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INTRODUCCION.

Desde la década de los 50, numerosos investigadores han
planteado la necesidad de adaptar al laboratorio nuevas especies
silvestres, con la finalidad de gque estas permitan superar de
alguna manera el actual retraso que representa el nimero limitado
de especies_ en las que se experimenta y estudia la biologia y

etiologia de las enfermedades tanto humanas como animales.

En México se ha estudiado en los ultimos aiftos Neotomodon
alstoni alstoni = roedor endémico de la fauna mexicana con el
propésito de ofrecerlo en un futuro no lejano a México y demds
paises del mundo, como un nuevo animal de laboratorioc. Se ha
elegido a este animal por la facilidad con que se captura,
docilidad de manejo, su buena capacidad de adaptacién al
laboratorio y la facilidad con que se reproduce en el laboratorio

(Granados, 1976; Estrada, et. al., 1978).

El género Neotomodon fué descrito por Merrian en 1898,
considerandose la existencia de tres eépecies N. _alstoni, N.
perotensis y N.._orizabae, més tarde Miller y Rhen (1902)
consideraron a estas tres especies dentro de la subfgmilia
Neotomidae de la familia Muridae, al lado de los géneros Neotoma,
Nelsonia, Xenomus y Hodamus. En 1910, Goldman estudié al género
Neotomodon y lo colocd en la subfamilia Cricetinae junto con
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Peromyscus y otros géneros semejantes, ademds Davis y Follasbee
(1945), estudiando los hdbitos, la morfologia somitica y craneal
determinaron que el género Neotomodon esta relacionado con el
género Peromyscys Yy ademds que el género Neotomodon estd
constituido por dos subespecies, Neotomodon alstoni alstoni y
Neotomodon alstoni perotensis (Zarco, 1981). Sin embargo Williams,
et. al., en 1985, no consideran al género Neotomodon sinénimo de
Peromyscus basando su argumentacién principalmente en estudios
anatémicos. La reubicacién taxonémica de Neotomodon segin estos
autores es a partir del nivel de superfamilia, familia y subfamilia
quedando asi en un grupo diferente al del género Peromyscus. Para
el propésito especifico de nuestro trabajo, consideramos poco
pertinente discutir esta divergencia en cuanto a 1la ubicacién
taxondémica de Neotomodon, considerdndolo por tanto dentro de la

clasificacién establecida en 1984 (Zarco, 1981).

Clasificacién segun Merrian Clasificacién segun Williams
en 1898, et. al. 1985.

Phylum: Chordata Phylum: Chordata
Subphylunm: Vertebrata Subphylum: Vertebrata
Clase: Mammalia Clase: Mammalia
Subclase: Eutheria Subclase: Eutheria
Orden: Rodentia orden: Rodentia
Familia: Cricetidae Familia: Muridae
Subfamilia: Cricetinae Subfamilia: Sigmodontidae

Género: Neotomodon Género? Neotomodon




Especie: alstoni Especie: alstoni
Subespecie: alstoni Subespecie: alstoni

Neotomodon alstoni alstoni es una especie endémica del eje
transversal neovolcénico. En cuanto a sus caracteristicas somdticas
la coloracién del dorso es gris negruzca, siendo mis obscura a lo
largo de la columna vertebral. La regidén ventral es plomiza
mezclada con blanco, y en la regién pectoral, hay difundido un
color amarillento. Las rodillas y tobillos son negruzcos, las patas
blancas y la cola es negruzca en la parte dorsal y blanguecina en

la parte ventral (Estrada, 1978; Zarco, 1981).

En estudios en los que se describe el crecimiento de animales
silvestres en el laboratorio, se ha visto que los machos alcanzan
un peso promedio méximo de 62 grs. a las 76 semanas posteriores a
su captura; y en las hembras el peso promedio mdximo es de 65 grs.

a las 63 semanas (Granados, y Ramirez, 1986).

Neotomodon es un animal de hdbitos nocturnos, su actividad
comienza al atardecer, terminando cerca de la media noche, con un

méaximo entre 8 y 9 de la noche.

Su periodo de reproduccién en el campo no se ha establecido,
sin embargo, se ha descrito que en estado silvestre la actividad
reproductora se inicia antes del 23 de junio y termina a mediados

de agosto (2arco, 1981); otros reportes hablan de que 1los
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apareamientos se inician en el mes de marzo (Villa, 1952). En el
laboratorio se han observado nacimientos durante todos los meses
del afio, excepto en noviembre. El periodo de gestacidén dura de 25
a 35 dias con un promedio aproximado de 30 dias (Martin y Alvarez,

1982).

El estudio que ha continuacién se presenta forma parte del
proyecto de investigacién sobre la biologia fundamental del ratén

de -los volcanes (Neotomodon alstoni alstoni), gue se realiza en el
laboratorio de Biologia Animal Experimental desde 1974.

El presente trabajoc comprende la investigacidén sobre un
aspecto bdsico de la biologfa de la reproduccién de este ratén, en
el cual se establece la madurez gonadal histoldégica del testiculo
y del ovario, proponiendo con ello un paramétro mds a los ya

existentes, para definir la madurez sexual en estos animales.



PRIMERA PARTE

1.- Pubertad y Madurez Sexual en Mamiferos.

A lo largo del tiempo, para definir la pubertad y madurez
sexual se ha hecho enfésis principalmente en caracteristicas tales
como la caﬁcidad de copular y la perforacién del orificio vaginal,
asi como la presencia de ciclo estral para las hembras; en el caso
de los machos estdn involucrados el descenso de los testiculos al
escroto y la presencia de espermatozoides en testiculo y epididimo
(Asdell, 1964; Austin, y Short, 1972). En la udltima década esta
informacién se ha relacionado con estudios en cuanto a los niveles
de la hormona luteinizante (LH), hormona foliculo estimulante (FSH)
y esteroides gonadales, la capacidad de respuesta de las génadas
a dichas hormonas, asi como con los diferentes factores genéticos
y medio ambientales gque influyen en este proceso. Incluso hay
literatura en cuanto a las caracteristicas previas y posteriores

al establecimiento de la pubertad (Bogdanove, 1972).

Ha resultado dificil dar una definicién que enmarque de manera
total todos los aspectos que se dan en esta etapa, incluso se ha
visto que existe dificultad para delimitar en qué momento de la
vida de los individuos se inicia la pubertad y en qué momento
concluye. Desde el siglo pasado se ha intentado definir la pubertad



resultado la produccién de un producto viable.

En los setentas, la definicién de la pubertad comenzé a
enfatizar otros aspectos, por ejemplo, Ramirez en 1973, la definié
como un estadio de desarrollo psicosexual, en el cual el individuo
alcanza la madurez sexual y es capaz de reproducirse (Ojeda, et.
al., 1980). otras definiciones se basan exclusivamente en el juego
hormonal que se dd& antes de la primera ovulacién, pudiéndose
definir a la pubertad como el tiempo en el gque la unidad
hipotdlamo-hipéfisis es capaz de responder a un incremento en los
niveles circulantes de estrégenos dando como resultado la ola
preovulatoria de LH y FSH Ojeda et., al. (1980) y 0dell (1976)
consideran qgue la pubertad es el resultado de las secreciones de

FSH y LH.

Sin embargo, existe diferencia temporal en la ocurrencia de
estos eventos y tal vez resulte conveniente comentar como han
definido a la pubertad y a la madurez algunos otros investigadores.
Faulkner (1969) define la pubertad como el principio de 1la
capacidad reproductora que es resultado de complejas interacciones
del hipotdlamo, las hormonas hipofisiarias y de las génadas, y
define a la madurez sexual como el estado de capacidad sexual
"total". Chipman (1980), estudiando los mecanismos involucrados en
el control de la pubertad, la definié como un proceso complejo en
el cual existen cambios fisiolégicos eventuales que conducen a la

madurez reproductiva.



Segin Bearden y Fuquay (1982) la pubertad en el macho puede
definirse como el tiempo de inicio de la espermatogénesis, y para
el caso de las hembras se define como la edad en la que se observa
el primer ciclo estral con ovulacién. Olivera (1984) define la
pubertad como la edad en que se presentan caracteristicas
anatémicas como la perforacién vaginal en las hembras y el descenso
de testiculos en los machos y la madurez sexual la relaciona con
un estado funcional para la capacidad de

copular por primera vez.

Bronson, et. al., (1986) haciendo una revisién de la biologia
de la pubertad, concluye que efectivamente, la pubertad es el
inicio de la fertilidad y un periodo en el que se da un desarrollo
répido del organismo; él considera necesario analizar este proceso
desde tres puntos de vista bdsicos que permitan
abordar el fendémeno in toto, ofreciéndose de esta manera una
perspectiva mds integrada de este proceso, por la participacién de
los genes, los factores medioambientales que interactuan para que
de esta forma, se regule la actividad neuroendécrina que es la ruta
que controla el inicio de la fertilidad. Como podemos ver esta
definicién dada por Bronson et., al. involucra una serie de
procesos que son la culminacién de importantes fuerzas evolutivas,
genéticas y ecolégicas, ya que los factores genéticos y ambientales
interactuan programando el tiempo del desarrollo de la pubertad.

Cada uno de estos elementos ha participado en su momento en el



9
inicio de la.fertilidad, influyendo en fomentar el desarrollo
somdtico y conductual que los individuos experimentan, y por ultimo
influyendo en los sucesos evolutivos de las poblaciones a las

cuales los individuos pertenecen.

La pubertad es por tanto, un periodo de la vida durante el
cual ocurre un desarrollo acelerado del individuo que le permite
obtener al final la capacidad de reproducirse. Los cambios ocurren
en general, en las caracteristicas fisicas y de manera importante
en las caracteristicas sexuales de los organismos. Esto es el
resultado del establecimiento paulatino del complejo sistema
neuroendécrino que involucra a los factores liberadores de
gonadotrofinas en el hipotdlamo, la secrecién ciclica de LH y FSH
a nivel hipofisiario, andrégenos, estrégenos y progesterona a nivel
gonadal. De modo también paulatino, existen tejidos y 6rganos que
también desarrollan en este periodo, la capacidad de responder a
los estimulos hormonales antes mencionados; anatémica e
histolégicamente puede observarse a esta edad caracteristicas tales
como la perforacién del orificio vaginal, el establecimiento del
primer ciclo estral, el crecimiento y diferenciacién de 1los
foliculos ovédricos en las hembras y el descenso de los testiculos
al escroto as{ como la diferenciacién de las células del epitélio
germinal én diferentes etapas de la espermatogénesis.
Conductualmente se capacita el individuo para copular por primera
vez. Los factores que determinan la aparicién de este periodo

involucran la participacién del genoma en interaccién con el medio
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ambiente. El final de este periodo determina la madurez sexual, en
la que los organos sexuales secundarios son los apropiados;
gonadalmente en la hembra ocurre la ovulacién y en los machos
existen espermatozoides fértiles. La descripcién histolégica de las
génadas a esta edad de madurez se encuentra bien establecida en

varias especies pero no asi en Neotomodon alstoni alstoni.
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MADUREZ SEXUAL EN ALGUNOS ROEDORES.

La informacién que hasta ahora se tiene en cuanto al inicio
de la pubertad en roedores, varia considerablemente, pues va desde
los cambios observados desde el punto de vista somatico (Asdell,
1964), hasta los cambios en los perfiles hormonales durante este
periodo, llegando incluso a discutir la participacién de hormonas
gonadotréficas, prolactina y esteroides gonadales en la actividad
del eje hipotdlamo-hipéfisis-génada y los probables mecanismos de
retroalimentacién especificos, en el establecimiento de la pubertad

(Déhler y Wuttke, 1975).

En la literatura que se aboca a los cambios somaticos durante
la pubertad se establece una relacién entre el tamafio del
individuo, el peso corporal, la perforacién del orificio vaginal,
presencia del ciclo estral para el caso de las hembras, o el
descenso de los testiculos y la presencia de espermatozoides en
los tubulos seminiferos y epididimo para el caso de los machos,
como parémetros para definir de una manera sencilla y objetiva el
momento en el cual se dd el establecimiento de la pubertad. Sin
embérqo, la relacién que guardan estos pardmetros es especifica

para cada especie en particular (Layne, 1968).

En la hembra de Rattus norvergicus, la pubertad se alcanza

cuando la apertura vaginal aparece, al alcanzarse una talla de 102
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cm. Yy un peso de 143 grs. La edad promedio a la que las ratas
alcanzan la pubertad varia considerablemente entre las diferentes
cepas, aungue existen parametros poco variables, como la aparicién
del cuerpo luteo y la longitud corporal. En cepas hibridas, la
pubertad se alcanza a los 36 dias, edad similar a aquella en que
se alcanza en la rata blanca, que es a los 41 dias. La apertura del
orificio vaginal y la ovulacién son préacticamente simultédneos en
el 46% de las ratas, ademds de que ocurre con una diferencia menor
de 10 dias en un 80%. Si las hembras y los machos estan juntos todo
el tiempo, la primera coépula fértil ocurre en promedio 16 dias
después de la apertura del orificio vaginal en la cepa Long-Evans
y en la cepa Cornell Nutrition, 6 dias después. En el macho de esta
especie, en los tubulos seminiferos de los testiculos se pueden
observar espermatozoides a los 56 dias de edad y en el epididimo

a los 72 dias de edad (Asdell, 1964).

En el ratén de campo del género Mus, la hembra inicia la
pubertad con un peso entre los 8 y 12 grs., cuando mide 2.5
pulgadas; la apertura del orificio vaginal ocurre aproximadamente
a los 66 dias de edad, observandose ya foliculos maduros en los
ovarios de estos animales. En el macho, la pubertad se inicia
cuando pesan entre 10 y 15 grs. lo gque coincide cronoldégicamente
con el descenso de los testiculos, que se lleva a cabo a los 25
dias de edad aproximadamente, Y a los 40 dias de edad se observan
ya espermatozoides en el epididimo (Asdell, 1964).

En el ratén albino de laboratorio (Mus musculus), la edad a
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la que la hembra presenta apertura del orificio vaginal es
variable, sin embargo se ha visto que puede suceder en promedio a
los 35 dias de edad; el peso promedio cuando ocurre la apertura
del orificio vaginal es cuando pesa 13.5 grs. En el caso de los
machos, los testiculos se desarrollan hasta los 60 dias de edad ¥y
después de esta edad el crecimiento que se da es lento, sin eﬁbarqo
los ratones son completamente maduros a los 40 dias de edad, ya que
los prinerqs espermatozoides se observan a los 30 dias en los

tubulos seminiferos de los testiculo (Asdell, 1964).

En la hembra del Hamster (Mesocricetus auratus) el primer
ciclo estral se presenta a las 7 u 8 semanas de edad o cuando pesan
60 grs. El orificio vaginal se perfora entre los 10 y 15 dias de
edad y el estakleciemnto de la pubertad se da entre los 33 y 38
dias. Se ha observado ademds en estos animales gue los primeros
ciclos estrales se presentan sin que se dé la ovulacién. En los
machos se ha visto que a las 5 semanas y media los tubulos

seminiferos contienen espermatozoides (Asdell, 1964).

Se han realizado estudios en animales del género Peromyscus
de origen silvestre criados en laboratorio, en los cuales se ha
determinado el momento en el cual se inicia la pubertad. Dichos
estudios reportan lo observado en algunas especies del género
Peropyscus (Layne, 1968). En Peromyscus manicularis las hembras
presentan el primer ciclo estral a los 48 dias en promedio y en

los machos se observan espermatozoides en el epididimo a los 60
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dias de edad. En P.gossypinus en la hembra se perfora el orificio
vaginal a los 65 dfas de edad y en los machos se observan
espermatozoides en tubulos seminiferos y epididimo a los 73 dias
de edad. En P, eremicus la edad promedio a la que se presenta el
ciclo estral es a los 39 dias y la observacién de espermatozoides
maduros en epididimo en los machos es a los 40 dias de edad (Layne,

1968).
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MADUREZ SEXUAL EN NEOTOMODON ALSTONI ALSTONI.

Estudios realizados por Olivera en 1984 establecen que la edad

a la que se inicia el ciclo estral de Neotomodon en condiclones de
laboratorio es a 1los 49 dias de edad, en promedio, y que la
capacidad de copular y reproducirse estd presente a los 65 dias de
edad. Esto fué posible establecerlo al observarse a 36 parejas que
fueron aisladas desde el destete. A las hembras diariamente se les
tomé frotis vaginal, el cual revelé la presencia de espermatozoides
por primera vez en la vagina de una de las hembras, a los 66 dias
de edad. De esta muestra se obtuvo que el 69.44% de las hembras se
aparearon entre los 66 y 250 dias de edad, teniendo en su totalidad
partos viables. Por estos resultados podemos sefialar que en el caso
particular de Neotomodon al parecer existe una marcada diferencia
entre la edad a la que se perfora el orificio vaginal, y la edad
a la que las hembras muestran conducta reproductora. Incluso
Olivera establece, con base en estas observaciones, una diferencia
conceptual entre pubertad, a la que define con el argumento de la
apertura vaginal, y la madurez sexual, con la capacidad funcional
de copular por primera vez. En cuanto a los machos, no se enconfro
" ningun indicador para determinar, de manera concreta el inicio de
la pubertad, pues hasta los 79 dias de edad en ningun animal de los
estudiados por Olivera se observé descenso de los testiculos al
escroto y no aporta datos en edades posteriores, ya que en los

animales sacrificados hasta los 60 dias de edad todos 1los
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testiculos se localizaron en la cavidad abdominal (Olivera, 1984;
Olivera, et. al., 1986). Sin embargo, Martin y Alvarez (1982)
reportaron en un estudio realizado sobre el crecimiento y
desarrollo de Neotomodon, en machos de 14 meses haber localizado
los testiculos escrotados ademds de haber logrado fertilizaciénm,
por lo que concluyen gue la madurez se alcanza aproximadamente al

afio de edad.

