gbdnadas
de ratdn de 13 dias de gestacidn el mesonefros éstimula el
inicio de la meiosis en las CGP del testiculo, Nientras gque
en el ovario permite la sobrevivencia de.las GGP, A los 18
dlas de gestacidén el mesonefros inhibe el inicie- de 1la
‘meiosis de las CGP en el testiculo. Mientres que emn el
ovario no permite la proliferacidn de las CGP.

Por lo que respecta a la formacidn de foldiculos, 1los
autoreés (op cit.) encuentran que en los ovarios cultivados
sin megpnéfros no presentan muchos follculos, segdn ellos, lo
consideran debido a la insuficiencia de <cé&lulas foliculares
procedentes‘ del mesonefros que permitan la sobrevivencia de
las CGP y despuds encerrarlas en follculos.

Stein y Anderson (1981) al'trabqjar con ovarios de rata.

de 13 a 17 dlas de gestacidn cultivados in_vitre, encuentran

que el inicio de la diferenciacidn morfolbdgica y la actividad
meidtica son independientes del mesonefros. Ellos proponen
que la interaccidn 1local entre las célu;as somAticas y las
CGP lleva al establecimiento de un ambiente critico para 1la
regulacidn de la meiosis en el ovario de rata fctal;

Taketo y Koide (1581) a8l trabajar con gdnadas
indiferenciadas de ratdn fetal cultivadas in vitro,
encuentran que las gdnadas de ratdn de 10 dias de ggstacién
cultivadas durante 10 dias, no llevan a cabo la
diferenciacidn en testiculo o© en ovario; mientras que al
cultivar gdénadas de ratdn de 11 dlas de gestacidn, .&stas si

se diferencian en un ovario o testlculo de acuerdo a su sexo
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gendtico. Por lo‘ténco, los autores (op cit.).pfb§6neni:qué
los 10 dias de gestacidn en el ratdn es el periodq.cfi;itq
para la diferenciacidn de la gdnada. . a
MacKay 'y Smith (1986) al trabajar ;on sistemaé-
urogenitales de rgtbn indifer;nciédo cultivados ‘in vitro
durante 6 & 7 dias, encuentran que en el ovario 1la
diferenciacidn morfoldgica no se completa, ya que, sé detiene
en la fase de .fragmentacién de cordones ovligeros. Estos
investigadores realizaron la correlacion entre el desarrollo‘
de 1las gbnadas cultivadas con suero de ternera fetal (STF) y
sin este suero. En el ovario no hubd npinguna diferencia
aparente. Ea el testlculo cultivado con STF le formacidn de
los cordones seminiferos se vid interrumpida, cosa que né

sucedid en los cultivos de testlculos sin este suero.

6. Objetivos.

Con base en los antecedentes arriba mencionados, 1los:

objetivos propuestos para la realizacidn . del preéenta trabajo
fueron los siguientes:

1) Describir los eventos celul{res y wmorfogendticos que
llevan a laiformacibn de los folié&ios primordiales.

2) Determinar sl el mesonefros tiene aigﬁn efecto sobre 1la
foliculogénesis en el ovario.

3) Determinar el efecto del suero sobre 12 foliculogénesis in

vitro.
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I1. MATERIALES Y METODOS.

1. Obtencidn del Material.

ElL estudio se realizd con hembras preadas de ratdn de

la cepa CD-1 com 15 y 17 dlas de gestacidn y con 1, 3 5 5

dias postparto. La presencia del tapdn vaginal fuéd
considerado como dila cero de gestacidén. El nacimiento de los
ratones en nuestra colonia es a los 18 dlas de gestacidn, el

dla del nacimiento fud considerado como dia cero postpartao.

Se colocaron. 3 & 4 hembras com un macho en una jaula
durante toda la noche, - en la mafiana siguiente se revisd 1la
presencia del tapén vaginal, separdndo en una jaula aparte
las hembras que lo presentardn.

Las hembras prefiadas de 15 y 17 dlaes de gestacidn fueron
sacrificadas por dislocacidn cervical. Todos los
procedimientos’ realizados después de la muerte de la madre
" fueron hechos en éondiciones estériles, para esto el abddmen
de la madre fud esterilizado con benzal. Los productos
fueron aislados con el d&tero, cerea de la llama de un mechero
y colocados en una caja de Petri.. Los fetos se aislaron del
dtero en una campana de flujo laminar de la siguiente manera;
con unas tijeras finas se cortd el dtero a todo lo largoe para
exponer el conjunto placenta-feto. Cada feto fud separado de
la placenta con unas tijeras finas y unas pinzas Yy
transferidos a una caja de Petri con medio.Leivobintz-15 (L~

15) de Gibco. Cada feto fuéd colocado en una base de hule
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para realizafle un cbrte,,diagonal .desde 1és"yértgbras

dorsales hasta la baée 'de,~la‘fcoia,A déj§ﬁdd] ékpuestc, el

sistema urogenifal, paigv sérrvdbs;tyéddétél}m;q}aédopio de
digeccidn (MD). . . B : »

Se utilizaron dos criteries para‘distiﬂgﬁif~up'oyario de
un tgsciculo: 1) En el testdculo 1a presencia de bcordones
seminiferos 1le dA la apariencia de tener estrlas, .presenta
abundantes vasos sangulneos y es de forma redondeada. Al
ovario, ©por el contrario, . penetran pocos vasos sangulneos y
no presenta estrias, su forma es parecida a la de un frijol.
A los 15 dilas de gestacidn el nesconefros empieza a envolver
al ovario, de 1los 17 dias de gestacién en adelnnte el
mesonefros envuelve conpletamente al ovario. 2) otro
criterio, es 1la posicidn anatdmica de las gdénadas. Los
testiculos han descendido a 1la posicidn inguinal a los lados
de 1la vejiga urinaria. Los ovarios se encuentran dorsales a
los rifiones.

2. Cultivo de Orsanos.

Ya identificado el sistepa urogenital de la hembra, se
procedid a su éislamien:o, (lerndndez, 1985, Byskov, 1978 a,
b) realizdndose este con unas microtijeras. De inmediato se
coloed en L-15 para su lavado. E1 cultivo de los drganos se
realizd sobre un filtro millipore de 1 4dn de abertura de
poro, flotande sobre medios de cultivo con los siguientes
conponentes; a) Medio McCoy 5a modificacidn (Microlab); 107
de suero de corddn umbilical thumano (SCUR); 200u/ml de

penicilina; y 200 ug/ml de estreptomicina (Microlab). Este



.. 28

medio de cultivo fue cédifiéa&o pafa eiiffgbajo"cdmo ﬁSk.‘;b).
Medio leCoy; f'zoryou'/ﬁ{il 'd‘elk',‘. penicilina; ' 'y iopuék;nl e
estreptomicina ;;infladici&ﬂ‘r&e,sﬁerdk(séﬁﬁfl4:ﬁ§t£'médi§‘s;
codificd como MA. ‘ o

Para realizar ios‘cultivos se llevo a cabo la siguiente
‘estrategia; se cultivaron ovarios con mesonefros y ovarios
sin mesonefros en cajas de Perri de 35 mm con los mFdio de
cultivo MSA yr MA en una estufa adicionada con himedad a
saturacidn (100%) y 5% de didxido de carbono en la atmbsféra
de 1la estufa, durante & dlas a 37xC. -

Ovarios de 15 y 17 dias de gestacidn y 1, 3 y 5 dias

postparto sirvieron como grupos controles,

3. Procesamiento del Material PBioldgico.

Después del tiempo de cultive, 3los drganos fueron.

procesados para su estudic histolbgico ‘¥ ultraestructural de

la siguiente manera:
a) Fijacidn.