En un estudio realizado sobre la descripcién del ciclo
espermatogénico en animales silvestres de Neqtomodon, se observd
también que los testiculos se encontraban en la cavidad abdominal
(Beltran, 1986); considerando el peso promedio de los animales
enpleados que fué de 45 grs. en este estudio, es muy probable que
estos animales capturados en el campo fueran animales juveniles o

adultos (Beltran, 1986; Granados, y Ramirez, 1986).
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FACTORES AMBIENTALES EN LA MADUREZ SEXUAL.

La actividad reproductiva de los animales, esta dada por un
complejo de factores tanto externos, medio ambientales, como

inherentes al organismo, tanto genéticos como endécrinos.

La reproduccién en los animales adultos esta influida por
factores ambientales a los que responden los organismos. Esta
influencia del medio ambiente en el inicio de la pubertad (madurez
sexual) ha resultado de interés para algunos investigadores ya que
tiene una importante participacién en la regulacién de la actividad
reproductora de los animales. Esta influencia se ha visto que puede
estar relacionada directamente con las condiciones ambientales en
las que se desarrolla el organismo, asi como por las condiciones
ambientales derivadas de la interrelacién entre los organismos de
la poblacién en su medio. Ademds de saber actualmente, que esta
capacidad de respuesta a los estimulos del medio ambiente, ests
vinculada de manera directa con las estrategias desarrolladas por
los organismos durante su proceso evolutivo (Bronson, et. al.

1986).

La regulacién del apareamiento o de la crianza, durante las
épocas més propicias del aflo, es una mnuestra palpable de la
participacién del medio ambiente en la actividad reproductora, pues

se vincula estrechamente con 1la conducta, el coeficiente
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metabdélico, el coeficiente de crecimiento, el tamafio corporal, la
longevidad, la capacidad de reproduccién, el niumero de crias, el

sexo del organismo y la naturaleza de la estructura social.

En el laboratorio se han realizado estudios en los que se ha
comprobado la influencia de alguna de estas variables de manera
particular sobre el inicio de la pubertad, a pesar de que es
pertinente sefalar que los factores ambientales intervienen de
manera integral sobre los organismos y no aisladamente. Entre las
variables estudiadas en el laboratorio se encuentra la luz, que se
ha visto puede modificar el inicio de la pubertad, dependiendo de
los ciclos de luz-obscuridad; es asi que en las ratas sometidas a
periodos de luz continuos desde el nacimiento hasta los 21 dias de
edad, presentan apertura vaginal 6 difas antes que las hembras
sometidas a periodos normales de luz-obscuridad. Cuando a las ratas
desde el nacimiento se les pone en obscuridad continua, la apertura
vaginal se presenta 16 dias después, en comparacién de las ratas
control. Estos resultados se han comparado con los datos obtenidos
al medir los niveles hormonales en .estos animales, encontrédndose
que las .gonadotrofinas se elevan tempranamente en las ratas que

presentaron apertura vaginal temprana (Sandlier, 1969).

La influencia de la temperatura en el inicio de la pubertad
se ha estudiado también en varias especies. En el ratén de
laboratorio se puedo observar que, manteniendo a los animales a

.

-3° C con respecto al grupo control, que se mantuvo a 21° C, se da
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un retraso de 7 dias en la apertura vaginal de los ratones
tratados, pues en el grupo control la apertura vaginal se dié a
los 26 dias, mientras que, en el grupo tratado se presenté a los
33 dias. En estos experimentos, se reporta también una diferencia
notable en el establecimiento del ciclo estral, pues en el grupo
tratado se establecié en promedio a los 61 dias, a diferencia del
grupo control, en donde se presenté a los 38 dias de edad. Sin
embargo, debemos sefialar que en ambos grupos la apertura vaginal
se di6 teniendo los animales el mismo peso corporal de 13 gramos.
Estos estudios realizados por Barnelt en 1962 lo condujeron a
sugerir que el retraso en el incio de la pubertad, se puede deber
a las demandas prioritarias necesarias para el metabolismo. Una
consideracién necesaria es mencionar que la temperatura a la cual
se realizé el estudio, que fué de -3° C, tal vez sea una
temperatura muy baja que de alguna manera dréstica est4 modificando
el inicio de la pubertad. Estudios realizados por Knudsen en 1962,
en los que trabaijé diferentes rangos de temperatura (18°, 25° y 32°
C) no se encontré diferencia en la edad a la que se incio la

pubertad (Sandlier, 1969).

En estudios en los que se ha empleado a la rata, se ha visto
gque es mds resistente al efecto del frio que el ratén, ésto se
demostré estudiando poblaciones de ratas que se encontraron en
Alaska, en condiciones extremas, y otras localizadas en Baltimore
USA, en condiciones mds estables, y se observé dque el

establecimiento de la pubertad, en ambos grupos no presento
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diferencias. Por estas investigaciones, se ha considerado que la
temperatura si modifica el inicio de la pubertad en los roedores,
aunque este efecto va a variar seguin la especie y también sequn
los factores relacionados con la deplesién en 1la tasa de
crecimiento de los organismos, ya gque hasta el momento resulta un
poco dificil separar, entre los efectos primarios de la temperatura
al reducir el crecimiento, y el efecto primario sobre el inicio de

la pubertad (sandlier, 1969).

El factor nutricional es una variable dificil de evaluar y de
cuantificar en el inicio de la pubertad, ya que paticipan las
proteinas, grasas, carbohidratos, minerales y vitaminas que
constituyen el régimen nutricional adecuado; por lo que al
realizarse estudios en cuanto a su efecto, resulta complejo de
interpretar, pues cada elemento tiene un efecto sobre los procesos
reproductivos, ademds de que realmente no sabemos si estos
nutrientes participan en 1las necesidades energéticas de la
reproduccién o en las necesidades energéticas que no tienen
relacién con la reproduccién (Sandlier, 1969; Bronson, et. al.,

1986).

Los experimentos en los que se han utilizado animales de
laboratorio a los cuales se les ha reducido el aporte nutricional,
se ha visto que presentan un marcado retraso en el inicio de la
pubertad. Por ejemplo ratas a las que que se alimento con raciones

de 1/3 a 1/4 de su racién calérica normal la madurez sexual se
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alcanz6 después que el grupo control. Reduciendo en la dieta, 1las
proteinas o dando una concentracién alta de proteinas, pero
restringiendo algun mineral como el fésforo, o el sodio se puede
provocar también un retraso considerable. En el macho, 1la
deficiencia de vitamina E en su dieta desde el nacimiento, produce
una degeneracién irreversible en el epitelio seminifero al llegar

a la pubertad (Sandlier, 1969).

El factor social es otro regulador del inicio de la pubertad,
que seéun Bronson et. al. (1986), puede ser abordado desde dos
categorias de régulacién, gque en ocasiones no son sencillas de
separar. La primera es la via que han desarrollado de manera
directa y especifica muchos mamiferos para modular los estadios
finales del desarrollo reproductivo, por medio de discretas sefiales
tdctiles y ferhormonales que se envian entre los miembros de la
misma especie. Y la segunda categoria social en la que se involucra
un estado emocional de aversién, que puede tener efectos notables

sobre el desarrollo puberal (Bronson, et. al., 1986).

Bronson et. al., (1986) propone un modelo de, como el medio
ambiente requla el desarrollo reproductivo en los mamiferos, que

nosotros reproducimos a continuacién (Esquema 1).
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Esquema 1.- Diagrama de Ta regulacion del medio ambiente sobre el desarrg
110 de Ja actividad reproductora. Los factores ambientales mejor conocidos
y que al parecer son los de mayor importancia se encuentran fuera del drea
obscura y las interacciones derivadas de estos factores ambientales se lo-
calizan en el 4rea obscura. Las Tineas punteadas muestran una influencia
al azar miéntras que las 1ineas continuas muestran rutas de adaptacidn al
medio ambiente. En este diagrama se considera al medio ambiente social
como la presencia de una fuente potencial de midltiples experiencias que
se dan azarosamente y que se pueden interpretar como diferencias en el
crecimiento corporal de Jos individuos. E1 momento en el gque se inicie la
fertilidad en los organismos generalmente es el resultado entre las dis-
tintas influencias ambientales antes esquematizadas. (Bronson et. al.,

1986)
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SEGUNDA PARTE.

Revisién de la literatura sobre la histofisiologia del testiculo

y ovario.

1.- Endocrinologia del Testiculo.

En el aspecto endocrinolégico de la reproduccién, el llamado
eje hipotdlamo-hipéfisis~génada es el encargado principal de 1la
regulacién de esta actividad de importancia en la perpetuacién de
las especies. Mucho de lo que actualmente se conoce en cuanto a
los mecanismos de regulacién de este eje, es la herencia de
investigadores gque desde hace muchos aflos se preocuparon por
observar y experimentar acerca de la reproduccién animal, sin
embargo, vale la pena mencionar que en la epéca reciente se ha
obtenido una gran cantidad de informacién y se ha progresado en la
comprensién de los mecanismos hormonales involucrados en la
- regulacién de la actividad reproductiva, gracias al desarrollo de

técnicas mds sofisticadas y precisas.

Bdsicamente el funcionamiento endécrino relacionado con la
reproduccién depende de un grupo de substancias liberadas en
ciertas partes del sistema nervioso central, y de manera
sobresaliente a nivel del hipotdlamo, como son los factores

liberadores, gque estimulan a la secrecién en la hipofisis anterior,
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cuyas hormonas gonadotréficas a su vez, tienen un efecto sobre las
gbénadas para la produccién, entre otros factores, de estrégenos y
andrégenos, y estos esteroides a su vez regulan al hipotédlamo y
otras estructuras del sistema nervioso aéi como a la hipéfisis
misma. Se establecen de esta manera dos sistemas, uno de
estimulacién hormonal entre el hipotdlamo e hipéfisis y entre la
hip6fisis y .las génadas; y otro de retroalimentacién o feedback
entre las gonadas y el sistema nervioso e hipotdlamo y entre las

génadas y la hin6fisis (Esaquema 2) (Bogdanove, 1972).

Hipotdlamo

Hipotdlamo

INHIBINA

FSH
Testfculo

Testiculo
AN ceruta de
&1ula d R
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Tdbulo s fero
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U0
Esquema 2.~ Mecanismos de retroalimentacién del eje hipotflamo-hip6fisis-
testiculo. La GnRH (hormona liberadora de gonadotrofinas) estimla la
liberacién de la IH (hormona luteinizante) y FSH (hormona foliIculo esti-
mualante). la IH estimula a la célula de Leydig para la sfntesis de testos
terona (T) y estradiol (E), los cuales van a tener un efecto negativo o
positivo sobre la hipSfisis y el hipotflamo, segin el caso. La FSH estimu
la a la c€lula de Sertoli, que se localiza en los t@bulos seminfferos a la
sintesis de inhibina, que va a tener un efecto negativo sobre la hipSfisis
y tal vez sobre el hipotdlamo. - (Morgan, 1983)
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La relacién entre el hipotdlamo y la hipéfisis es una relacién
intima, anatémicamente representada por el sistema porta
hipofisiario (Esquema 3) que proporciona una via por la cual las
hormonas o factores liberadores de hormonas hipofisiarias,
producidos en las neuronas del hipotdlamo, son liberados en los
sinusoides de la adenohipéfisis, y estimulan a las células de esta

a sintetizar y secretar (Bogdanove, 1972).
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Esquema 3.~ Sistema porta-hipofigiario. (Ham, 1987)
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El tratamiento de animales con LHRH produce un incremento en

los niveles séricos de LH, y también en los niveles de FSH aunque
de menor proporcién. La liberacién de LHRH durante 24 horas sucede
a manera de pulsos y no de modo constante, a lo largo de la vida
reproductiva (Morgan, 1983). La LH es liberada siguiendo un patrén
bifdsico, lo que se ha demostrado en el varén adulto normal y en
la mujer en las diferentes fases del ciclo menstrual, excepto
durante un periodo corto cercano a la ovulacién en que se registra
una descarga grande de LH. Al parecer la FSH también sigue un
patrén bifdsico de secrecién, pero este sélo se ha podido demostrar
en la mujer, durante la fase folicular del ciclo mestrual, en el
varén este patrén bifdsico para la FSH no se ha reconocido. Los
eventos celulares que ocurren durante esta secrecién bifdsica no
se conocen, sin embargo se ha postulado un diferente umbral de
respuesta de las células gonadotropas hipofisiarias a los pulsos
de LHRH que seria menor para LH que para FSH (de Kretser, et. al.,

1983).

En relacién con el eje hipotdlamo-hip6fisis-génada, se ha
identificado que las neuronas de los nicleos hipotalédmicos producen
un decapéptido capaz de estimular a las células gonadotropas de la
adenohip6fisis. Esta hormona o factor liberador se conoce con el
nombre de hormona liberadora de la hormona luteinizante (LHRH) por
la primera accién que le fue reconocida. Sin embargo, se ha visto
que es también capaz de provocar la secrecién de la hormona

foliculo estimulante (FSH), por lo que se le ha llamado de modo méas
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general, hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH). Es importante
sefialar que existen algunos reportes que sugieren la existencia de
una hormona liberadora de FSH, sin embargo los datos experimentales
que se han presentado no apoyan esta hipétesis (Morgan, 1983). La
evidencia de que la LHRH produce la secrecién de FSH y LH es
contundente, sin embargo la potencia que tiene el factor liberador
sobre cada gonadotrofina es diferente. Por 1lo que no se descarta
la posibilidad de que exista también otro mecanismo que regule de
manera independiente a la FSH bajo ciertas condiciones (de Kretser,

et. al., 1983).

Los esteroides gonadales, son también un factor capaz de
modular la magnitud y la forma del patrén de secrecién de las
gonadotrofinas, como sucede con el estradiol, que puede ser el
responsable del cambio del patrén bifasico al monofdsico de gran
magnitud que precede a la ovulacién, evidencia de ello es el que,
en las neuronas que contienen LHRH en el hipotdlamo se ha
demostrado la presencia de estradiol en pequerias cantidades, ademds
de haberse demostrado que los esteroides gonadales son capaces de
estimular a las neuronas del sistema nervioso central (SNC) para
la liberacién de péptidos que, actualmente se sabe participan en
la actividad reproductiva y en la conducta en general. La manera
de cémo actuan dichos esteroides en las células del SNC para que
sean liberados estos péptidos ain no se ha establecido con claridad

(Kalra, y Kalra, 1986).
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En la etapa puberal se ha visto gue existe un incremento en

la secrecidén de FSH y LH, probablemente mediado por un incremento
en la secrecién endégena de LHRH, pues, en nifios en etapa
prepuberal y en varcones con Hipogonadismo Hipogonadotréfico, la LH
presenta episodios de liberacién de menor proporcién, 1o cual, muy
probablemente se deba a una deficiencia endégena de LHRH. Todo ésto
ha conducido a que se postule que la LHRH participa de manera muy
importante en la produccién y liberacién de la FSH y LH por la
adenohip6fisis, aun sin que se haya establecido la madurez (de

Kretser, et. al., 1983).

La LH y la FSH son sintetizadas por determinadas poblaciones
celulares que se encuentran en la hipéfisis, a las cuales se les
ha intentado caracterizar con base en diferentes pardmetros entre
los que se han considerado su capacidad tintorial al aplicarse
algunas técnicas, o por su afinidad a alguna reaccidén
inmunohistoquimica, o con base en la ultraestructura gque presentan.
Sin embargo, los hallazgos encontrados no arrojan informacién que,
de manera concreta, defina si existen poblaciones celulares
diferentes para cada gonadotrofina, pues se ha visto, con pruebas
inmunohistoquimicas, que tanto la LH como la FSH se localizan en
las mismas células. Estas células redondeadas se situan
ordinariamente junto a los sinusocides; son PAS positivas, pero no
se tifen con la aldehido-fucsina. A la microscopia electrénica se
ha cbservado gque las células gonadotropas de la hipofisis contienen

un complejo de Golgi yuxtanuclear muy grande y reticulo
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endopldsmico bien desarrollado, con cisternas tortuosas,
frecuentemente dilatadas por un contenido homogéneo de baja
densidad, adem&s se ha demostrado la existencia de grénulos
esféricos que, al parecer, permiten hacer una distincién entre dos
tipos de células, pues existen unas que presentan grénulos
secretores que miden 200 nm. y otras células que presentan grénulos
secretores de 200 y 700 nm. Esto se ha interpretado de dos maneras
diferentes, ya que algunos consideran que se trata de diferentes
fases de un ciclo secretor y otros investigadores proponen gque se
trate de diferencias celulares en la secrecién por un lado de LH

y por otro de la FSH (Fawcett, 1987; de Kretser, et. al., 1983).