Los érganos fueron fijados en solucidn de Karnowsy (Karnowsy,

1965) a 4°C durante 1 hora, 1lavados en amortiguador de--..

cacodilato de sodio a 4¢9C durante 1 hora, y postfijados en

tetradxido de osmio, (Zeterquist 1956) a &4°C durante ) hora,
b) Deshidratacidn.

Los &rganos postfijados en tetradxido ‘de oswmio se lavan

varias veces con agua destilada y se inicis 1la

deshidratacidng

etanol al 70% 10 minutos
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etanol al 80% .10 minutos.
" " goz 1 0 1"
" " 10073 10 v (2 veces).

Después de deshidraﬁar en etanol absoluto los drganos se
pasaron por dxido de propileno 2 veces durante 20 ' minutos
'cada.uno.

c¢) Preinclusidn e Inclusidn. ,

El material fud preincluido en &8xido de propileno~Epdn 812
1:1 dufante 2 horas, en é&xido de propileno-Epbn B12 1:2.
duyrante 2 horas y en Epdn 812 puro durante 24 haras a
temperatura ambiente, Finalmente fué incluido en Epédn 812
puro durante 24 horas a 6C*®C.

- Cortes Para Estudio Histoldgico.

a) Tincidn en azul de toluidina.

Se obtuvieron cortes semifinos de 150 a 240 um de grosor con
cuchillas de vidrio en un ultramicrotomo MT-I de Sorvall.,

Los cortes fueran tefiidos por flotacidn con azul de
toluidina-céliente. Se laQafon en agua destilada. Se vird el
color en alcohol del 96® y rdpidamente se pasaron por agua
destilada. Por fdltimo se montaron en un portaobjetos
para su observaéibn al microscopio de luz (ML).

b) Impregnacidn argentédfila (Merchant, 1975a, modificado

de Deliartino y Zamboni 1967).

Se obtuvieron cortes seriados de aproximadamente 150 a
190 um de grosor con cuchillas de vidrio en un ultramicrotomo
MT-I de Sorvall.

Los cartes fueron tomados con un anillo de }Marinozzi por
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tensién superficial, j co1ocados en una cajg de kPetri, éqn
agua desciiada.! e | ‘ - :

Para 1a tihéién; los ‘ééfﬁes 'fueron gfééééadésté‘ia
siguiente manera: ) .
1) 4dcido peryédiéo .al 12 durante 30 minutos.

"2) lavar en agua ~destilada unos minutoé.

3) solucidn preparada y filtrada de las soluciones madre de:

Borato de sodio al 2% 1:25 ml
Hitrato de plata al 10% 1,25 ml
Metenamina al 33 10.00 ml

a 60¢°C hasta que los cortes adquieran un color pardo
tdbaco.
4) lavar en agua destilada unos minutos.
5) pasar rdpidamente a tlosulfato de sodio al 3%.
6) lavar en agua destilada unos segundos.
7) montar en un portaobjetos colocando éste en una plancha
caliente, para suvobservacibn al ML.
- Cortes Para Estudio Ultraestructural.
Se obtuvieron cortes finos de 90 a 150 um con cuchillas
de vidrio en un microtomo LKB III.
Los «cortes obtenidos fuerom colocados en una rejilla de
500 mallas‘para su procesamiento, siendo de la siguiente
manera:
1) se colocaron en una gota de acetato de uranilo de 10 a
15 minutos.
2) se lavaron las rejillas con agua destilada unos minutos.

3) se elimind el exceso de agua con un papel filtro,



durante 1 minuto: "

4) se lavaron ‘laé

minutos. Despuds’se

guardarse en una‘caje %" La observacidn se‘realizd -

con la ayuda de ur miétqsqbﬁié:ﬂ;lécfééﬁiéo%'ﬁf;i"Cé;i
Zeisz. - o . k

5, Cbnteofdé Ovocitos.

Se realizd ' un ‘conteo der ovecitos en tres etapas
diferentes de . la morfogénesis del ovario: A) Ovocitos
agrupades intimemente en colonias rodeadas por ;ordones
ovigeros. B) Colonias de ovocitos que - se 'encuentran
separados por 1la invasidn de c¢d&lulas de lés cordones
ovigeros. y C) Ovocitos asociados en follculos. E1 conteo
de células se realizé con la ayuda de un microscppio

Ultraphot Carl Zeisz a un aumento de 10 V'por 25 X con una

lente intermedia de 1.25 X,
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III. RESULTADOS.

1. Foliculogénesis in vivo.

~-Embriones de 15 dias,

Eh esta fase de desarrollo del ovario podemos observar
que las CGP estdn entrando al procesec de ovogénesis, ya que
la mayoria de ellas estdn en leptoteno de la profasé de 1la
" primera divisidén meidtica. En las CGP gque no han llevado a
cabo 1la lmeiosis se pueden distinguir claramente sﬁs
caracterlsticas tales como: células de gran tamafio, tienen un
citoplasma muy clare rico en mitocondriasv y un ndcleoc
vesicular muy grande con uno o dos nﬁcleélos generalmente.

Otro tipo celular del ovario es‘el epitelio externo que
lo recubre; eg de tipo moncestratificado, sus células
presentan un niicleo que ocupa la mayor parte del citoplasma,
con uno ¢ mas ﬁucléol&s.

Un tercer tipo  celular es el epitelioﬂinterno, sus
células presentan un ndcleo grande basdéfilo generalmente con
un nucledlo, 1la proporecidn entre ndcleo y citoplasma es muy
pequena.

Durante esta fase, 1a organizacidn que presenta el ovario
se caracteriza por la presencia de CGP gque en su mEyoria se
encuentran agrupadas intimamente en colonias. Rodeando a
estas cologias se encuentra el epitelio interno formando
cor&ones ovigeros (fig 1). Los cordones son fragmentados por

invasidén de mesénquima y de vasos sanguinees de 1la regién
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oesonéfrice, junto 2 la médula de ila gbnada. En esta regidn

podemos observar claramente la'

nesonefros

‘el epitelio ‘is
Y6
-Lmbriones de 17 dias.

En esta .fase de desarrbllo .éi.u;QA;io ‘émpigzgiaféér
envuelto por el mesonefros formando la cépsula ovériﬁa;“Los
ovocitos han completado 1la profase de 1la ptimera divisidn
neidtica, queddndose en el estado dictiado, el cual se
caracteriza por la descondensacién de los cromosomas y la
presencia del nucléolo dande 1la apariencia de que los
ovocites no estdn en meiosis. Por lo tanto, los podemos
distinguir por su citoplasma claro rico en Rmitocondrias,
ndcleo grande y redondo, generalmente con uno. o dos
nucléoios. EL epitelio externoc es moncestratificado chbico,
las células con un nicleo muy grandb.que'ocupa la mayor parte
del ' citoplasma _céﬁ’ uno o dos nucléoios. Las células del
epitelio 1nterno sonr.de 'tipo esca;oso con ndcleo vgrande

basbfilo,'cnﬁ' un nucléolo nuy evidente, el citoplasma mno se

distingue:élgramgnte por eltgran tanafio del nﬁcleo; En - 1la

parte superior da ‘1 gbnada por abajo del epltelio externo se

observa.

ﬁesénquimu prqvaniencg del rete ovarli,

la qh&

organizacidén-- .fprgseﬁcaielf'

ademés del
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El mesénquima ‘qué: separara a 1los folicuios es - de tipo
compacto. . . ‘
Durante esta fase_ la orgahizacibn del ovario se
caracﬁeriza por 'la existencia de wunra gran cantidad de
foliculos primordialés tanto en la regidn cortical como en la
regién medular, siendo los de la regidn medular
" considerablemente mayores. Se observe claramente 1a
separacidn de los foldculos por efecto del mesénquima (fig
6).
Cuantitativamente hay un 22% de ovocitos unidos
intimamente, un 26X de ovocitos separados por el epitelio

interno y un 523 de follculos formados (grdficas 5 y 6).

2. Foliculoglnesis in_vitro.

~Ovarios de embridn de 15 dias cultivados durante 6 dias.

Los ovocitos han aumentado ligeramente de tamafio con
respecto al inicio del cultivo. Las caraéteristicas
‘citolbgicés son las mismas que las que se ‘observan ~ in vivo.
El epitelio foelicular que rodea:a los ovocit;s es de tipo
escameso Yy en algunos de tipo cdbico. E1 tejido
mesenquimdtico es el que fragmenta los cordones ovigeros y
separa los follculos primordiales.

1) con suero (SCUH).

Después de 6 dles de cultivo el ovarioc esta organizado de
la siguiente wmanera: la fragmentacidn de 1los <cordones
ovigeros es mas evidente por la invasidn de) mesénquima.

Dentro de los cordones observamos ovocitos en estrecho
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contacto celular, wmientras que la mayoris sé edcuentran Gomo -

ovocitos séparados y muy pocos follcuios Ebrmaids
Cuantitativamente se observa que hay un 343" 'bfpciéés i

por el

uriidos intimamente, un 507 de ovocités iséﬁﬁg 46
.epitelio interno y un 18% de foldculos fﬁrﬁadﬁébfgflfic;s Ty
8).

ii) sin suero (SCUH).

Los . ovarios cultivados sin suéro presentan una gran
. mayoria de ovocitos innegradés en follculos, .cuyas cé&lulas
son derivadas del epitelio dinterno. Cada foliculo estd
individualizado por la invasidn del mesénquima. {luy pocos
.ovocitos se encuentran sin formar follculoes (fig 8).

Cuantitativamente existe un 143 de ovocitos unidos
intimamente y un 16% de ovocitos separados por el epitelio
interno y un 70% de follculos formados (graficas 9 y 10).

iii) con mesonefros.

Las caracteristicas ciﬁolbgicas de - los combonentes
tisularés’de la gbnada son las mismas que las encontradas in
vivo. Por lo que respecta al condutto de Mliller, se observa

que algunas c¢élulas epiteliasles se hapl diferenciado hacia
céluias ci}iadas y secretoras, caracterlsticas del oviducto.

iv) sin mesconefros.

No existe diferencia alguna en la organizacidn del ovario
y en .las .caracterlscicas citoldgicas de los componentes
celulares de la gdnada com 1los ovarios cultivaedos con

mesonefros,

~Qvarios de embridn de 17 dias cultivados durante 6 dlas.
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Al final del cultivo se obseiva que -los ovotifos han
aumentado ligeramente de tamafio, con respecto a la talla
observada durante el inicio del cultiv;. »

Las caracteristicas citolégicaé,de los ovocitos son las
mismas que las de ovarios cultivados a los 15 dilas de
gestacidén. E1 epitélio folicular es de " tipo clbico’'y en
algunos de tipo escamoso. EI mesénquima separa los follculos
primordiales

i) con suéro (SCUH).

Se observé que el epitelio interno rodéa a los ovbcitos
formando follculos bien definidos, éstos son individualizados
pér accidén del mesénquima. Algunos ovocitos no se han
individualizado completamente (fig 9).

Cuan:i:a:ivamente existe un. 117 de ovocites unidos .
intimamente, un 38%. de ovocites separﬁdos'pop el epitelio
interno y un 517 de follculos formados (gr;fica}ll).

ii) sin suero. '

Se obsefva que existen foliculos formades bien definidos,
rbdeados por el depdsito de una membrana basal. En algunas
zonas se observa que los ovocitos no se han individualizado
todavla; estdn en estrecho contacto celular, y otras zqnas
los ovocitos estdn separados (fig 10).

Cuantitativamenté hay un 16% de ovocitos unidos
intimamente y un 32% de ovocitos separados por el epitelio

interno y un 52% de foliculos formados (grdfica 13).
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iii)‘boh‘mésonefros.

Se observa que en estas condiciones existe neérosis. En
las regiones en las que no existe necrosis, se observa que
las cgracteris;icas citoldgicas de las células de la gbnada y
. del conducto de MUller son las mismas que las encontradas in
¥ive y en ovarios de 15 dias de gestacidn cultivados con
- mesonefros, respectivamente.

iv) sin mesonefros.

Al comparat‘ las regiones - no necrosadas del ovario
cultivado con mesonefros con los ovarios sin mesonefros no se
encuéntra diferencia alguna.

3., Estudio Ultraestructural.

Se realizaron estudios ultrestructuralés en las distintas
etapas del proceso de la folicuiogénesis estudiado in vitro.

A nivel ultrestructural se observa que el ;itoplasma de
los ovocitos es rico en ribosomas librés; en algunos caseos
upidos entre sl formando polirribosomas y en otros unidos a

"‘el reticulo endoplasmdtico ddndole el aspecto de rugoso, éi
cual se encuentra muy desarrollado al igual que el complejo
de Golgi. También en el citoplasua se llegan a osgervar
algunas vésiculas de ptcleo dengso caracteristicas de las CGP.
Las mitocondrias presentan cresta; "de tipo vesicular. E1
ndcleo presenta' un nucldole de tipo esponjoso. En 1la
.menbrana plasmitica se obseryan algunas microvellesidades.

‘Las células del epitelio d4interno presentan en su

citoplasma gran cantidad de ribosomas wunidos entre si
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formando polirribosomas, dando al citoplasma wun. aspecto.
>6paco. También los ribosomas estdn unidos al re;iéﬁlq
endoplasmitico. Las mitocondrias son pequefias Yy breséht;n”
crestas laminares. Ademads en el citoplasma 8e ‘observan
veslculas ricas en lipidos que fueron extraldes “durante el
proceso de deshidratacidén. E1 ndcleo presenta cromatina
densa enmascardndose entre ésta el nucléolo. ‘

El citoplasma del mesénquima presenta ribosomas libres vy
muy . pocos polirribosomas. El reticulo endoplasmético'rugoso
se encuentra muy desarrollado al igual lque el complejo de
Golgi. Las mitocondrias presentan crestas de tipo laminar,
El ndcleo presenta uno ¢ varios nucléolos.

~Contacto celular intimo.