Las gonadotrofinas secretadas por 1la hipéfisis son
glucoproteinas constituidas por dos cadenas peptidicas denominadas
alfa (0) y beta (8). La subunidad 6 de la LH y de la FSH son
parecidas, incluso se ha visto que otras glucoproteinas como la
hormona tirotréfica (TSH) y la gonadotrofina coriénica (hCG), en
su subunidad O son similares. A diferencia de la subunidad 8, la
cual al parecer determina las diferencias tanto estructurales comc
biolégicas, pues experinmentalmente se ha visto que al combinar la
subunidad O de la TSH y la subunidad B de la LH, el hibrido formado
actua como hormona luteinizante, a diferencia, si se constituye un
hibrido que tenga la subunidad O de la LH y la subunidad B de 1la
TSH, el resultado que se obtiene es que este hibrido funciona como
hormona tirotréfica estimulando a la tiroides. Se ha visto también

que la actividad bioldgica de la LH y hCG es 15 misma incluso se
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sabe gue, en la estructura de la cadena 8, sélo difieren en el
nimerc de aminodcidos agregados en el carboxilo terminal (Morgan,

1983).

La LH secretada por la hipé6fisis se descubrié en el varén y
se le denominé hormona estimulante de la célula intersticial (ICSH)
pues se vié que estimulaba a la célula intersticial del testiculo

(célula de Leydig) para la sintesis de andrégenos (Morgan, 1983).

Actualmente se sabe que la LH de las hembras y la ICSH de los
machos son idénticas. Se ha comprobado ademds por diversos estudios
que la LH y la hCG se ligan con alta afinidad y especificidad a la
célula de Leydig, siendo dicha captacién de la hormona a nivel de
la membrana plasmatica; después de un tiempo, estas gonadotrofinas
se pueden localizar intracelularmente, lo gque provoca que se
cuestione el mecanismo de accién de las gonadotrofinas sobre las
células de Leydig (Castro, et. al., 1972; Ascoli, 1977). A pesar
de estos resultados experimentales, no se puede apoyar la
posibilidad de que las gonadotrofinas actuen a nivel nuclear, sino
mds bien 1las pruebas experimentales apoyan de una manera
contundente la acci¢n de las gonadotrofinas a nivel de la membrana

plasmética (de Kretser, et. al., 1983).

La LH, una vez liberada por la hipéfisis, llega al testiculo
y estimula a la célula de Leydig para que se dé 1la

esteroidogénesis, gque conduce a la sintesis y liberacién de
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andrégenos, Esta sintesis de andrégenos es iniciada por la unién
de la LH a receptores especificos que se localizan en la membrana
plasmatica de la célula de Leydig. Esta unién de la LH al receptor
estimula a la Adenilciclasa, que se localiza fija en la membrana
plasmdtica, catalizando la sintesis de AMPc, el cual se une a una
subunidad receptora de la proteinquinasa, que a su vez activa una
subunidad catalitica. Se cree que la fosforilacién de estas
proteinas de las células de Leydig, facilita la conversién del
colesterol a pregnenolona y aumenta la sintesis de andrégenos

(Morgan, H. E., 1983).

La liberacién de la LH por la hipéfisis regula la cantidad de
andrégenos liberados a la circulacién por la célula de Leydig,
estimulando la sintesis de testosterona in vivo e in vitro. Cabe
sefialar que en la regulacién de la testosterona también pueden
estar implicadas la FSH y la prolactina. La respuesta aguda de la
célula de Leydig a la LH, involucra la activacién del complejo
enzimdtico que controla el sitio de ruptura del colesterol, a
diferencia de los efectos obtenidos a largo plazo en los que se
involucra la sintesis de nuevas proteinas y un incremento en la
actividad de algunos sistemas enzimdticos involucrados en la

sintesis de testosterona (de Kretser, 1983).

Observaciones hechas en animales adultos hipofisectomizados
han permitido demostrar que el incremento en 1la respuesta

testicular a la LH que se observa durante la madurez sexual es un
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efecto mediado por la FSH, la cual actua sobre los tubulos
seminiferos y también en el tejido intersticial incrementando el
numero de receptores a LH en la célula de Leydig (Odell, et. al.,

1973).

Se ha propuesto también que la accién ejercida por la LH,
puede verse aumentada probablemente por la prolactina, modulando
la cantidad de receptores que contiene la célula de Leydig, pues
en ratones enanos en los que los receptores a LH estan disminuidos,
pueden ser incrementados con la administracién de prolactina.
También en el Hamster, la regresién sexual estacional que sufren
estos animales, estd asociada a la caida en los niveles plasmidticos
de testosterona y, por lo tanto, a una reduccién de los receptores
testiculares a la LH; lo mds interesante de estos fendémenos, es que
pueden prevenirse con la administracién de prolactina (de Kretser,

et. al., 1983).

En cuanto a los mecanismos de inhibicién de la secrecién de
LH, se ha demostrado que el estradiol participa de manera
sobresaliente en la supresién de la LH y FSH. Esta inhibicién se
da administrando cantidades en microgramos, a diferencia de 1la
inhibicién provocada por testosterona en donde se requieren de
cantidades en miligramos para que se dé una respuesta inhibitoria
(Naftolen, et. al., 1971 a). Otro hallazgo importante es el de
haber demostrado que, en el hipotdlamo, el sistema limbico, y la

hipéfisis, la testosterona puede ser aromatizada a estradiol
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(Naftolen, et. al., 1971 b), lo que permite postular que el
estradiol pueda mediar una influencia negativa sobre la secrecién
de LH, ademas de considerarse que la testosterona puede inhibir a
la LH a través de su aromatizacién a estradiol (de Kretser, et.
al., 1983). Aunque, en un estudio realizado por Santen en 1975
postulé que la testosterona y el estradiol ejercen efectos

diferentes sobre la secrecién de LH (de Kretser, et. al., 1983).

El aumento en la LH produce una hipertrofia de las células
de Leydig y un aumento en la secrecién de andrégenos, mientras que
los niveles bajos de LH estan asociados a una reduccién en la
actividad de las células de Leydig. Un descenso en la concentracién
de testosterona produce un aumento en la liberacién de LH en la
circulacién general y, en respuesta a este ascenso de LH en la
sangre, las células de Leydig secretan testosterona que a su vez,
inhibe la secrecién de LH. De tal manera que el hipotdlamo, la
hipéfisis y las células de Leydig forman una unidad funcional

(Morgan, 1983).

Otros factores muy importantes que intervienen de manera
sustancial en la regulacién de la funcién testicular son la FSH y

la Prolactina.

La FSH, como ya mencionamos anteriormente, es una
gonadotrofina secretada por la adenohip6fisis, que tiene un patrén

de secreci6n, un efecto sobre la actividad testicular y un



mecanismo de feedback, diferente al de la LH.

Los primeros estudios que permitieron establecer 1la
importancia de la FSH sobre la actividad gonadal se derivan de las
observaciones realizadas en animales castrados, los cuales
presentaban niveles muy altos de FSH. Estas observaciones
iniciales, fueron mds tarde corroboradas con la medicién de los
niveles de FSH en animales con dafos en ovario y testiculo (de

Kretser, et. al., 1983).

Cuando se estudié 1la asociacién del dafo al epitelio
senminifero por medio de procedimientos experimentales y el
subsecuente incremento en 1los niveles circulantes de FSH, se
postulé la posibilidad de la existencia de un factor liberado por
el tubulo seminifero, capaz de regular la liberacién de la FSH.
Inicialmente se pensé en la testosterona como posible supresor,
pues se vié que era capaz de suprimir la liberacién de FSH, sin
embargo, para que ésta supresién se diera era necesario administrar
dosis muy altas, ademds de que se observé que esta inhibicién se
daba a nivel de la liberacién de FSH y no sobre su sintesis, por
lo qgue mds tarde algunos investigadores propusieron que la
testosterona podia estar actuando en combinacién con alguna otra
substancia intratubular que fuera un esteroide diferente, para asi
modular en conjunto la secrecién de la FSH. Esta hipétesis se
planteé con hase en los estudios ultraestructurales de la célula

de Sertoli, la cual muestra un reticulo endopldsmico liso,
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mitocondrias con crestas tubulares e inclusiones lipidicas, o sea
todos los rasgos de las células productoras de esteroides, ademéds
de asociar la evidencia experimental de la capacidad de los tubulos

seminiferos para la sintesis de esterocides (Fawcett, 1975).

La capacidad de 1la célula de Sertoli de convertir
androstenediona a estradiol, provocé que se planteara la
posibilidad de que el estradiol pudiera ejercer una influencia
selectiva en la secrecién de la FSH, sin embargo esta hipétesis no
cuenta con la evidencia experimental suficiente (de Kretser, et.

al., 1983).

Otros estudios revelaron la existencia de un extracto no
esteroide que actualmente se sabe es sintetizado por la célula de
Sertoli, al cual se le denominé Inhibina. La Inhibina es una
hormona glucoprotéica, constituida por dos subunidades diferentes,
ligadas por puentes disulfuro, las cuales inhiben la produccién y/o
secrecién de las gonadotrofinas hipofisiarias, preferencialmente
a la FSH. Se ha sugerido la nomenclatura 0 y B para las dos
subunidades. La subunidad O es una molecula de 20 kilodalton (kDA)
la subunidad B de la inhibina es de 31-32 kDA., la cual ha sido
purificada y clonada de suero porcino, bovino, ovino y humano. A
la inhibina por lo tanto se le puede asignar un peso molecular de
6-44 (Burger, 1988). La liberacién de FSH en sistemas in vivo e in

vitro es suprimida por esta subtancia. (de Kretser, et. al., 1983).
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En cuanto a la participacién biolégica de la FSH, se ha
demostrado que la célula de Sertoli sufre cambios morfoldégicos al
administrarse FSH en ratas que han sido previamente
hipofizectomizadas. Ademds de observarse que la FSH es necesaria
para la iniciacién de la espermatogénesis en etapas puberales,
aunque cabe mencionar que para el mantenimiento de la
espermatogénesis, la FSH no resulta indispensable en algunos
animales como la rata adulta, en la gue se puede mantener la
espermatogénesis con la administracién de testosterona o
dihidrotestosterona, a diferencia de otras especies como 1los
primates o el borrego en donde la espermatogénesis se mantiene

administrando FSH y andrégenos (de Kretser, 1983).

Se sabe también que la FSH participa estimulando a la célula
de Sertoli para la produccién de la proteina transportadora de
andrégenos (ABP) (Esquema 4). Experimentalmente se ha visto que la
administracién intravenosa de FSH a ratas de 14 a 16 dias de edad
provoca, un incremento en el contenido testicular de ABP, aunque
este efecto también se ha demostrado con la administracién de LH
o testosterona. Sin  embargo, los resultados obtenidos
experimentalmente permiten establecer que la FSH es principalmente
la hormona responsable de la secrecién de ABP hacia la luz de los
tubulos seminiferos. Algo también notable es el hecho de que 1la
produccién de ABP se modifica en el tubulo seminifero, dependiendo
de la etapa del ciclo espermatogénico en la que este se encuentre

siendo un 70% mAs abundante cuandc el epitelio seminifero se



encuentra en la etapa VII-VIII en la rata adulta (de Kretser,

al., 1983).

Esquema 4.- Diagrama de la funcién hormonal de la c€lula de Sertoli.

La FSH (hormona foliculo estimulante) secretada por la hip&fisis estimla
a la cBlula de Sertoli para que sintetice ABP (protefna transportadora de
andr6genos) que se conjuga con la T (testosterona) sintetizada por la
célula de Ieydig, la que ha sido estimulada por la IH (Hormona luteini-
zante). En el caso de la rata la ABP-T es vertida solo hacia la luz de
los tfibulos, a diferencia del humano en donde también se vierte hacia

los capilares. (de Kretser, et. al., 1983)
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2.~ Espermatogénesis.

Los estudios acerca del epitelio seminifero, han permitido
reconocer los cambios gque ocurren durante la formacién de los
espermatozoides, asf{ como la dindmica del tibulo seminifero que
tiene lugar durante el proceso espermatogénico. Es asi como se
conocen las asociaciones celulares que se dan en dicho epitelio,
las cuales se suceden unas a otras a lo largo del tiubulo. La
secuencia completa de las diferentes asociaciones celulares se

conoce como ciclo espermatogénico.

El que exista durante el ciclo espermatogénico la formacién
de asociaciones celulares especificas y una secuencia en su
aparicién en un drea dada del tubulo seminifero es un proceso bien
sincronizado. Incluso existe una relacién numérica entre los
diferentes tipos celulares dentro del testiculo y su nimero
absoluto dentro de un corte transversal del tibulo (Steinberger,

y Steinberger, 1975).

von Ebner (1871) formulé el concepto de onda del epitelio
seminifero apoydandose en el andlisis de la cinética, de 1la
espermatogénesis en relacién al tiempo y al espacio. Mas tarde
Regaud en 1901 amplia este concepto y postula la idea de que la
"onda es en el espacio y el ciclo es en el tiempo". La existencia
de una onda en el epitelio seminifero ha sido descrita en el

testiculo de varios mamiferos como el ratén, toro, cobayo, conejo,
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carnero, oso, perro, gato y marsupiales (Steinberger, vy

Steinberger, 1975; Austin, y Short, 1982).

En 1961 este concepto de onda propuesto por Von Ebner y Regaud
fue confirmado y definido con gran presicién en los tubulos
seminiferos de la rata (esquema 5). Haciendo un andlisis de cortes
seriados en los que se llevé a cabo una reconstruccién de los
tibulos seminiferos, estableciédose la presencia de estadios
especificos del ciclo en un arreglo consecutivo a lo largo del
tabulo, asi dos segmentos adyacente son entre si, menos o méds
avanzados en su desarrollo y siempre con una direccién. Sin embargo
los segmentos pueden variar en longitud en los diferentes tibulos.
Examinando longitudinalmente en direccién distal a la rete testis,
las asociaciones celulares se muestran en orden descendente. Esta
secuencia se rompe ocasionalmente por distancias cortas, lo que se
ha llamado modulaciones de los segmentos ordenados (Steinberger,y

Steinberger, 1975).



PROXTMAL

DISTAL

Esquema 5.~ Representaci6n del concepto de onda espermatogénica en la rata.
Se muestra la secuencia de la onda espermatogénica en el tfulo seminifero
de la rata. Notese la continuidad de los segementos y el orden descendente
que tienen de la porcién proximal a la distal, asf como el que pueden
ocurrir diferencias en la longitud de los segmentos. (Steinberger y
Steinberger, 1975).
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Leblond y Clermont (1952) establecieron, con base en las
caracteristicas morfoldgicas y los cambios que suceden en el
acrosoma de las espermatidas, la existencia de pasos o fases bien
definidas en la diferenciacién de éstas hacia espermatozoides, que
para la rata son 19. Esto ayudé a la elaboracién de un concepto mas
claro de lo que se entiende por ciclo espermatogénico, al cual se
le define "como una serie de cambios en un &drea dada del tibulo
seminifero entre dos estadios de
desarrollo aparentemente iguales". En la rata el ciclo completo

consta de 14 estadios o 14 asociaciones celulares tipicas. (Esquema

6)
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Esquema 6.~ Estadios del ciclo espermatogénico en la rata. Distribuci6n de
las 14 asociaciones observadas en el epitelio seminifero de la rata. En
cada columa estdn los tipos de c€lulas que definen a cada asociacifén ce-
‘lular (nfmero ramano en la base). Cada asociacién celular se define por
el grado de desarrollo de la espermétida presente. Courout, et. al., 1970)



41

Al sequirse este esgquema, uno puede ver el progresc de una

sola célula germinal a lo largo de las diferentes fases de
desarrollo, es decir, esta maduracién se puede seguir desde la

espermatogonia tipo A hasta la formacién de espermatozoides

localizados en la luz del tibulo.

Para la formacién de espermatozoides en el proceso
espermatogénico se sabe que son necesarios cuatro ciclos del
epitelio seminifero en la rata. La duracién de la espermatogénesis
ha sido determinada en algunas especies de mamiferos entre las que
se encuentra el ratén que presenta una espermatogénesis de 34.5
dias, la rata de 48 dias, y en el hombre de 64 dias. Existen
trabajos en los que esta duracién del «ciclo se describe
detalladamente, especificando el tiempo empleado en la duracién de
la fase S del ciclo celular en las diferentes espermatogonias, el
tiempo transcurrido en la profase meiética de los espermatocitos
primarios, asi como el del proceso de espermiogénesis de las

espermdtidas (Courot, et. al., 1970).

El estudio de la cinética en la maduracién del epitelio
seminifero como ya lo mencionamos, se comenzé a delinear desde el
siglo pasado por Von Ebner en 1871, y por Benda en 1887 quienes
sugirieron que el epitelio seminifero estd en un constante y
progresivo desarrollo, caracterizado por la formacién de células
mas maduras y mds diferenciadas a partir de células germinales no

diferenciadas aun. Esto ha provocado en las dos iltimas décadas,
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que diversos autores propongan numerosas hipétesis en las que se
plantea una explicacién a la cinética de la espermatogénesis

(Steinberger,y Steinberger, 1975).

Por investigaciones realizadas en nuestro siglo a este
respecto se ha podido ver que existe degeneracién celular en los
diferentes niveles de las divisiones celulares, que varia segiin la
especie, ya que en la rata es aproximadamente de un 50% en las
espermatogonias tipo A, a diferencia del carnero y del toro en
donde esta degeneracién se dd en las espermatogonias de tipo

intermedio (Courot, et. al., 1970).