En esta fase se observa que los ovocitos se encuentran
fuertemente =asociados en un contacto celular muy intimo,
siendoc rodeados por cdlulas del epitelio interno (fig 11), el
cual se separa del mesénquima por una lamina basal. Este tipo
celular se encuentra separando a los cordones ovigeros.

-Separacidn de ovocitos.

La separacidn de los ovocitos gque se encuentran dentro de
los cordones es realizada por prolongaciones de células del
epitelio inte;no hasta que ios ovocitos son individualizados
(figs 11 ¥ 12). Por otro 1lado, los cordones se siguen
fragmentendo por novimiento del mesénquima. Este movimiento
es activo comno lo demuestra la presencia de microtdbules vy
microfilamentos en direccidn paralela (fig 13). La

fragmentacidn prosigue hasta que los cordones ovligeros son
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reducidos a dos ovocitos rodeados por células foliculares,

entre &stos y el mesdnquima se observa la presencia ~de una

ldmina basal (fig 14).
. I
-~Individualizacién de los folilculos.

La individualizacidn de los foliculos se lleva a cabo por

accidn del mesdénquima. Entre &ste y el follculo se .observa

el depdsito de una ldmina basal (fig 14 y 153).

Durante el proceso de la foliculogénesis se observa que

existe un estrecho .- contacto celular entre 1las células

‘"epiteliales y los ovocitos y entre 1las mismas células

foliculares, como lo demuestran la presencia de desmosomas y

uniones comunicantes (£ig 16).



FIGS. 1 y 2. Ovarios fetales de 15 dias.

La gran mayoria'de las CGP estidn en 1la profase de 1la
primera divisién meidtica. Se observa claramentg a los
ovécitos en dos éases de la foliculogénesisi. En A se observa
a los ovocitos unidos intimamente. En B se observa:a los
ovocitos sgparédos por las células del epitelio interno que
forman parte de 1los cordomnes ovigeros., En la figura 2 se
oBserva la conexidn del ovario con el rete ovarii (re), en
esa misma regidn se nota la invasidn del mesénquina (m) hacia

el ovario. El- % indica la presencia de vasos sangulneos. 312X

FIG. 3. Ovario fetal de 17 dias.

Se observa a la capsula ovdrica (co) cubriendo al ovario.
Las fases A y B de la foliculogénesis se notan claramente. La
conexidn del ovario con el rete ovarii (ro) asi como 1la
invasidn de vasos sanguineos (¥) y de mesdnguima (m) hacia el

ovario es muy evidente. 160X
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FIG. 4. Ovario de ratdn de 1 dla de nacido.

A esta edad se observa mids claramente 1a presencis de la
tercera étapa de la foliculﬁgéﬂesis (C). A y B tambiln  son
evidentes. se observa una parte-de la cdpsula ovadrica.(co).

312X

FIG. 5. Ovario de ratén ﬁe 3 dlas de nacido.

v En la ‘fase A de 1la folicﬁlogénesis se observa una
reduccidn .del ndmero de ovocitos integrados en cordones
ovigeros. Al igual que la segunda fase de la foliculogénesis
"{(B). “Por el centrario, el nimero de ov;cités 1ntegrad$s}en
foliculos ha aumentado (C). Nétese 1la gran cantidad de

mesénqqima que separa a los follculos. 312X

FIG. 6. Ovario de ratén de 5 dlas de nacido.

Las fases A y B se observan en menor proporcidn que 1la
fase C; Los follculos que se encuentran mas crecidos
corresponden a los de la zona medulaf‘ La cépsu;a qvérica‘

{co) es evidente. 312%









FIG. 7. Ovario fetal de 15 dfas, cultivado durante 6 dlas con

suero.

" La presencia de cordones ovigeros es muy evidente. Las fases
Ay B de 1a foliculogénesis predominan sobre la fase C. E1 %

indica 1a presehcia de vasos sanguineos. 312X

FIG. 8. Ovario fetal de 15 dlas, cultivado durante 6 dias sin

suero.

En este caso se observa que la fase C prevalece sobre las

fases A y B de la foliculogédneis. 312X

FIG. 9. Ovario fetal de‘17'diaé, cultivado durante 6 dlas con

suerao.

Las fases' B y C prevalecen sobre 1la fase A de la

foliculogénesis. Obsérvese 1la gran cantidad de mesénquima

comﬁacto que separa a los foliculos. 312X

FIG 10. Ovario fetal de 17 dias, cultivados durante 6 ‘dias

sin suerd.

En este caso se observa, ademds de las tres etapas de la

foliculogénesis, ' el depdsito de 1la membrana basal (lineas

negras rodeando a los follculos), 1la cual se hace evidente

con la impregnacidn en plata., 312X
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FIG. 1l. Ovocitos integrados en cordones ovlgeros,
Se observa claramente'que los qvoditos unidos intimamente
tfenen,sus membranas individualizadas., Por otro lado, también

. se observa ~la invasidn de las células del epitelio interno

’(cefi’entre los ovocitos. 1950%

FIG. 2. Se observa a dos -ovocitos separados por

prolongaciones (#*) de células del epitelio interno. La flecha
‘indica la presencia de un desmosoma entre una prolongacidn de
una célula del epitelio interno y un ovocito. Obsdrvese el

complejo de Golgi bien desarrollado en el ovocito de la
derecha. 7500X









FIG. 13. se observa a las células mesenquimAticas (cm) entre
los ‘cordoneé avigeros, formados por ovocitos (ov) y célulaq
dei.epi:élio interno (cei). Las flechas con astédrisco. nos
indica - una =zona rica en reticulo endoplasmidtice rugoso*y‘eh
complejo de Golgi en las cédlulas mesenquimdticas, Las puntas
de flecha indican la presencia de la-ladmina basal, que separa
a los -cordones ovlgeros del meséﬂquima. El circulo nuestra
.una zona rica en microtdbulos y en microfilamentos kindicados

en el recuadro). 1950X, el recuadro 2830QX

FIG. 14. Esta nicrografia nos nuestra la fragment§c16n de
dos prefollculos por efecto del mesénquima (cm). Las puntas
de flecha nos indican la presencia de la lAdmina basal, gque
separa a las células foliculares (c¢cf£) del mesénquima. Los %
‘nos muestran la presencia de la zona peldcida. La flecha nos
indica Ia presencia de un desmosoma entre una célula

folicular y un ovocito. 7500X









FIG. '15. Ests micrografia nos muestra la presencia de un

foliculo individualizadoe. EIX circulo nos indica la presencia

de la lidmina basal (flechaAteAuadro) que separa a las cédlulas

foliculares (cf) de las cdlulas mesenquimdticas (em). 1950X%,
el recuadroc 7500X

PIG. 16. Se observa la presencia de dos tipos de uniones

celulares, Las fleches nos indican la presencia de desmosopas

entre los ovocitos (ov) ¥y las‘células foliculares (cf). La

punta de flecha nos indica 1la presencia de una unidn ‘de’

comunicacidn entre dos células foliculares. 7500X%









Grdficas 1-6. Ovarios controles.

Craf. 1; ovarios de 15 dias de gestacidn. Graf. 2;

ovarios de 17 dlas de gestacidn. graf. 3: ovarios de 1 dia

postparto. Graf, 43 ovarios de 3 dlas postparto. .graf. 5;
ovarios de 5 dlas postparto. A= ovocitos unidos intimamente.

B= ovocitos separados por el epitelio interno. C=  foliculos
formados, En la ordenada se encuentra el porceﬁtaje de los
ovocitos. En el caso de la grifica 6, la absisa‘corresponde a
la edad de los ovarios. i= 15 dlas de gestacidn. ii= 17 diles
de gestacibﬁ. iii; 1 dia postparto. iv= 3 dias postparto. v=

5 dias postparto.
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Gtéficas,7-10. Ovarios de 15 dias de gestacidn cultivados
durante 6 dlas. . ‘

- Graf. 73 ovarios sin mesonefros cultivados con SCUH.
Graf.8; ovarios con mesonefros cultivados con SCUH. Graf. 9;
ovarios sin mesonefros cultivados sin SCUH. Graf. 10; ovarios
con mesonefros sin SCUH. A= ovocitos unidos intimamente. B=
ovocitos separados por el epitelio interno. C=a follculos
formados. En 1la ordenada se encuentra el porcentaje de los

ovocitos.
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Gradficas 11-14. Ovarios de 17 dias de gestacidn cultivados
durante 6 dlas. . A

Graf. 11;  ovarios--sin mesonefros cultivades con SCUH,
Graf. 12;ovarios con mesonefros cultivados con. SCUH. Graf.
13; ovarios sSin mesonefros cultivados sin SCUH. Graf. 14;
ovarios con mesonefros cultivados sin SCUH. A= avocitos
unidos intimamente. Bw ovocitos separados por el epitelio
interno. €= follculos formados., En la ordenada se encuentra
el porcentaje de ovocitos. El # indica que esos &rganos

presentan mucha necrosis celular.
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IV. DISCUSION.

1. Desarrolllo del overio in vivo.

Odor y Blandau (1969a) al trabajar ¢on rateones encuentran

que en ovarios fetales de 14 a 16 dlas de gestacida, las CGP
se ‘encuentran agrupadas

en colonias rodeadas por .cédlulas

foliculares, Estas al

dia 14 empiezan a formar
prolongaciones membranales separande a las CGP.

A los 15
dlas de gestacidn la mayoria de

las CGP han 1iniciado 1la
meiosis. Lea colonia de ovocitos rodeados por células

foliculares empieza 3 tomar un agpecto coma de

corddn, esto
debido a

ia invasidn de vasos sangulnecs de la regidn hilar
del ovario., A los 16 y 17 dlas de gestacidn 1la

invasidén de
vasos sangulneos se

hace mAs acentuada., - El ndnero de
ovocitos se reduce en las colonias de ovoclitos rodeadas por
células foliculares.

Los resultados obtcnidos

en &l presente trabajo se
correlacionan con los de QOdor

y Blandau (196%a). Pero,

de cllos que proponen que las células foliculares
se originan del

a
diferencia

mesdéaquims. Hlerchant (1975a y 1879),

{1975 y.1976),Pelliniemi y Lautesla (1981) y Dang
y Fouquet (1979) y el

Pellinieni

presente trabajo

proponen que 1las
cédlulas foliculares o del

epitelio interno son de origen

mesotelial,

Durante el desarrollo del ovario se observa que hay una

serie de eventos morfogenéticos que involucra a todos los
tipos celulares presentes en &1, Asl tenemos que a los 15
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dlas de. gestacidn los ovocitos se encuentran unidos

intimamente, todos ellos rodeados por células del epiteldo

interno., Con la invasidn del mesénquima y de los vasos

sangulneos los grupos de ovocitos rodeados por el epitelio

interno se fragmentan dando origen a los cordones ovigeros.

Mientras que 1las cdlulas epiteliales internas separan a los

ovocitos en .la médula del ovario. En esta misma regidn, el

mesénquima sigue fragmentando 1los cordones ovigeros. En
egtados mids avanzados como son 1, 3y eﬁ espe;ial en 5 dles
-postparto, los primeros foliculos se forman en la regién
medular del ovario cercana al  rete ovarii, y los d4ltimos

foliculos se forman en la regién de la corteza. Este proceso

nos lleva a suponer que la foliculogénesis se lleva a cabo en

forma gradual de la mé&dula a la corteza.

Byskov y Lintern-Moore (1973) y Byskov (1975) partiendo

del hecho de que los primeros follculos se forman en 1a

regibn_medular»del ovario cercana al rete ovarii, suponen que
¢l mesonefros contribuye con sus células para la formacidn de

foliculos primordiales. Los autores (bp cit.) basan sus

resultados en estudios de ovarios due ya han 1n1c1ad6 la fase
morfogenética que conlleva a la formacidn de 1los follculos.
Asi tenemos, que Byskov y Lintern-Moore (1973) trabajaron con

ratones de 1 hasta 14 dias postparto. Ellos consideran que

las células de la red extraovArica migran hacia el ovario

formando la red intraovdrica que rodea a los ovocitos en

forma individual iniciando la formacidn de 1los follculos.

Byskov (1975) al trabajar con gato, mink y hurén (ferret en
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ingléds) llega a las mismas condicilones que Byskov y Lintern-

Moore (1973) . sobre 1a diferenciaciédn ovarica.

Tomando en cuenta lo anteriof. el modelo de
foliculogénesis propuesto por Byskov ¥ Lintern-Moore (1973) y
Byskov (1975), noAqon;ﬁerdp con el propuesto en este trabajo,
ya que, 1la foliculogenésis es un evento que se inicia, desde
la vida fetal, en la cual se observan que desde un ;niﬁio 1;8
ovociéos que estdn intimamente unidos eqtfe’si eAintegrados
en cordones ovigeros se empiezan a separar gradualmente por
aceidn del epitelio dinterno, ﬁasta que al momento del
nacimiento se fofman los primeros foliculos.

Upadyhay et a;. (1979), proponen también ‘un origen
ﬁesonefriéo de ;as ?élulgs foliculares, . peroc a diferencia de
‘Byskov y Lintern-Moore (1973) 'y stkov (1975). el mecanismo
de Eolicuiogénesis coincide con el propuesto por. Odor 'y
Blandau, (196%9a); I!Merchant (1973); y lo‘observado‘a través

del estudio reaslizado durante el presente trabajo.

. 2. Desarrollo del ovario in vitro.
;Z.i. Efecto Vdel- mesonefros en 1la morfogdnesis del
6var1q v én la sobrevivencia de las CGP.

La" primera evidencia que sobresalg del és:udio'de los
cultivos realizados de ovarios con mesonéfros ¥y de ovarios
sin mesonefros iniciadoes a 1os 15 y 17 dlas de gestacidn es
que en ambos tipos de cultivo se registra un mismo patrén de
desarrollo; es decir, entre 1los cultivos de ovario con
mesonefros y los de ovarios sin mesonefros estudiados, no

existe diferencia durante desarrollo.

Byskov et al. (1977) realizaron transplantes subcutidneos
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de ovarios de ratdn fetal de 13 y 16 dlas en hembras adultas

‘de ratones mutantes de la cepa BALB/c/Hu/Nu, dividiendo el

ovario en una parte craneal, con el rete ovarii, y en una

parte caudal, sin el rete ovarii, y ovarios completos con el

mesonefros. . Sus resultados expresan que en los transplantes

de la parte craneal del ovario se desarrollaron follculos,

pero er un nimero wuy reducido. En el caso de 1los

transplantes de la parte'caddal del ovario no se formd ﬁing&n
foliculioc, ademas de que el ndmero de ovocitos es mads reducido

y en gran proporcidn presentan atresia. Los ovarios

completos desarrollaron foliculos.