La sucesién de varias generaciones de espermatogonias en la
cinética de la espermatogénesis, ha apoyado la idea de que este
proceso permite la renovacién de las células madre, ya que se da
una proliferacidén continua del epitelio germinal a lo largo de la
vida adulta del macho. Existen varias teorias formuladas para
explicar como es este proceso de renovacién de las células madre
(espermatogonias). Una de las teorias propuestas por Clermont y
Leblond (1953) plantea la hipétesis de que, al comenzar cada ciclo
espermatogénico las divisiones de las células madre dan como
resultado la formacién de nuevas células madre adicionales, las
cuales se mantiene en estado de latencia hasta el siguiente ciclo,
y la formacién de espermatogonias tipo A, las cuales entran en el
proceso espermatogénico. lLas espermatogénias adicionales latentes

se dividen para formar una nueva generacién de células madre
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adicionales y una nueva generacién de espermatogonias tipo A y de
esta manera repetir el proceso cada ciclo. Como consecuencia de
esta explicacién de la posible renovacién de las células madre, se
ha hecho una distincién morfolégica de los tipos de espermatogonia
tipo A que se forman durante los cuatro picos de mitosis que se dan
en estadios epecificos del proceso espermatogénico (estadios IX;
XII;XIV y I~I1), los diferentes tipos de espermatogonias producidas
en estos picos se han designado como espermatogonias tipo Al, A2,
A3, y A4. Es a la luz de estos hallazgos que se han propuesto
diversas hipdtesis con respecto a las caracteristicas de las
células madre. Una de esas es la propuesta por Monesi en 1962, que
plantea el que la espermatogonia tipo A es la célula madre; a
diferencia de Hilscher, et. al., en 1969, gue consideran a la
espermatogonia tipo intermedio como la célula madre. Sin embargo,
Clermont y Bustos-Obregon (1968) proponen a la espermatogonia A4
como la célula madre, DeRooj y Kramer (1968) consideran un

planteamiento similar (Steiberger,y Steinberger, 1975).

El planteamiento hecho por Clermont y Bustos-~Obregon (1968)
para la :enovacién de las células madre en la rata, se basa en la
existencia de cinco distintos tipos de espermatogonias tipo A (A0,
Al, A2, A3, y Ad4). Segiin esta hipétesis las espermatogonias que van
del tipo Al al A4 son las encargadas de la actividad proliferativa
que conduce a la formacién de més células germinales. A esta serie
celular se 1le considera células madre "renovables", 1la

espermatogonia A0 es considerada en esta propuesta, como la célula
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madre de "reserva", esta célula permanece en un estado de latencia
hasta que por alguin motivo el epitelio seminifero sufre dafio y es
necesario la restauracién total del mismo. Tal vez esta
espermatogonia A0 sea andloga a la espermatogonia primitiva tipo
A descrita por Steinberger, et. al.,en 1964, o a la espermatogonia
inmadura tipo A descrita por Sapsforden 1962, o a la célula
transicional descrita por Beamont y Mandl en 1963 (Steinberger, y

Steinberger, 1975).

Huckins en 1971, propusé una hipétesis completamente diferente
en la cual, no se incluye el concepto de espermatogonia tipo A0,
é1 ha propuesto la siguiente clasificacién en la que caen todos los

tipos de espermatogonias pero de una manera muy diferente.

1.=- células madre (As)
2.- células proliferativas (Apr, Aal)

3.~ células diferenciadas (Al, A2, A3, A4, Ain y B)

Segun estas categorias las células As se encuentran
distribuidas al azar a lo largo del tidbulo seminifero, siendo
éstas las "verdaderas" células madre que constituyen el
compartimento de células de reserva. Las espermatogonias As se
dividen periédicamente de manera azarosa dando origen a sus células
hijas, las espermatogonias Apr, éstas entran en una serie de
divisiones sincronizadas que conducen a la formacién de las células

en cadena o espermatogonias alineadas (Aal), las cuales constituyen
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el compartimento proliferativo y que se transforman en
espermatogonias Al, éstas entran al compartimento de diferenciacién
de las espermatogonias, que se caracteriza por una serie de
divisiones sincronizadas en estadios especificos del ciclo, por lo
que se da la formacién de espermatogonias A2, A3, A4, intermedias
y B; en la idltima divisién se forman las células meidticas o
espermatocitos primarios (Steinberger, 1974: Steinberger,y

Steinberger, 1975).

COMPARTIMENTO DE As (Ais)

CELULAS MADRE

COMPARTIMENTO DE Apr_pAal_,Aal

PROLIFERACION

COMPARTIMENTO DE

DIFERENCIACION »| AlA24A3 A4 In, Bymeiosis

Modelo porpuesto por Huckins (1971) para la renovacién vy
diferenciacién de las espermatogonias en el testiculo de la rata

adulta. Este modelo de renovacién de las células madre y

diferenciacién de las espermatogonias ha sido apoyada por estudios

realizados en el testiculo del ratén, empleando timidina tritiada
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como marcador. Los datos obtenidos apoyan este concepto de
renovacién de las células madre y no el de que exista una
espermatogonia tipo AoO. Sin embargo, aunque 1los datos
experimentales recientes apoyan 1la hipétesis de renovacién
propuesta por Huckins en 1971, existen ain muchas incégnitas a
resolver eﬁ cuanto a los mecanismos involucrados en la induccién
de las espermatogonias madre para entrar a la etapa proliferativa

(Huckins, 1971).

Steinberger en 1974, apoyandose en este modelo de renovacién
y diferenciacién de las espermatogonias en el testiculo de rata,
y en la evidencia experimental existente de la participacién
hormonal en este proceso, propuso un esquema tentativo del control
hormonal en la iniciacién de la espermatogénesis. Dicho esquema
contempla al proceso espermatogénico desde la vida fetal hasta la
vida adulta, dividida en tres etapas; la fetal, la transicional y
adulta (cuadro 1), en el que se establece la probable influencia
hormonal en la transicién de los tipos celulares. No se ha
demostrado de manera concluyente la participacién hormonal en la
replicacién de 1los gonocitos, pero su transformacién a
espermatogonia primitiva probablemente requiera testosterona. La
replicacién de las células del compartimento de proliferacién (Apr,
Aal) puede ser gque no requiera de hormonas y la diferenciacién de
este compartimento de proliferacién al compartimento de
diferenciacién (Al, etc.) sea un evento independiente de la accién

hormonal. A partir de la diaquinesis, para que las divisiones
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meiéticas se completen y para la formacién de espermdtidas se
requiere de manera absoluta la testosterona. Para la diferenciacién

completa de la espermatide en sus uUltimas fases es necesaria la FSH

(Steinberger, 1974).



tipo celular

GONOCITOS

ESPERMATOGONTA
PRIMITIVA TIPO
A

ESPERMATOGONIA

TIPO A

ESPERMATOGONIA

TIPO B

ESPERMATOCITO
DIAQUINESIS
ESPERMATIDE
PASO 1
ESPERMATIDE
PASO 15
ESPERMATIDE

PASO 19

CUADRO 1

evento
replicacién

diferenciacién

transformacién
replicacién
diferenciacién

transformacién
replicacién
diferenciacién

transformacion

diferenciacion

transformacién

profase

divisién

diferenciacién

diferenciacién

control hormonal

?
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probablemente no requiere ninguna

hormona

?

? testosterona

testosterona

? testosterona

?

probablemente no requiere ninguna

?

no requiere

no requiere

testosterona

? testosterona

FSH y ? testosterona

Esquema tentativo del control hormonal en el inicio del proceso de espermato
génesis. (Steinberger, 1974) -
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El cuadro 1 es un esquema tentativo del control hormonal en

el inicio del proceso de espermatogenesis (Steinberger, 1974).

Las espermatogonias son las células madre de las cuales se
derivan los otros tipos celulares. En los mamiferos, en los que se
ha descrito el proceso de espermatogénesis, se han identificado
distintos tipos de espermatogonias, entre las que se consideran a
las espermatogonias las tipo A, tipo intermedias, y las tipo B. En
términos generales podemos decir que esta clasificacién propuesta
por diferentes investigadores se basa principalmente en las
caracteristicas del tamafio nuclear y la disposicién de la cromatina

(Roosen~Rung, 1962; Courot, et. al., 1970).

Las espermatogonias de tipo Al en todos los mamiferos, son
células grandes con un micleo ovoide que tiene el eje mayor
paralelo a la membrana basal y su cromatina con un aspecto
homogeneo y de aparariencia polvosa, aunque en el casoc de los
roedares el nucleoplasma es obscuro. Estas células se sabe sufren
una serie de divisiones mitéticas sucesivas que da una serie de
espermatogonias tipo A, que se pueden clasificar segin el niumero
de divisiones sufridas, siendo muy variable dependiendo de cada
especie. Por ejemplo en la rata y el ratén se sabe existen cuatro
generaciones de espermatogonias tipo A, a diferencia del toro en
el que suceden tres generaciones. Clermont y Leblond (1953) al
estudiar estas divisiones mitéticas de las espermatogonias A en

rata, encontraron que en cada ciclo, ésta espermatogonia da origen
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a otras dos espermatogonias las cuales dan cuatro células tipo A,
de las cuales una queda en estado de latencia hasta el siguiente

ciclo (Courot, et. al., 1970; Austin y Short, 1982).

Las espermatogonias intermedias denominadas as{ por algunos,
son las células de la primera o de las dos primeras generaciones
en las que el nicleo tiene una apariencia grumosa Yy que se
encuentra precediendo a los espermatocitos primarios. Sin embargo
otros investigadores no hacen una distincién entre las
espermatogonias que presentan un micleo con cromatina grumosa y la
generacién siguiente considerdndolas a todas como espermatogonias
tipo B. Estas células ya sean tipo intermedio o tipo B se
caracterizan por presentar un decremento progresivo en su tamafio
y una tendencia a tomar una forma esférica a lo largo de las
divisiones hasta llegar a la Gltima generacién de espermatogonias.
La membrana nuclear presenta acumulaciones de cromatina que hacen
que se tifia mds intensamente ei nicleo, incluso en el nucleoplasma
existen unos pequefios grdnulos de
heterocromatina. A las generaciones de espermatogonias intermedias
se les ha descrito en diversas especies como en la rata, ratén,
carnero, toro y oso, en las que se presenta una sola
generacién de espermatogonias intermedias, a diferencia del conejo
en donde se han descrito dos generaciones; en el hombre y en el
mono no se ha reportado ninguna generacién de espermatogonias
intermedias. El numero de generaciones en las espermatogonias tipo

B se ha visto que depende también de la especie, pues en algunas
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existen una generacién y en otras dos o cuatro (Courot, et. al.,

1970; Roosen-Runge, 1962).

Después de 1la espermatogonia se forma el espermatocito
primario. Este espermatocito recién formado presenta
caracteristicas muy similares a las de las espermatogonias de las
cuales se derivaron, sin embargo, conforme avanzan hacia la luz
del tudbulo comienza a aumentar su citoplasma y a ser claramente
mayores. Estos espermatocitos primarios pasan por una corta fase
de Gl y por una etapa de duplicacién de DNA; esta fase que precede
a la profase se le denomina preleptoteno. Inmediatamente después
de ésto el espermatocito primario entra en la profase meiética. En
esta etapa la cromatina del nucleo se comienza a organizar en
cromosomas filamentosos finos, que son tipicos del leptoteno de la
meibésis. Los cromosomas homélogos que se duplicaron ya en el
preleptoteno, se aparean de manera muy estrecha durante el zigoteno
por medio de complejos sinaptoténicos, en este estadio es en el que
se lleva a cabo la recombinacion del material genético, ésto es
conocido como crossing over. Después de ésto viene el dipléteno,
estadio en el cual los cromosomas completan sus procesos de
acortamiento y desaparacen los complejos sinaptoténicos. Una vez
que se ha completado el emparejamiento de los cromosomas en los que
se han formado los cromosomas bivalentes o tetradas continia el
enrollamiento y acortamiento, que d4 como resultado la formacién
de cordones cromosémicos mds gruesos y mds evidentes, lo cual es

caracteristico del estadio de paquiteno; durante este estadio a
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los cromosomas duplicados se les puede observar como diadas o
cromdtidas hermanas que se mantienen unidas por sus centrémeros
Como estos estadios de la profase meiética son largos, se ha
reportado que para algunas especies dura aproximadamente veintidos
dias, es posible ver en cortes transversales de tubulos
seminiferos, espermatocitos primarios en cualquiera de los
diferentes estadios de la profase. Cuando la profase concluye la
membrana nuclear desaparece; las tetradas se disponen en la placa
ecuatorial de la metafase I. En la anafase I los centrémeros de
cada par homélogo se desplazan hacia los polos opuestos del
espermatocito primario llevando con ellos a ambas cromitidas. La
anafase I y telofase I se terminan rdpidamente, de lo que resulta
la formacién de espermatocitos secundarios que tiene s6lo la mitad
de cromosomas presentes al inicio de este proceso. Los
espermatocitos secundarios permanecen en interfase poco tiempo y
es por eso que diffcilmente se les observa en cortes de los tiubulos
seminiferos. La segunda divisién meiética que sufren los
espermatocitos secundarios es muy corta, con una breve metafase II
en la que los cromosomas se alinean en la placa ecuatorial, despues
viene la anafase II en la que los centrémeros se dividen como
ocurre en la mitosis, permitiéndose asi que las cromatides hermanas
se desplacen, cada una, hacia los polos opuestos. Al concluir la
meidésis con la telofase II, se forman espermdtidas que cuentan ya
con una dotacién haploide de cromosomas (Courot, et. al., 1970;

Fawcett, 1987).
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Ademds de los cambios nucleares sufridos por los
espermatocitos durante la meiosis, se han hecho otro tipo de
observaciones como el aumento en la cantidad de RNA de manera
significativa en las etapas tempranas del espermatocito primario,
ademds de existir una ausencia notable en el crecimiento del
citoplasma y del nicleo en fases posteriores. La actividad
metabdlica en estas células es alta en periodos especificos, a
diferencia de las espermatogonias en las cuales, es muy reducida.
Cuando el espermatocito primario estd en la fase de leptoteno,
presenta una elevada actividad de fosfatasa, la cual declina
durante el paquiteno y que vuelve a incrementarse en el diploteno.
En los espermatocitos secundarios la sintesis de RNA se ha
detectado en el carnero y de manera muy débil en el ratén (Rossen-

Runge, 1962; Courot, et. al., 1970; Fawcett, 1987).

Las espermdtidas que resultan de la segunda divisién meiética
son células redondas de caracteristicas citolégicas muy similares
a los espermatocitos secundarios. Estas espermatidas, células
haploides, no sufren ya ninguna divisién sino un proceso de
transformaciones que va a dar origen al espermatozoide. Este
proceso de metamorfosis involucra modificaciones estructurales del
niicleo y la formacién de nuevos organelos. A este proceso por el
cual, pasa la espermdtide se le ha denominado Espermiogénesis, para
facilitar su descripcién, se le ha dividido en cuatro fases que
son: La fase Golgi, la fase de casquete, la fase acrosémica y la

fase de maduracién. Cuande la espermdtida estd en una etapa
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temprana, se caracteriza por ser una célula relativamente pequeiia
esférica o poligonal de nidcleo esférico pequeiio de 5 a 6 u de
didmetro que contiene cromatina finamente granular y teiiido
pdlidamente; puede verse un pequefio aparato de Golgi en el
citoplasma yuxtanuclear. Las fases de la espermiogénesis se han
establecido apoydndose en las observaciones realizadas en cortes
tefiidos con la técnica de PAS con la que es posible distinguir las
qlucoproteipas de las estructuras acrosémicas que reaccionan con
esta técnica, incluso estas cuatro fases se les ha podido
subdividir en varias subfases por los estudios realizados en
microscopia electrénica, las cuales varian segun la especie siendo
19 en la rata (Esquema 7), 16 en el ratém y 14 en el mono

(Steinberger,y Steinberger,1975; Austin y Short, 1982).
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@ . ‘ Fase Golgi
Fase de Casquete @ @ .

599)) -

Acrosoma

PR

Esquema 7.- Espermiogénesis en la rata. Del paso 1 al 3 se encuentra la fa
se de Golgi; del paso 4 al 7 la fase de casquete; del paso 8 al 14 la fase
de acrosoma y del paso 15 al 19 la fase de maduracién. (Steinberger y
Steinberger, 1975)
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Durante la fase de Golgi los grénulos proacrosémicos que se
encuentran separados de la regién del Golgi, se fusionan en un
glébulo grande y tunico, el grédnulo acrosémico, que estd contenido
dentro de una vacuola o vesicula acrosémica envuelta por una
membrana. Este grédnulo se adhiere a la cara externa de la envoltura
nuclear, el lugar de esta adherencia sefiala el futuro extremo
anterior del micleo del espermatozoide. El aparato de Golgi
permanece estrechamente relacionado con 1la superficie de 1la
vesicula acrosémica y continda formando pequefas vesiculas que se
van fusionando con la membrana de la vesicula acrosémica y vierten
su contenido en ella, a la vez que la van agrandando (Austin y

Short, 1982).