Estos resultados al compararlos con  los . nuestros no

correlacionan, ya que, obtenemos follculos en ovarios

cultivados con mesonefros como tambidn en ovarios cultivados

sin mesonefros.

Existe una diferencia fundamental al abordar el problema

por parte de Byskov et al. (1977) y en el presente trabajo.

Ellos aislaron el mesonefros dividiendo el ovarioc en ‘dos-
partes; donde 1a parte caudal es la que se encuentra sin

nesonefros, y la parte craneal con el mesonefros. En este

trabajo se aisld el ovario completo evitando el menoxr dafio

posible a la gdnada.

Al evitar cualquier dafio posible a 1la gdnada, permite

estudiar los procesos morfogendticos de forma mds real que en

la génada que presenta alghn dafio. donde muchos procesos

morfogendticos pueden ser enmascarados, ademds de que algunos

tipos celulares son muy sensibles. En el tradbajo de Dyskov
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et al. (1977), sucede-algo similar, ya que, tanto en la parte

craneal como en la parte caudal el nimero de ovocitos es

reducido, siendé mucho mds evidente en la parte caudal, por
lo que existe mayor nimero de foliculos en esta zona.

Nikitin y Byskov (1981) realizaron cultivos de_gbnadas de
ratbp fetal con y sim mesonefros durante tiempos diferentes
de cultivo.< siend§ 17 dias el maximo tiempo de cultivo y 12
dilas el minimo tiempo de -gultivp. Los autores (op cit.)
encuentran qué en el caso del ovario de raﬁbn fetal de 13‘ y
18 dias respectivameh:erel némero de ovocitos es menor cuando
;1 cultivo se realiza sin la presencia del mesonefros. En el
caso de que los cultivos de génadas realizados con mesonefros
encontrarﬂn que hay necrosis del téjido, y del coﬁteo de
ov;ci:os realizado obtuvieron que el nimero de ovocitos es
mayor.

Odor y Blandéu (1971) realizaron cultivos de ovarios sin
nesonefros de ratdm de 16 dias de gestacidn durante un tiempo

maximo de 45 dlas, eiendo el desarrollo de los ovarios .en

forma mds semejante a lo que sucede in_vivo. Ellos

reportan
que durante el fdesarrollo del trabajo, algunos ovarioé
presentaban cahb&os degeneratives y° otros se mostraban en
condiciones 'ébtimas. En 1lo0s resultados preliminares a este
trabajo encontramos tambidn que algunos Jdrganos 1l1llevaban a
cabo cambios degenerativos. .

Con base en estos resultados se puede proponer que el
nesonefros carece de capacidad dinductora para permitir la

sobrevivencia de ovocitos en ovarios cultivados y que adends
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existe una variabilidad natural que hace a cada organismo
distinto de otro y que en este c¢aso s8e refleja en el
desarrollo del ovario in vitro.

E1 problema del origen de las cé&lulas foliculares
planteado en el desarrollo dei ovario in vive, tampoco es
reshgl:o en los estudios realizadosvin vitro, Al paf:ir de
lo propuesto por Byskov y Lintern-Méore (1973), Byskov (1975)
¥y Byskov et al. (1977), y compararlo con los resultados
obtenidos en el presente trabajo se demuestra que el
mesonefros no contribuye con células para la formacidn del
epitelio folicular. Pero, Upadhyay et al. (1979), Zamboni,
et al. (1979) ¥ Byskpv (1978) proponen que la contribucidn de

_células epiteliales del mesonefros tiene su inicio desde 1la

etapa de primordio gonadal, por 1o tanto, los résultados
obtenidos a través de este esfudio no son indicadores del
origen de las células foliculares.

2.2, Efecto del SCUH en 1la morfogénesis del ovario.

Durante gl desarrollo del presente .trabajo - encontramos
diferencias de los cultivos hechos c¢con la adicién de suero
(SCUHS respecto a los realizados sin este suero.

La discusidn a este aspecto serd hecha por una parte para
cultivos detévario iniciado a los 15 dias de gestacidén y por
otra para cultivo de ovarios de 17 dlas de gestacidn

Asi tenemos, que en cultivos de ovarios de 15 dlas de
gestacidn con SCUH, el desarrollo de la génada despuéds de 6
dias de cultivo se encuentra ea la etapa de fragmentacidn de

los cordones ovigeros. Mientras que en los ovarios
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cultivados sin SCUH, ‘una gran ﬁayorra de los ovocitos se
encuentran rodeados de células foliculares. Estos resultados
a primera vista parecen indicar que en los ovarios cultivados
con SCUH se retrasan en su desarrollo, S1 comparamos 1las
grdficas que muestran el desarrollio de la foliculogénesis en
ovarios de 15 dias de gestacidn cultivados con SCUH.cen su
equivalente in _vivo; 3 dlas postparto (15 dlas de gestacién
mds 6 dlas de cultive dA como resultado que el ovario en
cultiveo tenga la edad equivalenté a 3 dias postparte, tomando
en cuenta que el nacimiento de los ratones esra los 18 dlas),
encontramos que parece no existir alguna diferencia ‘durante
el proceso de -foliculogénesis, ya que, en ambos ;asos la
proporcién de ovocitos integrades en las. tres etapas de
foliculogénesis es muy semejante cuantitativamente. si
comparamos estaa_doa graficaé conkla grafica correspondiente
a ovarios de 15 dlas de gestacién cultivadoes sin SCUH,
observamos clarpménte que existe un mayor porcenfaje de
foliculos formados en los cultivos sin SCUH. Porvlo tanto,
se .puede decir que los ovarios cultivados con SCUH 1llevan a
cabo el desarrollo mormal, como si se enqantrafén,in vivo.
Hientras quewdﬁrante él tiempo de cultivo;'_los_ ovarios sin
adicidn de SCUH se desarrollan solamente siguiende sus
propios mecanisnéQ-de regilacidn  intraovdrica, sin que al
parecer exista algdén factor extraovériéo que regule 1la
foliculogénesis.

Los cultivos de ovarios de 17 dlas de gestacidn con

adicién de SCUH y sin este suero presentan en ambos casos 1la
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formacidén de folicules en una proporcidn muy semejante,

aungue el porcentaje de ovocitos que sSon separadoes por

células epiteliales es mayor en cultivos con SCUE gque en

cultivos sin este suero. La proporcidn de los ovocitos

unidos latimsmente es muy parecida <tanto en cultivos con

‘adicibén de SCUNl como en cultives sin adicién del mismo. Esto
nes -~indica que en cultivos con SCUH existe una reserva mayor

de ovocitos que pueden sger integrados en follculos en menor

tiempo que en 16s cultivos realizadoes sin suero.

Desde el punto de.- vistas cuantitativo estos fesultados

indican, a priori, que el desarrollo del ovario de 17 dilas de

gestacidn cultivado con SCUH estd wmds avanzado 'que el

realizado sin SCUH. Cualitativamente (besado en el estudio

histolbgicé) tambidn se observa diferencia entre los cultivas
realizados con adicidn de SCUH y aquellos realizados sin este

suero. Esta diferencia radica fundanentalmente en gque en

ovarios cultivados sin SCUH 1les follcules  presentan una

membrana .basal muy clara vista al micfoscopio- de luz.

Hientras que los ovarios cultivados con SCUE parece no

formarse 1la membrana besal. Sin embargo, observeciones

realizadas‘ al wicreoscopio electrdnico muestrq. une ldmina

basal en los follcules presentes en avarios

SCUH.

cultivades con

La diferencia entre una ldrina basal y uns membrana basal

es su composicidn quimica y el mnomento ontopendtico del

depbsito de estos componentes. La limina basal - se deposita

primero y es rica en proteoglicances, laminina y fibromectina
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(Hay, 1964). La membiana basal a@emés de, los componentes
presentes en la lamina basal, contiene uno o varies tipos de
coligenas, glicosaminoglicanes §y wuna gran variedad de
glicoproteinas no coldgenosas (Linsenmayer, et al. 1984), y
.se deposita sobre 1; limina basal. Por lo tanto, 1la' limina
"basal. precede en tiempo a la membrana basal.

6on base en 1o anteriof, podemos suponer que en los
cultivos realizados sin SCUH, en reaslidad no existe retraso
como se planted al observar las diferencias cuantitativas,
sino que mAs bien hubd un adelanto en el desarrollo, ya que,
el hecho de formar una ldnina basai nos indica que los
foldculos han pasado por una serie de eventos fisiocldgicos
por ios cuales no han pasado éﬁn los foliculos presentes en
los ovarios cultivados con adicidn de SCUH.

Cabe hacer 1la aclaraciép‘que lz discusidn realizada a los
ovarios de 17 dlas de gestacidn cultivados con SCUH y gin
SCUN estd basada 8nicamente en las génadas sin mesonefros, ya
.que, €en 1os‘qvarips cultivados junto con el mesonefros existe

" un alto grado necrosis, debidO»frincipalmente a que a la edad
de 17 dias‘ de gescacidn el sistema‘ufouenital ya es muy
grande, ¥y ello impide una difusidn correcta de los gases ¥y
nutrimentos; produciendo muerte celular en aquellas regiones
alejadas de la superficie de intercambio.

Magre y Jost (1984), ilagre et al. (1580, 1981, 1984) ¥
Patsuadi et al. (1984) encontraron que el suero de bovino
fetal tiene efecto en la desorganizacidn de los cordones

seminlferos en el testlculo, debido a que la lamina basal ne
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se forma. Por otro ladé, Taketo et al. (1984) trabajando con
andlogos del AMPc en testlculos, encontraron el mismo efecto
que los autores anteriores, es decir, desintegraciln de 1la
ldmina basal de los cordones testiculares. Tambidn se ha
encontrado una fraccidn ,de suero rica en iipop;oteinas de
baja densidad (LDL), gue promueve la Sobrevivencia de ias cGP
en cordones tesficnlares (Taketo. et al. 1986). ﬁardin et
. al. (1982).1ndiéan que en ratdn la diferenciacidn gonddica es
dependienée rdé . la presencia del.auéro de bovino fetal en el
medio de cu;tivo. sélo' durante los primeros cétados de
-desarréllo. Cuando el tejido es explantado a los 12 dlas de
gescaci&n, intcié de. 1a diferenciacidn sexual en el ratdn, o
después, 1la adicidn Ael suéio_ en el medio de cultivo es
1nnecesafia (Taketo et al.1985). h N

Challoner (1975), Taketo, et al. (1985) reportanm que la
- presencia del- suero. carece de influencia en el inicio de 1la
meiosis de las CGP en el ovario.

2.3. Citodiferen;iacibn : y Foliculogénesis.

La diferenciacidn celular puede determinarse por dos
mdtodos: 1) por el mnétodo biogquimico y 2) por el método
citolégico. El primero nos indica que un tipo celuldr es
distinto de .los demds debide a que sintetiza protelnas
especlficas que no sintetizan otros tipos celulares. El1
método citolédgico nos démuestra que un tipo celular es
diferente de los demds simplemente porque sus caracteristicas
citoldgicas son distintas.a los de los otros tipes celulares.

Es en este m&todo morfoestructural en el que nos basaremos
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para la discusidn,

Los ovocitos presentan mitocondrias con crestas de tipo
vesicular, las cuales se originan de la separacidn de las dos
memhrahas de una cresta. Odor y Blandau (1969b) encuentraﬁ
el mismo.efecto en mitocondrias de CGP y ovocitos de ovarios
"de ratdn fetal. La funcidm de estas mitocondrias con crestas
de tipo vesicular no es aln conocida.

Por otro lado, el retiéulo endoplasmdtico rugoso (REr) y
el complejo de Golgi (CG) se encuentran muy desarrollados,
ademds de estar en estrecha relacidn, E1 REr eséé
inveluerado en produccién de proteinas y el CG en 1la
sgcrecién de material proteico rico en carbohidratos. Cuando
existe una relacidn nuy estrecha entre Ambos. la célula tiene
una alté actividad de sintesis de glicoprotelnas (Rothﬁan,
1985). En el caso -del ovocito observanos qué la estrecha
relacidn entre REr y CG estd directamente asociada con 1la
slntesis de 1la zona pel&cida, que es-‘rica en éompuestos
glicosilados. Por lo tﬁnto. el hecho de que 1los ovocitos
presenten un CG muy desarrollado y graﬁ cantidad de vésiculaé
de secrecidén, nos 1lleva a supone} que . los ovocitos son los
que forman la zona pelfécida. Chiquoine (1966) propone que
las células foliculares sccretan un mondmero que por accidn
de los ovocitos se polimeriza y dd origen a2 la zona peldcida,
Odor y Blandau (1969b) suponen que las cdlulas foliculares
son las que sintetizan 1la 2zona peldcida sélo cuando se
encuentran conformados como epitelio cdbico.

En nuestras observaciones hemos encoantrado que los
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:ovocinos parecen sintetizar 1a‘zona peldcida adn cﬁando los
epitelios foliculares son de tipo escamoso. El epitelio
folicular en ese estado no présénta.un CG+bien desarrollado
como el de los ovocitos.. Cuando el epitélio folicular es de
tipo cdbico sus células preéentan:un CG bien desarfol&ado. lo
‘que ha 1levado a suponer a Odor y  Blandau (1569b) y a
Chiquoine (1960) que 1las célulasAbfoliculares sinterizan 1a
zona pelﬁcida. ’

Nuestras observaciones estén basadas en ovarios
cultivados in_vitro, mientrds que los de los otros autores se
sustenﬁgn en resultados in_ vivo. Odor y Blandau (1971)
determinan que la_. zona - peldcida se forma al tercer dia de
cultivo cuando el érgano es explantado a la edad de 16 dias
de ges;acién. ‘Los autores (op cit.) proponen qﬁe las cdlulas
foliculares son las que sintetizan ia zona peldcida.

losotros consideramos que a pesar de que las condicicnes
in vitro no son las mismas que las condiciones in fivo. la
zona pellcida es sintetizada por los ovocipqs.