En la segunda fase, la membrana limitante de la vesicula
acrosémica va aumentando su superficie de contacto con la envoltura
nuclear, y forma un delgado pliegue que se extiende sobre el polo
del micleo, llegando por ultimo a cubrir toda su superficie
hemisférica anterior en forma de un capuchén. El1 granulo
acrosémico, mientras tanto, permanece localizado en el polo del
nicleo. Mientras estén en marcha las primeras fases de la formacién
del acrosoma en el polo anterior del nicleo, los centriolos emigran
al extremo opuesto de la espermatida. Aqui el centriolo distal se
orienta perpendicularmente a la superficie de la célula y actua
como corpisculo basal del flagelo que crece fuera de la célula

aungue cubierto por la membrana plasmdtica (Austin y Short, 1982).
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En la tercera fase, o fase acrosémica se dan profundas
modificaciones en el acrosoma, en el nicleo y el flagelo,
caracterizada por una condensacién de la cromatina Yy un
alargamiento de la espermdtida. Aunque la mayor parte del acrosoma
permanece localizado en el polo anterior del nmicleo, durante esta
fase de la espermiogénesis, su sustancia se va extendiendo
gradualmente en una delgada capa dentro de 1la membrana que
constituye el capuchdén hasta que, al final, coinciden en extensién
el acrosoma y el capuchdn, constituyéndose entonces el capuchén
acrosémico, llamado a menudo simplemente acrosoma. En su forma
definitiva es una estructura en forma de capuchén, limitada por
membrana y que contiene una sustancia rica en hidratos de carbono
y en enzimas hidroliticas, que varia de tamafio y forma en las
diferentes especies, pero estd presente en los espermatozoides de
todos los mamiferos. El nicleo de la espermdtida se alarga y se
aplana durante este periodo. Su cromatina granular, fina y
uniformemente dispersa, se va transformando en finas bandas o
filamentos que posteriormente se acortan y se engruesan para formar

grédnulos densos y gruesos (Austin y Short, 1982).

conforme progresa el desarrollo, la masa del citoplasma se
desplaza para colocarse detrds del polo caudal del nicleo y se
alarga para rodear la parte proximal del flagelo. El cuerpo
cromatoide, estructura especial que estd presente dentro del
citoplasma también en las fases anteriores, se aproxima al

centriolo distal para formar una estructura en forma anular gque se
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llama anillo, esta estructura se tifie intensamente con hematoxilina
férrica y a la microscopia electrénica parece estar constituido por
material denso filamentoso Yy granular. Esta estructura era llamada,
por los histélogos cldsicos, centriolo anular, en la creencia de
que se originaba por una divisién desigual de uno de los
centriolos. Las mitocondrias, que hasta este momento se encontraban
distribuidas en la periferia del citoplasma, migran hacia el
flagelo y lo rodean. Mds tarde daran lugar a la vaina mitocéndrica
de la parte media del espermatozoide. Casi al mismo tiempo los
microtibulos citopldsmicos se reinen para formar una estructura
cilindrica, llamada vaina caudal o manguito, que parece ser se
inserta en el nicleo y rodea la parte inicial del flagelo (Courot,

et. al., 1970: Astin y Short, 1982).

Durante la cuarta fase o fase de maduracién, los grénulos
densos del nicleo se hacen ain mds gruesos, aumentando su tamafio
a expensas de los espacios interpuestos, hasta que por uUltimo, se
fusionan y el nicleo se transforma en una masa densa y homogénea

(Austin y Short 1982; Fawcett, 1987).

El anillo o centriolo anular que rodea al flagelo se mueve a
lo largo de éste a cierta distancia del centriolo distal y marca
los limites entre la parte media y la parte principal del flagelo.
El manguito o vaina caudal desaparece durante la fase final del
desarrollo de la espermdtida. Al principio de esta cuarta fase se

forman nueve fibras largas externas alrededor de los microtibulos
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axiales del flagelo, las cuales corren a lo largo de éste y
terminan un poco antes de su extremo distal final. Las fibras
externas se fusionan para formar una vaina a nivel de los
' zentriolos, que cubre al centriolo distal; dichas fibras pueden
continuarse con el centrioclo proximal que, parece ser, posibiita
el movimiento del flagelo. Esta vaina presenta el punto de
insercién del flagelo y constituye la pared de la porcién que lo
conecta con el cuello. Al nivel de la parte flagelar, las
mitocondrias se alinean en espiral alrededor de las fibras externas
formando la vaina mitocéndrica de la porcién media. En la porcién
distal, se forma una vaina fibrosa alrededor de las fibras
externas, y en la porcién terminal del flagelo no hay vaina fibrosa
ni fibras externas (Fawcett, 1987).

Durante la fase de maduracién en la rata aparece una nueva
estructura en la cabeza de la espermdtida denominada bastoncillo,
que se localiza en la porcién apical del nicleo debajo del
acrosoma, probablemente en el espacio subacrosémico, se desconoce

por completo su naturaleza y funcién (Austin y Short, 1982).

Cuando concluye la espermiogénesis se elimina la mayor parte
del exceso de citoplasma, éste contiene un gran nimero de
ribosomas, gotitas de lipidos, mitocondrias en degeneracién, asi
como membranas del aparato de Golgi constituyendo asi lo que se
conoce con el nombre de cuerpo residual de Regaud, el cual se
elimina hacia la luz de los tiubulos o es fagocitado por la célula

de Sertoli, misma que ha tenido la funcién de soporte para 1la
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espermdtide durante este proceso de cambio. Inmediatamente después
de la fagocitosis de los cuerpos residuales, las espermdtidas
maduras son liberadas, quedando en la 1luz de los tibulos
seminiferos como espermatozoides libres (Roosen-Runge, 1962; Austin

y Short, 1982).

En cuanto a la capacidad de sintesis de estas células durante
este proceso tan complejo, se sabe que, al inicio de 1la
espermiogénesis, las espermdtides son capaces de sintetizar RNA,
esto se demostré en exper;mentos realizados en ratén y jamster,
ademds de probarse que esta capacidad no estd presente en las

espermdtidas que estan ya alargadas (Courot, et. al., 1970).

purante la fase de maduracién, las espermdtidas elongadas
presentan un fenémenoc de reemplazo de las histonas nucleares,
caracteristicas de las histonas de las células somAticas que son
ricas en lisina, por un nuevo tipo de histonas ricas en arginina,
se ha visto la incorporacién de arginina tritiada eh el rétén Yy en
el carnero, a esta histona nueva se le ha 1llamado histona
espermdtica (Rossen-Runge, 1962; Courot, et. al., 1970; Austin y

Short, 1982).

Una vez que los espermatozoides estan libres en la luz de los
tibulos seminiferos, estos viajan lentamente por los conductos
seminiferos rectos y por la red testicular, de ah{ pasan a través

de los conductos eferentes para llegar al epididimo en donde pueden
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ser almacenados por largos periodos, este almacenamiento se da

principalmente en la cola del epididimo (Courot, et. al., 1970).

Los espermatozoides que se emiten del testiculo, no son
funcionalmente maduros, éstos adquieren su movilidad y su capacidad
de fertilizacién durante su paso a través del epididimo en un
proceso final de maduracién (Courot, et. al., 1970; Austin y Short,

1982).

La morfologia final del espermatozoide consta de dos porciones
la cabeza y un flagelo o cola, el flagelo se subdivide en cuello,
pieza media, pieza principal y la pieza terminal (Austin y Short,

1982: Fawcett, 1987) (Esquema 8).
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Cabeza
Reaibn postacrosSmica
Cuello

ieza media

Col ieza principal

Pieza terminal

Esquema 8.- Espermatozoide de rata (Austin y short, 1982).
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Existe un cierto porcentaje de degeneracién celular en los
diferentes niveles de las divisiones mitéticas (Courot, et. al.,
1970). Se sabe gque existen tres puntos criticos en 1la
diferenciacién de las células germinales, en los que se da una
pérdida celular considerable. El1 primer punto critico ocurre
durante el desarrollo de la espermatogonia, en donde se involucran
principalmente espermatogonias tipo A2 y A3, incluso se sabe que
casi el 10.6% de todas las células de tipo A2 forman racimos
necréticos durante la profase. Se reporta por Oakberg (1956) que
las células de tipo A en el ratén degeneran en un 25% (Huckins,

1978).

El siguiente punto critico en el que se aprecia una pérdida
de células, se d4 durante las divisiones meiéticas. En la rata por
ejemplo, Clermont (1962) observé que la produccién de espermdtidas
fué de s6lo del 73% del valor esperado, mientras en el ratén
Oakberg (1956) obtuvo una produccién del 87% del valor anticipado.
Mas tarde durante la espermiogénesis en el paso 10 y 11, 1las
espermatidas son particularmente vulnerables y se ha calculado que
existen un 18% de pérdida en este paso. En resumen, la produccién
de espermatozoides es s6lo de alrededor del 50% del nimero

tedricamente esperado (Huckins, 1978).
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3.~ Célula de Sertoli.

Otro tipo celular que se encuentra dentro de los tiubulos
seminiferos y que no forma parte de las células germinales, es la
poblacién de células de soporte no proliferativas, llamadas células
de Sertoli. A esta célula se le ha descrito de manera clédsica por
los morfélogos, como una célula con un nicleo ovoide irregular o
piramidal, orientado de modo perpendicular a la lamina basal. Con
la ayuda de la microscopia electrénica, se ha revelado que la
célula de Sertoli presenta una forma compleja. Su nucleo se ha
visto es de forma irregular, su nucleoplasma es homogeneo y parece
contener una buena cantidad de eucromatina de textura
fibrogranular. Presenta también un prominente complejo nucleélar
que ha provocado controversia entre los investigadores, por sus
estructuras muy particulares de las que se desconoce su funcién

(Fawcett, 1975).

En cuanto a sus organelos citoplasmdticos se ha visto que
contienen un buen numero de mitocondrias delgadas y largas, que
presentan una configuracién interna ortodoxa con crestas orientadas
generalmente de manera transversal. Su matriz es moderadamente
densa y contiene tipicamente pocos grénulos. Las mitocondrias del
citoplasma basal estan orientadas azarosamente, mientras éstas, en
la porcién supranuclear tienden a estar orientadas paralelamente

al eje de la célula (Fawcet, 1975).
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El aparato de Golgi no es un organelo completamente localizado
en la porcidén yuxtanuclear de otras células, sino que por estudios
realizados en microscopia electrénica parece consistir de varios
complejos de Golgi o dictiosomas, dispersos en todas las
prolongaciones de la célula. Estos complejos de Golgi estan
constituidos por cisternas paralelas un poco cortas y asociadas a
pequefias vesiculas. Hasta ~ahora no se han identificado
especificamente las sustancias metabolizadas y secretadas por este

organelo en esta célula (Fawcet, 1975).

Existe reticulo endopldsmico liso y rugoso. El1 reticulo
endopldsmico rugoso es predominante en el citoplasma basal y esté
generalmente arreglado en forma de tidbulos, pero ocasiona}mente se
amontona en cisternas paralelas. El reticulo endoplésmico liso es
generalmente mds abundante que el rugoso pero pueden existir
diferencias en cuanto a la abundancia segun la especie. Al parecer
en los rumiantes es considerablemente mids abundante que
en los roedores comunmente utilizados en el laboratorio. En el
carnero existen agregados tubulares conspicuos y elementos de
cisterna del reticulo que se encuentran en la regién basal y que
frecuentemente se asocian con 1lipidos. Algo notable es la
localizacién de masas densas de reticulo endoplésmico liso en el
citopldsma de las células de Sertoli que inmediatamente rodea a
las espermAtidas durante el desarrollo del acrosoma. Esta

localizacién es mds obvia en el toro, cerdo, cordero, antilopes,
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gacelas y otros artioddctilos, aunque cabe sefialar que también es
notable en algunos roedores. Estas concentraciones de reticulo
endopldsmico liso se observan primero en las células de Sertoli
que soportaban espermdtidas en la fase temprana del acrosoéma

(Fawcett, 1975).

En la fase tardfa, la malla que forma el retfculo endopldsmico
liso en las etapas anteriores, se dispersa guedando una cisterna
de reticulo que permanece muy cerca a la membrana plasmitica de la
célula de Sertoli. Esta cisterna que se encuentra por debajo de la
superficie, es ya de vreticulo endopldsmico rugoso la cual
frecuentemente tiene pocos ribosomas sobre la superficie que da al
citoplasma y ninguno en la cara que da hacia la superficie celular.
Generalmente estd separada de la membrana celular por una capa
delgada rica en paquetes ordenados de filamentos. Este complejo
parece constituir una especializacién para mantener la cohesién

entre la espermdtida y la célula de soporte (Fawcett, 1975).

En cuanto a las inclusiones citoplasmaticas, rara vez se
encuentran en células de los animales de laboratorio y domésticos,
sin embargo en las células de Sertoli del testiculo humano, se
presentan dos tipos de cristales. Los cristales grandes de 10 a 25
4 de largo por 2 a 3 u de ancho y que originalmente fueron
descritos por Lubarsch referidos como cristales de Charcot-Bdltcher
y cristales pequefios de 1 a 5 u de largo por 1 p de ancho

descubiertos por Spangaro y que generalmente se denominan con este
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nombre. No se sabe cual pueda ser la funcién de estos cristales

(Fawcett, 1975).

El contenido de 1lipidos en la célula de Sertoli es muy
variable de especie a especie, en cuanto a la cantidad total y al
tamafio de la gotas de lipidos. En la rata, las gotas de lipidos
son abundantes en los estadios IX al I del ciclo espermatogénico,
las gotas son grandes después de 1la liberacién de los
espermatozoides. Lacy ( ) describié los cambios ciclicos del
contenido lipidico de las células de Sertoli de la rata, el maximo
ocurre justo después de la liberacién de los espermatozoides y
después disminuye lentamente en los siguientes estadios del ciclo
espermatogénico. Los lipidos presentes inmediatamente después de
la espermiacién, son probablemente derivado de la fagocitasis de
los cuerpos residuales. Incluso se sabe que después de dafios al
epitelio germinal, en los qgue se provogue degeneracién de las
células germinales, la cantidad de lipidos de la célula de Sertoli
aumenta. Estas observaciones llevaron a Lacy en 1967 a proponer que
en el ciclo espermatogénico normal la fagocitosis de cuerpos
residuales por las células de Sertoli, provee material utilizable
para estas células, para la sintesis de uno o mids esteroides que
actuan como hormonas locales o estimulando a los espermatocitos a

completar la meidésis (Fawcett, 1975).

Otra caracteristica anatomo-funcional de la célula de Sertoli,

muy importante, es el de formar con las demds células de Sertoli
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la barrera hematotesticular (Esquema 9). Esta barrera constituida
por uniones de tipo ocluyente permite la formacién de dos
compartimentos, el compartimento basal y el compartimento
adluminal. En el compartimento basal se localizan espermatogonias
y espermatocitos en preleptoteno mientras que en el compartimento
adluminal, pasando la barrera hematotesticular se localizan 1los
diferentes tipos celulares germinales. Se sabe, por estudios en
los que se ha probado la permeabilidad de 1la barrera, que las
substancias no penetran al compartimento adluminal, ademds de que
el establecimiento de esta barrera de proteccién para las células
germinales precede al inicio de la espermatogénesis en etapas
puberales, ya que en la rata por ejemplo la aparicién de la barrera
hematotesticular, como tal, se da entre los 16 y 19 dias de edad.
En los roedores de laboratorio, la barrera hematotesticular estd
constituida por dos componentes, un componente adventicio
constituido por las uniones de las células epiteloides de la capa

contractil peritubular y las de Sertoli (Fawcett, 1975).

La participacién de esta célula de Sertoli en cuanto a la
requlacién endécrina del testicnlo. ya fué descrita en péarrafos
anteriores. Sélo resta decir, que a pesar de lo gue se conoce en
cuanto a su estructura y su participacién en la regulacién
endécrina del testficulo, aln se desconoce mucho de su papel en los

procesos de la espermatogénesis.
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Esquema 9.- Barrera Hematotesticular. (Casanova)

4.- Célula de Leydig.

Otra célula importante en el testiculo es la célula de Leydig
o célula interticial del testiculo que se localiza en el estroma
del tejido conectivo de 1los testiculos, entre 1los tubulos

seminiferos.

Estas células tienen, en el periodo fetal, una participacién
muy importante en la sintesis de andrégenos requeridos para la
diferenciacién del aparato réproductor masculino. La actividad
secretora de la célula de Leydig en la vida prenatal, parece entrar
en regresién después del nacimiento. Durante el periodo prepuberal

las células de Leydig adquieren un aspecto indiferenciado, hasta
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el inicio de la pubertad, en donde nuevamente, tienen el aspecto
de una célula de Leydig bien diferenciada (Clegg, 1966; Knorr, et.

al., 1970).

La abundancia y las relaciones topogrédficas de la célula de
Leydig en el tejido intersticial varian considerablemente entre
las especies. De un estudio comparativo realizado por Fawcet, et.
al., en 1973, se concluye que existen tres patrones de organizacién
del tejido intersticial, 1) en el que existe un volumen pequefio de
células de Leydig asociadas con tejido conectivo escaso y con
sinusoides linfaticos peritubulares extensos; 2) racimos de células
de Leydig con abundante tejido conectivo laxo drenado por vasos
linfdticos y 3) células de Leydig abundantes que ocupan el tejido
intertubular, pero con poco tejido .conectivo Y pocos vasos

linfdticos (Hodgson y Hudson 1983).

La célula de Leydig en el testiculo adulto, en la rata, se
caracteriza por encontarse en racimos, los cuales se localizan
relacionados estrechamente a vasos sanguineos. Los vasos sanguineos
y las células de Leydig estan separados sélo por una delgada capa

de endotelio.

Ssu forma es poliédrica irregular ¢ esférica, miden
aproximadamente 10 u de didmetro, presentan un nicleo grande y
esférico con heterocromatina dipuesta periféricamente y con uno o

dos nucleolos bien evidentes. El aparato de Golgi de estas células
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estd bien desarrollado. Sus mitocondrias son abundantes y de
diferentes formas y tamafios, aunque algo muy caracteristico de este
organelo es la presencia de crestas tubulares. Algunas mitocondrias
contienen en su matriz algo que parecen ser inclusiones lipidicas.
Presenta un reticulo endopldsmico liso extenso caracteristico de
las células esteroidogénicas. En la rata, estd moderadamente
desarrollado y compuesto completamente por tubulos interconectados
formando una red a través del citoplasma. Estos tidbulos del
reticulo endopldsmico liso son mas irregulares en el didmetro y
arreglo en la rata que en el hombre. En estudios morfométricos muy
detallados del retficulo endopldsmico liso en la rata, se ha
calculado que ocupa un 23.7 % del volumen citoplasmédtico y con una
superficie total que es once veces la membrana plasmitica. Esta
4rea tan basta del reticulo endopldsmico liso en la célula de
Leydig, contiene muchas enzimas necesarias para la biosintesis de
esteroides, incluso se ha calculado que secreta hasta 10800
moléculas de testosterona por minuto (Hodgson y Hudson, 1983). Se
han encontrado parches de reticulo endopldsmico rugoso disperso a
lo largo del citoplasma y frecuentemente interconectado al reticulo
endopldsmico liso. También existen abundantes peroxisomas, que son
de un didmetro pequefio y de forma irregular, asi como lisosomas,
los cuales generalmente son esféricos con un didmetro promedio de
0.48 u. Se sabe qQue generalmente contienen fosfatasa &cida que
probablemente digiere material tomado por la célula o regiones
citoplasmaticas focales que se han desgastado, ademds de

relaciondrseles en el proceso de internalizacién del receptor a LH
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'y su regulacién (Hodgson y Hudson, 1983). En el humano pueden
observarse en el citoplasma 1la presencia de cristales
citoplasméticos de 3 p o mds de grosor y de unas 20 p de largo a
los cuales se les conoce con el nombre de cristales de Reinke, de
los cuales hasta ahora se desconoce su funcién. El citoplasma de
la célula de Leydig es acidéfilo y con abundantes gotitas de

lipidos necesarias para la sintesis de andrégenos (Fawcett, 1987).

En cuanto al citoesqueleto de la célula de Leydig, no se
observa un arreglo especifico de los microtibulos, aunque algunas
veces aparece radial en la vecindad de los centriolos hacia el
interior de la zona de Golgi. El diametro de los microtibulos es
entre los 250 A y constrasta con los microfilamentos, los cuales

son aproximadamente de 60 A (Hodgson y Hudson, 1983).
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2.- Endocrinologia del ovario.

1) Ciclo estral.

La secrecién de esteroides ovédricos, asi como la secrecién de
gonadotrofinas hipofisiarias y factores liberadores del hipotdlamo,
actuan sobre el ovario mismo, dando como resultado el crecimiento
y maduracién de los foliculos, la ovulacién y la formacién del
cuerpo luteo. El1 proceso ocurre de manera ciclica con 1la
participacién del SNC a través de algunos mecanismos bien
conocidos, como es el caso de los roedores, en los que la ovulacién
requiere de estimulos externos como la vista, la olfacién y el
contacto con otros individuos del sexo opuesto y de otros

mecanismos auin poco conocidos.

La regulacién del ciclo estd determinada por una red compleja
de eventos secretores anatémicos y conductuales que interactuan de
manera ritmica y que funcionan para asegurar la reproduccién

{Bronson, et. al., 1966).

En principio el ciclo estral fué descrito en los roedores a
partir de datos aportados por Sockard y Papanicolau en los que
describieron los cambios ciclicos del contenido celular de un
frotis vaginal, lo que permitié determinar el momento del calor en
las hembras. Mds adelante el ciclo estral fué estudiado con detalle

en el ratén por Allen (1931), Reitschel (1929), Clauberg (1931) y
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otros, estableciendose asi, las bases de los cambios sufridos en
el epitelio vaginal (Snell, 1941). La periodicidad que se observa
en el ciclo estral de hembras ya maduras, es el resultado directo
de cambios también ciclicos que ocurren en la actividad

hipotaldmica, en la secrecién de gonadotrofinas y en el ovario.

El ciclo estral en el ratén y en la rata se ha dividido
convenientemente en cinco estadios o etapas llamadas, proestro,
estro, metaestro 1, metaestro 2, y diestro, los cuales se
establecen por el examen del frotis vaginal que refleja
caracteristicas celulares especificas que dependen de los
estrégenos. Los tres tipos de células que se encuentran en el
frotis vaginal son: leucocitos, células epiteliales cornificadas
y células epiteliales nucleadas, la abundancia relativa de estos
tipos de células, son los que marcan la pauta para definir cada

etapa o estadio (Bronson, et. al., 1966).

En el ciclo estral del ratén albino de laboratorio se han
establecido cinco fases son:

Proestro.- abundantes células epiteliales nucleadas, algunas
células epiteliales cornificadas y escasos leucocitos.

Estro.- células epiteliales cornificadas y unas pocas células
epiteliales nucleadas.

Metaestro 1.~ abundante cantidad de células epiteliales
cornificadas.

Metaestro 2.- abundantes células epiteliales cornificadas y
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abundantes leucocitos.
Diestro.- abundantes leucocitos, pocas células epiteliales

nucleadas y un poco de moco.

Los primeros dos estadios son etapas anabélicas en las cuales
la actividad de crecimiento es progresiva en varias partes del
tracto genital. Estos cambios coinciden en el ovario, con la
ovulacién para que, si ocurre apareamiento, haya fertilizacién. El
tercero y el cuarto estadio, el metaestro 1 y 2 se caracterizan por
ser estadios catabblicos, en los que se dan cambios degenerativos
del tracto genital. Y en el tltimo o primer estadio (segin se vea),
el diestro es un periodo de quiescencia o poco crecimiento (Snell,

1941; Bronson, et. al., 1966).
2) Ciclo ovérico.

Los cambios proliferativos e involutivos que se manifiestan
en la citologia vaginal durante las etapas del ciclo estral, son
el reflejo de los cambios, ciclicos también, en las concentraciones
de hormonas, sobre todo de los estrégenos, en la sangre. En este
ciclo hormonal participan, ademds hormonas hipotaldmicas, 1las
gonadortofinas hipofisiarias, los estrégenos ya mencionados, la
progesterona y los andrdégenos. Las estructuras anatémicas del eje
hipotdlamo-hipéfisis-génada, son por tanto las encargadas de llevar
a cabo a través de la secrecién y requladas por mecanismos de

retroalimentacién positivos y negativos, este ciclo hormonal
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también llamado ciclo ovarico (Bronson, et. al., 1966; Peter.

et.al., 1983).

El ciclo ovdrico que se presenta en los mamiferos, se ha
dividido para su estudio en cuatro fases llamadas: La fase
folicular, la fase proliferativa, la fase ovulatoria y la fase

lutea.

La fase folicular temprana se caracteriza por un incremento
en los niveles plasmiticos de FSH, asi como un ascenso muy leve en
los niveles de LH; los estrégenos se mantienen bajos con cambios
pequeiios, igual que las otras hormonas gonadales. Morfolégicamente
esta etapa se caracteriza porque en el ovario hay un crecimiento
de algunos de los foliculos de reserva. También puede relacionarse
a esta etapa, con la fase de Diestro I del ciclo estral de la rata

(Morgan, 1983).

En la etapa tardia de la fase folicular o fasg proliferativa
del ciclo ovdrico correspondiente al diagnéstico de Diestro II y
Proestro en frotis vaginales, ocurre un aumento en los niveles de
estrégenos, que inicialmente es lento y después es répido,
alcanzando el pico mds alto justo antes de la ovulacién. También
ocurre que los niveles de FSH disminuyen y los de LH se incrementan
lentamente pero de manera constante. Los niveles de progesterona
son bajos durante toda la fase folicular, la secrecién de LHRH

(hormona liberadora de gonadotrofinas)} ocurre a modo de pulsos
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durante las 24 horas del dia (Morgan, 1983; Peter, et.al., 1983).

En la fase ovulatoria hay un incremento brusco en los niveles
de LH; al mismo tiempo, se d4 un aumento en los niveles de FSH,
aungue de menores dimensiones. La cantidad de estrégenos y de 17
O-hidroxiprogesterona disminuye y la progesterona comienza a
incrementarse lentamente. Los niveles altos de LH duran
aproximadamente 24 horas y después caen también de modo brusco.
Todos estos cambios hormonales conducen a la maduracién final de
los foliculos preovulatorios y a la ruptura y expulsién del
ovocito, en los seleccionados (Griff, y Vande-Wiele, 1974). La fase

ovulatoria corresponde por sus caracteristicas al inicio del Estro.

La fase del cuerpo luteo corresponde al Metaestro I y II para
el caso del ratén, y al Metaestro e inicio del Diestro I en el caso
de la rata en los frotis vaginales, Se caracteriza por altos
niveles plasmidticos de progesterona, estradiol, estrona y de la 17
O-hidroxiprogesterona. Los niveles de FSH y LH siguen bajando y
llegan a un minimo que corresponde con el nivel mdximo de
progesterona (Griff, y Vande-Wiele, 1974; Peter, et. al. 1983).
Histolégicamente en esta fase, se observa la formacidén del cuerpo

amarillo.

La secrecién de gonadotrofinas es controlada por mecanismos
de retroalimentacién, en los gque el estradiol es el componente

ovdrico mds importante (Knobil, 1983).
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El efecto de retroalimentacién sobre las secreciones de FSH
y LH es ejercido de manera diferencial; durante el curso de la fase
folicular en que existe una elevacién del nivel sérico de FSH y
declive posterior durante 1las etapas temprana Yy tardia,
respectivamente, durante esta fase, presentidndose asi un mecanismo
de feedback negativo. Contrariamente, los estrégenos ejercen efecto
positivo o facilitador sobre la secrecién de LH cuyos niveles
plasmdticos se incrementan paulatinamente en el curso de la fase

folicular del ciclo (Morgan, 1983).

Experimentalmente el feedback positivo o negativo que ejerce
el estradiol, se demuestra por los distintos efectos que se
obtienen, sobre la secrecién de gonadotrofinas, dependiendo de la
dosis administrada y del momento del ciclo en la que se actia

(Griff,y Vande-Wiele, 1974).

Ademds de estos mecanismos, se ha demostrado que 1la
sensibilidad del eje hipotalamo-hipéfisis a la inhibicién inducida
por los estrégenos, se modifica Ae acuerdo a la cantidad de
estrégenos circulantes y su asociacién con catecolaminas vy
prostanglandinas cerebrales sobre todo en la regulacién de 1la
secrecién de LHRH (Morgan, 1983). Incluso estos mecanismos se han
considerado como basicos en el inicio de la pubertad (Ojeda, et.

al., 1980).
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En la fase folicular temprana, el incremento que se da de la

FSH, se supone causado porque los estrégenos disminuyen durante la
regresién del cuerpo luteo. En esta fase los niveles_ de
progesterona circulantes se mantienen bajos, por 1lo dque se
presentan pulsos de secrecién de LHRH cada hora o cada dos horas,
es decir, son frecuentes, lo mismo ocurre durante la fase

proliferativa (Morgan, 1983).

La informacién acumulada apoya la teoria de que durante la
fase ovulatoria del ciclo, el aumento de los niveles de estrégenos
es el gatillo que dispara el pico preovulatorio de LH; la 17 O-
hidroxiprogesterona, probablemente también participe en este
disparo que tiene como consecuencia la ola de LH que a su vez

estimula la secrecién de progesterona (Griff,y Vande-Wiele, 1974).

Durante la fase de cuerpo luteo los esteroides ovdricos
ejercen una fuerte inhibicién sobre la secrecién de gonadotrofinas,
lo que se puede ver claramente hacia la mitad de esta fase. Se ha
visto que la progesterona ejerce un efecto inhibidor sobre 1la
liberacién hipotaldmica de LHRH, lo que se refleja también en la
secrecién de LH. La frecuencia de los pulsos de la LHRH durante
esta fase se reducen a un pulso cada 4 a 6 horas en la mujer (Peter

H. et. al., 1983).

ESTA TESIS M DEBE
SALR DE LA WBUOTEGA
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3.~ Mecanismos intraovdricos en el crecimiento folicular.

Durante las fases del ciclo ovdrico se dan una serie de
cambios hormonales y anatémicos gque tienen como producto el
promover el crecimiento y maduracién de los foliculos ovdricos que
han de ser ovulados durante la fase ovulatoria, como respuesta a
una ola de LH. Este proceso del ciclo ovédrico depende de la
liberacién de LHRH y su accién sobre la hipé6fisis, la cual a su vez
secreta FSH y LH en las cantidades adecuadas para asi influenciar
la secrecién de hormonas gonadales, que a su vez van a regular la

secrecién de gonadotrofinas (Peter, 1983).

Durante el crecimiento y maduracién de los foliculos hacia
foliculos preovulatorios o de Graaf, los esteroides ovAaricos
secretados por estos foliculos, tienen un papel relevante, ya que
al parecer constituyen un mecanismo intraovdrico que regula el
crecimiento folicular, sumandose éste, a la compleja red de
influencias hormonales involucradas en el ciclo ovdrico. (Richards,

1978).

El crecimiento folicular se pensaba que era un evento ciclico,
sin embargo, en los estudios en los cuales se ha llevado a cabo
marcaje en las células de la granulosa, se vio que es un evento
continuo en el cual, algunos de los foliculos que constituyen la
reserva comienzan a crecer hasta tamafios preantrales, sin que

exista una estimulacién por parte de las gonadotrofinas
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hipofisiarias y estableciéndose que, el inicio del crecimiento
folicular est& aparentemente reqgulado por mecanismos intraovaricos,
los cuales actuan ain en estadios de prefiez y de lactancia (Peters,

et. al., 1975).

En ratas y cobayos maduros en 1los que se practicé
hipofisectomia, se demostré el desarrollo de foliculos hasta tallas
preantrales, asi como un incremento en la atresia folicular de los
foliculos mé&s grandes, 1o que se interpreté como que al parecer las
hormonas gonadales no son esenciales para el crecimiento temprano
de los foliculos y que la atresia sufrida por los foliculos
preantrales es consecuencia de 1la ausencia de gonadotrofinas

{Nakano, et. al., 1975).

El crecimiento folicular en foliculos medianos y grandes, por
el contrario, es dependiente de la estimulacién de gonadotrofinas
(Peters, et. al., 1975). La FSH sola es la responsable principal
de la proliferacién de las células de la granulosa, y lueéo con la
participacién de la LH durante el ciclo, se promueve un
enriquecimiento de la teca, que ya se ha diferenciado, realzando
el desarrollo vascular y la formacién de antro, e induciendo de
manera notable la sintesis de 1la 20 O-hidroxiestroide
deshidrogenaéa. Incrementdndose ademds el numero de receptores a
las gonadotrofinas conforme se da el crecimiento folicular,
constituyendo ésto un modulador mds en el crecimiento folicular

(Lunenfeld, et. al., 1975).
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El crecimiento folicular que conduce a la formacién de
foliculos de Graaf, que son ovulados en respuesta a la ola de
gonadotrofinas de un ciclo, comienzan a crecer al menos 19 dias
antes, estando asi expuestos a tres o mds olas consecutivas de
gonadotrofinas. Este crecimiento folicular continuo se da en etapas
de prefiez o lactancia, probablemente se deba a que los foliculos
de la reserva pueden responder a los estimulos proporcionados por
los niveles basales de FSH y LH. El mecanismo por el cual se va a
determinar cuales foliculos comiencen a crecer, maduren y sean
ovulados, ain no se conoce del todo, sin embargo se sabe que los
cambios en los niveles de FSH y LH durante el ciclo ovdrico son
determinantes (Esquema 10), as{ como la capacidad de respuesta de
los elementos que constituyen al foliculo (Griff, y Vande-Wiele,

1974; Richards, 1980).

PROBABLE PATRON DEL CRECIMIENTO FOLICULAR DLRANTE
CUATRO CICLO ESTRALES £4 LA RATA
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20/ ———crecimiento dot ovocito— . 64
b proliferscidn da las cflulas granulo Spida prolifecacidn
formacibn del antro

Esquema 10.~- (Richards, 1978).
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Los foliculos estan constituidos por 1las células de la
granulosa y de la teca, las cuales forman una unidad que participa
como uno mds de los mecanismos en la regulacién intraovarica del
crecimiento folicular. El funcionamiento de esta unidad de células
tecales y granulosas, estd ligado de manera estrecha a la
estimulacién de gonadotrofinas, a la cantidad de receptores de
estas células a dichas hormonas y al estimulo proporcionado por los
estrégenoé producidos en esta relacién sinérgica (Richards, vy

Midgley, 1976).

La localizacién de receptores especificos a hormonas
gonadotréficas ha demostrado que 1la captacién de FSH estd
restringida a las células de la granulosa mientras que la captacién
de LH se localiza en las células tecales y células luteales. Esta
cuantificacién de los sitios de captacién a la hormona en las
poblaciones celulares del ovario ha provisto la evidencia para
sustentar el concepto de que la respuesta del foliculo o del cuerpo
luteo depende no s6lo de los cambios en las concentraciones séricas
de FSH, LH y prolactina (PRL) sino también a los cambios en el
contenido de sitios de captacién a las gonadotrofinas en las

células (Richards, J.S., 1978).

Ademds se ha demostrado, la presencia de receptores a LH en
las poblaciones de células intersticiales del ovario que
constituyen la gldndula intersticial, encargada de la sintesis de

androstenediona y dehidroepiandrosterona, precursoras de la
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testosterona. La importancia fisioldégica de la sintesis de
andrégenos ovdricos es que, son precursores obligados de 1la
biosintesis de estrégenos por las células de la granulosa, ademds

de inducir la atresia folicular (Erickson, et. al., 1985).