Durante el desarrollo in vitro del ovario se encontréd una
estrecha relacidn . entre 1las cdlulas foliculare§ ¥y los
ovocitos, como lo muestran ia presencia. . de desmosomas y
uniones de cominicacidn entre ellas. La primera nos muestra
la -adhesividad de 1las células y la segunda la comupicacién
intercelular. Asl tenemos, que "los desmosomas entre los
ovocitos y las cé&lulas. foliculares son aparentes desde la
etapa en que las células foliculares empiezan a separar los

ovocitos que estdn unidos Intimamente, hasta que 1los
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foliculos estan totalmente formados. Es entonczs cuando Ila
zona peldcida empieza a‘séparar-a las cédlulas foliculares de
los ovocitos quedando unidos dnicamente por ‘desmosomas, dando
origen a las prolongaciones de células foliculares. Es en
este punto en que Chiquoine (1960) se basa para proponer que
‘ias células foliculares formﬁn.la zona pelécida por medio de
las prolongaciones celulares que se forman al quedar hnidoé a
los ovocitos, y que éstés tienen mayor superficie de contacto
con 1la  zona pelicida por medio de sus microvellasidades.
Zamboni (i97k) reporta este mismo tipo de prolongaciones de
células foliculares en ovarios de Macaca mulata, en donde
epqpeq;ra/guaﬂla~~zona~“pelﬁcida empieza a sepata; a ' las
céiulas foliculares (2 excepciédn de aquellos puntos de unién
desmosdmica) desde la etapa de follculo unilaminar hasta 1la
fase de follculo antral, donde las cdlulas que quedan unidos
a los ovocitos por las prolongaciones celulares que conforman

el cumulus ocophoros.

Nuestras observaciones muestran solamente él'inicio de 1la
separacidn de las células foliculares de 1los ovocitos, por
accién de la zona peldicida, en donde se pone de manifiesto la
importancia de los desmosomas.

Los desmosomas ‘tambidn son importantes durante la
separacidn de los ovocitos por accidn de las células _dev los
cordones ovigeros. Nosotros proponemos que la formacidn de
los desmosomas es un pﬁnto de fijacidn para las células
prefoliculares de los cordones ovligeros durante la separacidn

de los ovocitos. Cuando se llegan a encontrar dos
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prolongaciones de las c&lulas prefolicplares durante el
proceso de la separaciédn, la.formacién de desmoscomas también
se hace evidente. Por lo tanto, durante cl desarrollq del
ovario encontramos dos tipos de unidn desmosdmica; 1) unidn
heterdloga y 2) unidn homdloga. Otro tipo de unidn. celulsr

‘visto durante el_de%arrollo del ovario es la llamada unidn de
comuﬁicacibn. liittchell y Burghardt (1986) siguieron 1la
ontogenla de este tipo de uniones en células del ovario de
ratén dirante todo el proceso de foliculogénesis. Detectaron
‘que conforme se va avanzando en el desarrollo de 1la
foliculogénesis el nfimero de uniones se dincremente. Este

hecho suguiere- que la formacidn de folleculos es un proceso
dindmico. » -

Existen dos tipos de comunicacidn intercelular mediada
por uniones conmunicantes; uniones homélogas, entre las
cdlulas foiiculares, que provoca que é&stas estdn en un estado
de sincronizacidn dptimo, Las uniones de cominicacidn
heterdlogas, entre las células foliculares y leos ovocitos,
:ambiéﬁ estdn presentes durante la foliculogénesis, ya que,
los ovocitos son reguledos tanto fisiocldgica cono
nutricionalmente por las células foliculares (Schultz, 1985).
Tanto las uniones de comunicacidn homdlogas como ias
heterdlogas propician que el foliculo como unidad, se
encuentre en estado de homeostasis.

La posicidén de los dos tipos de uniones en el follculo
primordial nos llevan a supeoner que el epi;elio folicular se

encuentra polarizado; es decir, tanto las uniones de
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comunicacidn como los desmosomas se:encuentren comunicanda ¥y
uniendo respectivamente é las células foliculares con el
ovocito en la parte basal del epitelio y hacia los lados de
las cé&lulas foliculares, sin existir ningdn tip$ de qnisn'con
la 1lémins basal localizada en la parte superior del ‘epitelio
"folicular.

Un tércer tipo celﬁlar que participa en 1la morfogénesié
del ovafio es el mésénquima, Este tipo celular presenta un
REr vy uﬂ CG Bien desafrollados, los cuales estin 1nvolﬁcrados
con iaveihtesis de los componentes de la matriz extracelular.
La existencia de microtﬁﬁulos y de microfilamentos en
diteccibn;_mparaléla*"“hbs "hacen"suponer que - las c¢&lulas
mesenquiméticas‘preséntan movimiento activo, mismo que parecé
provocar 1la ffaémentacibn de‘los cordones ovigeros hasta 1la
formacidn de las follculos. ’

El proceso de foliculogénesis se inicia desde que Llos
ovocitos son rodeados en los cordones ovige;os por cdlulas
‘prefoliculares del blastema gonadal. =&stos cordones son
fragmentados por invasién del meéénquima y de vasos
sangulneos. A nivel ultraestructural'se observa clarameﬁte
éomo el mesénquima se interpone entre cada cordédn ovigero,
existiendo ﬁna l1Amrina basal entre el epitelio de éstos y el
mesénquima, 1o <cual nos sefiala que existe una interaccidn
entre estos dos tipos celulares. Indica ademds, que'
fisioldgicamente los dos tipos celﬁlares son diferentes.

Mientras se realiza la fragmentacidn de los cordones, las

cédlulas epiteliales de &stos se interponen entre las ovocitos
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que estdn unidos intimamente. La separacidn de los ovocitos
sé debe a la presencia de prolongaciones membranales de las
células epiteliales unidas por desmosomas a la membrana de
los ovocitos y a membranas dé otras c&lulas foliculares.
Sirven como punto de fijacidn para permitir que las qélulas
se interpongan completamente entre los ovocitos. Es en este
momento ‘que el segundo proceso de la foliculogldnesis se lleva
é cabc, siendo el primeroc antes de la separacidn de los
ovocitos.

Al proseguir la separacidn de los ovocitos, el mesénquima
prosigue con la fragmentacidn de los cordones ovigeros, dando
como resultado que se reduzca el nﬁmero de ovocitos asociados
con cordones ovigeros; hasta que ‘ sbélo - existan dos
prefoliculos,' los. cuales son individualigados bor el
mesénquima. pars dar origem a un folicuylo bien formado,
rodeado por células foliculares 1y .una lamina ‘basal. Esta

fase, &5 la que corresponde a 1la tercera etapa de la

" foliculogélnesis.
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V. CONCLUSIONES.

~El1  proceso de 1la foliculogénesic _que se lleva a cabo en
ovatios in vivo es semejante al que se realiza en condiciones
in ;iiro »

-E1 procéso de la foliculogénesis se ini?ia con la
fragmentacidn de 1los cordones ovigeros y culmina con la
Iormaﬁién de los follculos unilaminares.

-El mesonefros no interviene en forma d%rec:a durante el
proccgo de foliculogénesis, cuando menos desade las etapas en
las que se iniciaron los cultivos realizados en este estudio.
-En éusencia de SCUH en el medio de cultivo el proceso de
.désarrollo del ovario se acelera.

-La presencia de SCUH en los cultivos de ovarios realizados

durante el estudio parecen no mostrar ningfn efecto durante

el desarrollo de los foliculos.
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