Se demostré hace pocos afios la capacidad de las células de la
granulosa para, a partir de testosterona y androstenediona
sintetizar estradiol ya que poseen un sistema activo de aromatasas
capaz de llevar hasta el final la reaccién de biosintesis de
estrégenos. Asi, células de la granulosa en cultivo, en presencia
de testosterona y estimuladas con FSH, pueden incrementar la’
acumulacién de estradiol, sugiriéndose un aumento dependiente de
FSH en la actividad de aromatasa. Observaciones realizadas en
estudios in vivo en los cuales se ha administrado FSH a ratas
inmaduras hipofizectomizadas el contenido de estradiol ovérico
aumenta cuando se proporciona testosterona pero no cuando se da

dihidrotestosterona (Richards, 1980).

En foliculos pequefios, medianos y grandes las células de la
granulosa presentan receptores a FSH, a diferencia de las células
de los foliculos preovulatorios las que tienen receptores a FSH y
ﬁH, por lo que se puede postular que los cambios en el contenido
de receptores de las células de la granulosa puede determinar la
respuesta de estos foliculos a hormonas especificas. Cuantificando
a lo largo del ciclo estral la cantidad de receptores para

gonadotrofinas en las células granulosas se obtuvo que los
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receptores para FSH permanecen mds o menos constantes a lo largo
del ciclo a diferencia de los receptores a
LH 1los cuales, se incrementan marcadamente en el proestro, es mds
este aumento en los receptores a LH es previo al pico de LH/FSH que
se dd al final del proestro (Richards, y Midgley, 1976; Richards,

1978).

En las células de la teca existen cambios en el contenido de
receptores a LH. Esto se ha demostrado en animales
hipofisectomizados en los que la atresia folicular en foliculos
preantrales aumenta alcanzando valores del 90%, el ovocito y las
células de la granulosa degeneran y las células tecales se
hipertrofian. Estas células hipertrofiadas tienen abundantes
receptores a LH distribuidos homogeneamente en la membrana celular,
ademds de contener 3 B hidroxiesteroide deshidrogenasa (3 BSDH) muy
activa y un almacén de ésteres de colesterol. La importancia de
ésto es que los receptores a LH de las células tecales son capaces

de iniciar una respuesta funcional (Erickson, et.al., 1985).

En la rata se ha demostrado que los foliculos en el proestro
tienen una respuesta mayor a FSH, LH y adenilciclasa asi como un
aumento en la produccién de AMPc con respecto a los foliculos que
existen en el diestro o estro. Aunque el incremento en la
respuesta a LH parece relacionarse en parte a un incremento en el
nimero de receptores a LH en las células tecales y granulosas; el

aumento en la respuesta a FSH se d& en ausencia de un cambio en
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los receptores a FSH por lo tanto la respuesta a FSH produce un
aumento en el numero de células granulosas por foliculo o
probablemente un incremento en el sistema adenilciclasa mediados
por estradiol (Richards, y Midgley, 1976; Hirshfield, y Midgley,

1978 a y b; Richards, 1980).

Desde los afios 30 se establecié que el estradiol puede
aumentar la respuesta ovdrica a las gonadotrofinas in vivo en ratas
adultas que se encuentren ciclando o al final de la preifiez. El
crecimiento folicular hasta foliculos preovulatorios parece
requerir un incremento en la sintesis de estradiol, el cual a su
vez parece depender de un incremento en la respuesta de las células
tecales a la LH y a un incremento en la produccién de andrégenos

derivados de la teca (Richards, 1980).

La participacién del estradiol en los foliculos preovulatorios
combinado con la produccién de AMPc como respuesta a la
estimulacién dada por las gonadotrofinas es al parecer otro punto
muy importante en el desarrollo de los foliculos preovulatorios.
El cémo es el mecanismo por el cual actia el estradiol de manera
sinérgica con las gonadotrofinas es aun poco claro, sin embargo,
se ha establecido claramente que 1la respuesta de 1las células
ovidricas a las gonadotrofinas no sélo depende de la concentracidén
de estas hormonas en el plasma, sino también de el contenido de sus
recéptores en las células blanco, asi como de la composicién del

sistema adenilciclasa, pues el incremento en la actividad de
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adenilciclasa y la produccién de AMPc en respuesta a la FSH en
células de la granulosa de folfculos preovulatorios de rata ocurre
sin que haya un cambio en el numero de receptores a FSH en la
célula de la granulosa, pues al parecer este cambio es en el
sistema de adenilciclasa (Richards, y Midgley, 1976; Richards,

1980).
4.~ Crecimiento Folicular.

El crecimiento folicular se ha descrito como un evento
continuo, en el que los foliculos experimentan cambios morfolégicos
y funcionales en los que se involucra la citodiferenciacién de los
elementos que constituyen el foliculo. El crecimiento folicular,
como ya hemos mencionado depende de la compleja red hormonal que
se lleva a cabo durante el ciclo ovdrico y de mecanismos
intraovdricos que aun no se conocen del todo (Peters, et. al.,

1975).

Los cambios morfoldgicos que se dan en el desarrollo de un
foliculo primario hacia un foliculo preovulatorio o de Graaf ha
permitido establecer las modificaciones en el tamafio, en el nimero
y en el rango de crecimiento de estos foliculos durante el ciclo

estral y en etapas prepuberales.

El cuantificar dichas variaciones en la poblacién de foliculos

en el ovario durante el ciclo estral, obligé a los investigadores
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a proponer distintas clasificaciones que permitieran reconocer los
cambios en la talla de los foliculos durante su crecimiento en las

distintas etapas del ciclo estral.

Una de las clasificaciones mas utilizadas es la propuesta por
Pedersen y Peters (1968) para los foliculos del ovario del ratén,
en la cual, se evaluan y comparan los cambios en el ovocito y el
crecimiento folicular. Esta clasificacién se basa en (1) el tamafo
del ovocito de acuerdo al grado de desarrollo del foliculo; (2) el
tamafio del foliculo caracterizado por el nimero de células de la
granulosa; (3) la morfologia del foliculo. Los foliculos se dividen
en tres grandes grupos: pequefios, medianos y grandes (Esquema 11).
Estos grupos a su vez estan subdivididos en tipos devfoliculos de
acuerdo al numero de células foliculares de la capa granulosa
cuantificadas en un corte transversal del foliculo en el que se
defina claramente el nicleo y nucleélo del ovocito (Pedersen y

Peters, 1968).

Los folfculos pequefios’ son los de tipo 1, 2 y 3a. Los
foliculos tipo 1 son los que presentan un ovocito pequefio con un
dismetro menor de 20 p y sin células foliculares que rodeen su
superficie. Los foliculos tipo 2 presentan un ovocito atun pequeiio,
pero rodeado por células foliculares que no llegan a formar una
cubierta completa o un anillo alrededor del ovocito. L o s
folfculos tipo 3a tienen un ovocito pequefio que se encuentra

rodeado en su totalidad por células foliculares, las cuales no son
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mas de 20.

Los foliculos medianos son los de tipo 3b, 4 y 5a. En los
foliculos tipo 3b el ovocito ha comenzado a crecer y se observa
rodeado por células foliculares que van de 21 a 60 células. L o s
foliculos tipo 4 el ovocito tiene un didmetro que oscila entre
los 20 y 70 i, y se encuentra rodeado por dos capas de células
foliculares, las cuales van de 61 a 100 células. Los foliculos tipo
5a es un estadio transitorio, entre los foliculos medianos vy
grandes de suma importancia, en el que a los foliculos se les
denomina también foliculos preantrales. En algunos foliculos de
este tipo el ovocito mide aun menos de 70 u de didmetro y en otros
ya a alcanzado el m&ximo tamafio. Las células foliculares gue rodean
al ovocito ya son tres capas y su nimerc oscila entre 100 y 200

células.

La categoria de foliculos grandes o antrales esta constituida
por los foliculos tipo 5b, 6, 7 y 8. Los foliculos S5b presentan un
ovocito gque ya tiene el tamafio mdximo y se encuentra rodeado por
varias capas de células foliculares, las cuales van desde 201 a 400
células, aun no existe fluido folicular. Los folfculos tipo 6
tienen varias capas de células foliculares gue comienzan a estar
separadas por 4areas de fluido folicular, el numero de células
foliculares va de 401 a 600 células. En los foliculos de tipo
7 el antro folicular se define con claridad y el nudmero de células

que lo constituye es mayor de 600 y el cumulus ophorus ain no se
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ha formado. Los foliculos tipo 8 tienen ya el cumulus ophorus bien

desarrollado y representa el tipo de foliculo preovulatorio.

oy 201~ 4N0
ipo 4 101~ 200 células S
R o %élulas 401-60
b1 - 100 células
células
Tipo 3b
- €00
fej a1-e0 c8lulas células

Foliculos Foliculos

Tipo 3a medianos grandes

gﬁgzo

células
Foliculos

Tipo 2 -

§? pequefios

Tipo 1 600

@ células

Esquema 11.- Clasificacifén de los folfculos del ovario de ratén.
(Pedersen y Peters,  1968)

A la luz de esta clasificacién y otras similares se ha
descrito la cinética del crecimiento folicular durante el ciclo
estral en diferentes roedores y se ha visto que existe una
asociacién entre el tipo de foliculos presentes y la etapa del

ciclo estral en la que se encuentre la hembra, asi como la
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existencia de una modificacién en el porcentaje de atresia en los

distintos tamafios de foliculos en las etapas del ciclo estral.

En el ratén por ejemplo, los cambios mas notables se dan en
los folficulos que contituyen la poblacién de foliculos grandes.
Durante el proestro los foliculos de tipo 5b son los mds abundantes
y no existen foliculos de tipo 6. Durante el estro se observan
dnicamente folfculos de tipo 7 y durante el metaestro se ven
folfculos de tipo 6 siendo estos los m&s abundantes (Pedersen,

1970).

Mandl y Zuckerman en 1952, reportaron en la rata la existencia
de diferencias significativas en el nimero de foliculos mayores de
350 p de didmetro, correspondientes a los foliculos grandes en el
ratén, en las diferentes fases del ciclo estral. Siendo que el
proceso de atrésia y de degeneracién en esta especie es mds marcado
en los foliculos de 250 u y 349 u de didmetro, que son considerados
foliculos antrales pre-Graaf y que en el ratén serian los foliculos
medianos, en el inicio del estro y en el momento de la ovulacioén.
También ocurre un nimero alto de degeneracién entre los foliculos
de 350 p y 449 u de diametro, que corresponden a los foliculos de
tipo 5b, y siendo rara la atresia y la degeneracién entre los

foliculos mayores de 450y de ovarios normales en la rata.

Estos hallazgos coinciden con las observaciones de Hirshfield

y Midgley en 1978a, en las que reportan que en la fase de estro se
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presentan unicamente folfculos que van de las 390 pu de didmetro a
las 500 u (foliculos de tipo 5b), de los cuales algunos cuantos
sufren atresia. Durante el metaestro se mantienen los foliculos de
estas dimensiones, aunque con un 1ligero descenso en cuanto al
nimero total de foliculos y un incremento en la atrésia folicular.
En el diestro I se continuan presentando foliculos entre los 390
y 520 i de didmetro a diferencia del diestro II en que se observan
foliculos de entre 500 y 650 i de didmetro (foliculos grandes de
tipo 6), mientras que en el proestro se presentan foliculos de 500
y 750 4 y la ausencia de los foliculos medianos, siendo ademds en
estas etapas el porcentaje de atrésia bajo. Ademds de verse que los
foliculos por debajo de las 390 u de didmetro estan presentes en

todas las fases del ciclo estral (foliculos medianos) (Esquema 12).

Esta distribucién de determinados tamafios de foliculos
observados en la rata, se ha relacionado con los cambios hormonales
de la FSH y LH durante el ciclo estral, interpreténdose por ejemplo
la ausencia de foliculos grandes (mayores de 500 u de didmetro)
durante el estro, el metaestro y el diestro I, como un periodo de
sensibilidad limitada del ovario durante la ola de LH (Hirshfield,

y Midgley, 1978 a y b).

El pico de FSH y LH problablemente promueven en conjunto la
estimulacién del crecimiento de los foliculos de reserva, de los
cuales saldrd el foliculo preovulatorio de los ciclos subsecuentes.

Existe la evidencia experimental de que la administracién de un
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antisuero a FSH durante el proestro provoca una reduccién marcada
en el nimero de foliculos entre las 200 y 500 y de didmetro en el
estro ademés de producir modificaciones en el patrén de desarrollo
folicular de otros tipos (Hirshfield, y Midgley, 1978a; Hirshfield,

y Midgley, 1978b; Richards, 1980).
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5.~ Histologia del ovario.

El ovario como elemento del eje hipotdlamo hipéfisis génada
en la hembra madura, desarrolla una actividad dual en la actividad
reproductora, que por un lado estd definida por la sintesis de
esteroides que participan en el ciclo ovdrico promoviendo 1los
cambios proliferativos y degenerativos en el tracto reproductor
femenino y por otro lado participa en la formacién de un 6vulo
maduro y su liberacién. Estas dos funciones que lleva a cabo el
ovario durante la etapa fértil de la hembra, estdn vinculadas a los
cambios estructurales que sufren los elementos histolégicos que

constituyen el ovario (Bronson, et. al., 1966; Geneser, 1984).

El ovario de los mamiferos es un érgano par, que en la mayoria
de las especies es pequefio, aplanado y de forma ovoide o esférica,
Yy en el que se distinguen dos regiones. La regién medular que
contiene numerosos vasos sanguineos, vasos linféticos, tejido
conectivo laxo y fibras musculares lisas. En la regién cortical,
predominan los foliculos ovdricos en distintas etapas de
crecimiento, cuerpos liteos, tejido intersticial y tejido estromal.
Estas dos régiones que se observan en el ovario no presentan

limites precisos (Hummel, 1966; Harrison, y Weir, 1977).

La superficie del ovario esta cubierta por una ldmina continua
de una sola capa de células cubicas o columnares gue constituyen

el epitelio germinal, el cual descansa sobre una membrana basal,
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por debajo de la cual existe una capa de tejido conectivo denso,
gue constituye la tunica albuginea del ovario y que es la

responsable del color blanquecino de éste (Harrison, y Weir, 1977).

Los foliculos ovdricos que se encuentran inmersos en el tejido
intersticial y en el tejido estromal de la regidén cortical, estan
constituidos por un ovocito y células foliculares alrededor de él.
Se distinguen foliculos primordiales, foliculos primarios,
folfculos secundarios y foliculos preovulatorios o de Graaf. El
nimero total de ovocitos en el ovario varia desde ‘el nacimiento
hasta el final de la vida reproductiva, existiendo un decremento
en el mimero total de ovocitos que es muy rapido durante el periodo
desde el nacimiento hasta la pubertad y que después continida, pero
de una manera menos acentuada en la vida fértil de la hembra
(Jones, et. al., 1961). En la rata el numero de ovocitos en ambos
ovarios al nacimiento es de 35000 aproximadamente, disminuyendo
a medida que aumenta la edad. A los 23 dias de edad existen 11000
ovocitos y este nimero se mantiene casi constante hasta 1la
pubertad, continuando una disminuacién a 7000 ovocitos a los 70
dias de edad. E1l decremento sufrido después en el numero total de
ovocitos es bastante regular (Arai, 1920). Algo similar ocurre en
la mujer en la que existe un decremento en el niumero total de
ovocitos, terminando después de la menopausia, cuando desaparecen

los dltimos foliculos en la mujer (Junqueira y Carneiro, 1987).

Durante cada ciclo estral se va a dar como respuesta a 1la
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estimulacién de la FSH y LH, un reclutamiento, seleccién y
dominancia de los foliculos para gue sean ovulados, sin embargo,
de todos los foliculos gue crecen y se desarrollan, sélc unos
cuantos alcanzan la wmadurez y seran ovulados, y los demds se
quedaran detenidos en diferentes etapas del crecimiento folicular

y por lo tanto sufrirdn atresia (Richards, y Midgley, 1976).

La mayoria de los foliculos que se encuentran en el ovario
son folfculos primordiales gue se encuentran principalmente en la
periferia de la corteza, inmediatamente por debajo de la tunica
albuginea y constituyen la reserva a partir de la cual se van a
reclutar los foliculos que han de iniciar su crecimiento. Estos
foliculos estan constituidos por un ovocito gue se encuentra
rodeado por una capa unica de células foliculares aplanadas. El
ovocito del foliculoc es pequeiic, con un nicleo redondc y grande
situado excéntricamente y un iunico nucleolo de gran tamafio. El1
ovocito se encuentra en una etapa suspendida de la meiosis
denominada dictioteno. Los foliculos primordiales pueden contener
mads de un ovocito, siendo ésto frecuente en etapas prepuberales
(Kent, 1960). Estos foliculos primordiales equivalen a los

foliculos de tipo 2 y 3a.

Los foliculos primarios son foliculos que han comenzado a
crecer. El inicio de este crecimiento que se d4, implica cambios
citoldégicos en el ovocito, en las células foliculares y en las

células intersticiales que rodean al foliculo. El1 ovocito
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incrementa su didmetro y sufre cambios notables en la distribucién
de sus organelos. El aparato de Golgi yuxtanuclear da origen a
complejos miltiples que se dispersan ampliamente por el citoplasma,
el reticulo endoplasmico rugoso se hace mayor y aumenta el niimero
de polirribosomas 1libres. Las mitocondrias proliferan y se
dispersan por todo el citoplasma y el nimero de vesiculas pequeiias
y de cuerpos multivesiculares aumenta. Entre el ovocito y las
células de la granulosa que lo rodean, se desarrolla un cubierta
de material extracelular amorfo, constituida por glucoproteinas,
que se denomina zona pelicida, la cual se tihe fuertemente con la
reaccién de PAS. Ultraestructuralmente se ha visto que esta zona
es penetrada por prolongaciones citoplasmdticas de las células
foliculares y por microvellosidades que sobresalen de la superficie
del ovocito, este contiene ademds muchas vesiculas revestidas, lo
que se ha interpretado como una captacién macromolecular a partir
de su microambiente, por medio de la endocitosis mediada por

receptores (Fawcett, 1987; Cormack, 1987)

Las células foliculares aplanadas que rodean al ovocito se
vuelven cubicas o cilindricas bajas (foliculo de tipo 3b),
comenzando después a proliferar por divisiones mitéticas,
constituyendo as{ un folfculo multilaminar (folfculos de tipo 4 y
5a). Conforme se da este desarrollo las células foliculares
incrementan el numero de mitocondrias, de reticulo endoplésmico
rugoso y ribosomas libres, asi como el mostrar un complejo de Golgi

mds llamativo. En algunas especies se presentan acumulaciones de
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l1ipidos. La capa granulosa al iniciar este desarrollo se encuentra
limitada de tejido intersticial por una nitida membrana basal

(Fawcett, 1987).

A medida que los foliculos aumentan de tamafo, se desplazan
gradualmente a zonas mds profundas de la corteza. Acorde a este
proceso se proliferacién y de cambios estructurales en las células
foliculares de la capa granulosa, las células intersticiales que
se han ido concentrando en torno al foliculo, se han comenzado a
diferenciar para constituir la teca folicular. La que se diferencia
en una capa interna vascularizada, con células secretoras y una
capa externa formada principalmente por tejido conectivo. Desde la
teca externa penetran hacia la teca interna muchos vasos pequenos
que forman una red capilar abundante en la teca interna; sin
embargo, la capa granulosa de células foliculares durante todo el

crecimiento del foliculo permanece avascular (Bjersing, 1978).

Las células de la teca interna son fusiformes al principio,
con aspecto de fibroblastos pero conforme se avanza en el
desarrollo del foliculo van acumulando gotitas de lipidos y su
citoplasma adquiere los rasgos ultraestructurales de las células
secretoras de esteroides. Las células de la teca externa presentan
cambios 'citolégicos posteriores y siquen pareciéndose a

fibroblastos (Fawcett, 1987).

En los foliculos secundarios que corresponden a foliculos de

v
. ]



100
tipos 5b y 6, comienzan a aparecer finisimas discontinuidades
intercelulares llenas de acumulos de liquido folicular entre las
células foliculares. Los espacios entre estas células se fusionan
hasta transformarse en un solo espacio llamado antro folicular que
es una estructura que define a los foliculos tipo 7. El liguido
folicular contiene proteinas, hormonas esteroides y carbohidratos
que cambian constantemente su concentracién a 1lo largo del
crecimiento folicular; existen ademids electrolitos y un pH en este
liquido muy similar al del plasma sanguineo. Contiene vesiculas
foliculares con acumulacién de glucosaminglicanos secretados por
las células de la granulosa, y filtrado seroso del compartimento
vascular localizado en la teca interna. El incremento en el tamaiio
del antro folicular se da por la continua actividad mitética de las
células de la granulosa. Esta actividad mitdtica alta se presenta
en las células de la pared gque rodea la cavidad del antro y en las
células que rodean al ovocito. En el proestro la actividad mitética
de los foliculos permite que éstos alcancen didmetros de 575 u en

la rata (Fawcett, 1987; Richards, 1980).

Al final de la maduracién de los foliculos secundarios tenemos
que el ovocito ya ha alcanzado el diamétro méximo y que se
encuentra rodeado por una capa sencilla de células foliculares
cuboides cuyas prolongaciones apicales estan firmemente ancladas
en la zona peliucida. Este revestimiento celular se llama corona
radiata. Ademds de que se forma otra estructura como consecuencia

de un engrosamiento local en uno de los lados del antro folicular
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por parte de las células foliculares de la capa granulosa que se
denomina cumulus ophorus. Este sobresale en la cavidad antral llena

de liquido folicular (Fawcett, D. W., 1987) (Esquema 13).

En varias especies los estudios ultraestructurales de las
células de la granulosa durante el crecimiento folicular permiten
evaluar los cambios morfolégicos de estas células y relacion;rlos
con algunos cambios que sufren en cuanto a la presencia de
receptores a esteroides y gonadotrofinas. Durante ellcrecimiento
de los foliculos antrales las células epiteliales foliculares
presentan un incremento gradual del reticulo endoplésmico liso y
mitocondrias con un sistema interno complejo, constituido
frecuentemente de crestas tubulares, a este proceso de
transformacién se le ha definido como luteinizacién, en el cual
una célula granulosa se diferencia hacia una célula lutea, en la
que la sintesis de progesterona se da en foliculos preovulatorios

maduros (Bjersing, 1978).

Las células granulosas en foliculos antrales en el ovario de
rata, contienen algunas mitocondrias en forma de bastén con
espacios regqulares entre sus crestas, el citoplasma es rico en
particulas ribonucleoprotéicas. En foliculos grandes y maduros
(tipo 7 y 8) las mitocondrias tienden a ser ovoides con una
estructura tubular interna y el aumento en el reticulo endoplasmico
liso. También se nota 1la presencia de organelos celulares

caracteristicos de las células productoras de esteroides, asi como
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el aumento en inclusiones 1lipidicas. Presentan uniones
intercelulares conocidas como uniones de tipo nexo que en el
foliculo de Graaf son comunes. El significado histolégico de esta
especializacién en la membrana celular no esta bien clara en este
tipo de células. Sin embargo se sabe que proporcionan vias de baja
resistencia para su acoplamiento eléctrico y metabélico.
Experimentalmente se ha visto que después de la hipofisectomia las
uniones tipo nexo disminuyen y cuando se administra a ratas
dietilestibestrol subcutdneamente estas uniones, tipo nexo aumentan
nuevamente. En estudios recientes en foliculos de rata que estdn
en proestro, antes del pico de LH, se han observado uniones tipo
nexo entre las células granulosas y el cumulus ophorus y entre las
células de la teca interna. Tambien se han encontrado uniones tipo
nexo entre el ovocito y las células de la granulosa, asi como
desmosomas, lo gque sugiere que estas uniones pueden aparecer
secuencialmente entre 1las poblaciones celulares durante el

desarrollo folicular (Bjersing, 1978; Fawcett, 1987).

En las células tecales de foliculos antrales en la rata se ha
observado la presencia de reticulo endoplédsmico liso y mitocondrias
ovaladas con crestas tubulares. Esta teca de células epiteloides
con organelos esteroidogénicos pueden estar en contacto directo con
la membrana basal o pueden separarse de ella por células de
caracteristicas.y organelos celulares de células comunes del tejido

conectivo (Cormack, 1987).
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El mdximo grado de desarrollo de la teca interna en los
mamiferos placentados se alcanza en el estro y de acuerdo con
Mossman y Ducke (1973) esta constituye después una gléndula
endécrina que puede ser llamada gldndula tecal. Los tejidos que
rodean los foliculos toman un estado funcional que se inicia en el
proestro y que degenera después de la ruptura del foliculo. La teca
externa esta constituida por una capa delgada de células fusiformes
que se acomodan sobre la superficie de la teca interna que se esta
diferenciando. Al principio la teca interna consiste de células
intersticiales, las cuales presentan mitosis frecuentemente. Esta
proliferacién trae como consecuencia muchos cambios en el tamalio
de las células hasta que el foliculo es claramente grande Yy
vesicular. Paralelamente con la maduracion final del foliculo, las
células de la teca se desarrollan, adquiriendo mds grénulos y
disminuyendo su actividad mitética. Este proceso centrifugo de
engrosamiento y diferenciacién de la teca se detiene cerca de la

fase del estro (Bjersing, 1978; Motta, y Van Blerkom, 1979).
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Todos los cambios estructurales gque se dan en las poblaciones
celulares que constituyen a los foliculos, conducen a la formacién
de los foliculos preovulatorios, terciarios o de Graaf, los cuales
sobresalen de la superficie del ovario. Estos foliculos maduros son
los protagonistas del fenémeno de Ovulacién. No todos los foliculos
que inician su crecimiento llegan a ser de Graaf, algunos de ellos
sufren atresia durante el crecimiento y desarrollo (Weir, vy

Rowlands, 1977).

El tamafio del foliculo de Graaf es generalmente proporcional
al peso corporal de la hembra. En la mayoria de las especies el
foliculo estd casi totalmente metido dentro de la matriz de tejido
conectivo del ovario. Macroscépicamente la superficie se ve
translicida como wuna ampolla. El1 primer estudio de 1la
ultraestructura de los foliculos de Graaf durante la ovulacién se
llevo a cabo en 1967 por Espey. Mds tarde Bjersing y Cajander
realizaron un analisis de la estructura del foliculo preovulatorio

en el conejo (Motta, y Van Blerkom, 1979).

La tunica albuginea y la teca son capas de tejido conectivo
que dan una distincién estructural del foliculo y del ovario
respectivamente. En la punta del foliculo estas dos capas de tejido
tecal se enredan en un estrato compacto formando una capa de
fibroblastos asociados a fibras de coldgena. Esta capa de coldgena
contribuye a una mayor resistencia de la pared folicular (Weir, y

Rowland, 1977; Motta. y Blerkom, 1979).
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La teca interna es una capa altamente diferenciada en los
foliculos maduros constituye el principal sitio de secrecién
esteroide. Una caracteristica importante de la teca interna es su
plexo capilar, el cual se distribuye a lo largo de su borde
interno. Aparentemente este plexo es el principal suplemento
vascular del ovario de mamiferos que proporciona de nutrientes a

esta capa secretora activa (Motta, y Blerkom, 1979).

La capa granulosa estd compuesta por células pequeias
poliédricas o cibicas con un citoplasma granular, en el periodo
preovulatorio. Estas células son ricas en RNA y parecen tener
actividad de sintesis protéica, la cual puede estar asociada a la
produccién primaria del liquido folicular. Ademis estas células de
la granulosa pueden estar secretando nutrientes para el ovocito el
cual estd suspendido en el cumulus ophorus lejos del suplemento

vascular (Motta y Blerkkom, 1979).

El cumulus ophorus va perdiendo gradualmente relacién con la
capa granulosa de tal manera que cerca de la ovulacién el cumulus
con el ovocito estdn generalmente flotandc libres en el fluido
folicular. Las mitosis se incrementan en el cumulus ophorus y la
corona radiata, sin embargo desaparecen justo antes de la ruptura
folicular. Mientras que las células del cumulus se vuelven
fibroblédsticas, las células de la corona siguen un proceso de

alargamiento. El micleo del ovocito asume una posicién excéntrica
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antes de la ruptura del foliculo previo a la ovulacién, el primer
cuerpo polar ya ha sido expulsado, el ovocito entra en metafase II

donde permanece hasta la ruptura folicular (Fawcett, 1987).

Cuando el foliculo de Graaf esta listo para ser ovulado las
estructuras que lo constituyen han alcanzado el grado mdximo de
diferenciacién. La teca externa y 1la tunica albuginea estan
principalmente constituidas por tejido conectivo formando una red,
la teca interna presenta células secretoras grandes con nucleo oval
y un nucleolo prominente, y con un citoplasma lleno de grénulos de
lipidos, mitocondrias y aparato de Golgi. La vascularizacién de
esta capa por el plexo capilar es bien evidente. La teca interna
esta separada de la capa granulosa es ya multilaminar con células
de forma poliédrica o cibica. Las células granulosas que formaron
el cumulus ophorus se han desorganizado haciendo que el ovocito
flote en el liquido folicular, este ovocito esta ya en metafase II
y rodeado por la zona pelicida y las células de la granulosas que

forman la corona radiata (Motta y Blerkom, 1979).

El foliculo de Graaf es esteroidogénicamente mas activo que
otro tipo de folfculos y el que responde méds a las gonadotrofinas

(Richards, 1980).

La ruptura del foliculo de Graaf estd precedida por cambios
en el arreqglo de la capa granulosa en donde hay una disociacién,

asi como en el epitelio superficial, tunica albuginea y capa tecal
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hay degeneracién y desorganizacién. Estos cambios se han asociado
con un cambio en la fuerza de tensién de la pared folicular. Ademds
se ha observado que en el sitio de ruptura, la pared folicular se
muestra translicida llamdndose a este sitio "Estigma", esta
estructura es pasajera en la pared folicular. Todos estos cambios
se cree sean consecuencia del estimulo dado por las gonadotrofinas

(Hafez, y Makabe, 1979).

Cuando la ovulacién del foliculo maduro esta cerca se da un
aumento en la vascularizacién y se hincha la superficie del ovario

(Hafez, y Makabe, 1979).

La ruptura del foliculo se d4 después del pico de LH. En dicha
ruptura existe la accién de enzimas proteoliticas como la
colagenasa, sobre la pared del foliculo; hay aumento en el volumen
del 1liquido folicular y se d4 también un aumento en la
concentracién de prostanglandinas. El ovocito es expulsado estando
rodeado por la corona radiata y el cumulus ophorus ademds de estar
acompanado por algunas células granulosas y fluido folicular. El
ovocito es capturado por la fimbria de la trompa para de esta
manera, continuar su trayecto por el tracto reproductor femenino

(Weir, y Rowlands, 1977; Hafez, y Makabe, 1979).

Durante la ruptura o colapso del foliculo que es ovulado se
produce una pequefia hemorragia que provoca, la formacién de un

codgulo de sangre y que se forme el llamado cuerpo hemorrdgico. Lo
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que queda del foliculo de Graaf después de la ovulacidén forma el
cuerpo luteo. Se sabe que previo a la ovulacién se inicia 1la
luteinizacién de las células de la granulosa, la cual se evidencia
plenamente después de la ovulacién cuando se establece el cuerpo
luteo. Este cuerpo liteo o cuerpo amarillo es invadido por 1los
capilares hasta las células de la granulosa, las cuales se han
hipertrofiado, cuando el cuerpo liteo alcanza el pico maximo de
diferenciacién las células tecales y granulosas se han luteinizado
completamente, sintetizando progesterona, ademds de encontrarse

bien vascularizado (Motta, y Blerkom, 1979; Hafez, y Makabe, 1979).

El proceso de luteinizacién que sufren las células de la
granulosa es el resultado de la estimulacién dada por la ola
preovulatoria de LH sobre estas células, en el cual se involucra
la hipertrofia de éstas, las cuales aumentan su citoplaspa y el
diametro de su nicleo, ademds de presentar una marcada expansién
del reticulo endopldsmico liso asi como la aparicién de numerosas
gotas de lipidos que contienen los ésteres de colesterol. Es
evidente que la diferenciacién de e§tas células a células liteas
proporciona una gran capacidad de desarrollo para la sintesis de
novo de progesterona la cual es inherente de sus progenitoras, las
células de la granulosa y de la teca. En algunas especies, como el
conejo y la vaca la actividad de aromatasa de las células liteas
desaparece dias después de la ovulacién, a diferencia de otras
especies como el humano o la rata en las cuales las células del

cuerpo luteo mantienen la actividad de aromatasa para la produccién
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de estrdgenos ademds de la sintesis de progesterona (Morgan, 1982;

Keyes, y Willbank, 1988).

Si la fecundacién o la implatacidén no ocurren, el cuerpo liteo
inicia su regresién que se manifiesta por una reduccién en la
cantidad de sangre que entra en los capilares y en una disminucién
en la sintesis de progesterona. Con la regresién del cuerpo liteo
se inicia nuevamente un ciclo ovdrico. Pero si ocurre la
implantacién, el embrién envia seflales para dque continie
sintetizando progesterona y previniéndose asi la regresién del

cuerpo luteo (Keyes y Willbank, 1988).

Durante el crecimiento folicular existen foliculos que sufren
atresia, la cual histolégicamente se caracteriza por la
desorganizacién de 1las células foliculares, la presencia de
picnosis en su nicleo, asi como la existencia de
polimorfonucleares. En el ovocito, en fases de atresia muy
avanzado, su nicleo se ve picnético. La atresia en foliculos tipo
4 y 5 es dificil distiguirla histolégicamente a diferencia de los
foliculos grandes, en los que se evidencia la desorganizacidén en
el antro y las células foliculares, tienen algunos nicleos
picn6ticos y la teca se encuentra hipertrofiada (Byskov, 1974;
Weir, y Rowlands, 1977). Estudios realizados cuantificando el
porcentaje de foliculos atrésicos a diferentes edades y en las
distintas etapas del ciclo estral indican que la atresia folicular

varia en cuanto al porcentaje segun el tipo de foliculo, asi como
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en las etapas del ciclo estral la atresia se modifica. Algo que
llama la atencién es que ya establecida la madurez sexual, la
atresia folicular se d4 en los foliculos medianos y grandes en un
porcentaje mayor que en los pequenos. Dicho porcentaje es del 70%

en la rata y del 50% en el ratén (Byskov, 1978).

El que los foliculos que estdn en crecimiento sufran atresia
se ha atribuido a varias causas, sin embargo el porque de este

proceso es aun desconocido (Weir, y Rowland, 1977).

En el feto muchos ovocitos sufren atresia incluso antes de
gue sean rodeados por células de la granulosa o en el neonato y
animales preplberes, la atresia se presenta principalmente en
foliculos preantrales, a diferencia de animales adultos gue se
encuentren ciclando en los que ocurre en los foliculos antrales
pequeiios, por ejemplo en 1la reserva de donde el foliculo
preovulatorio va a ser seleccionado, sin embargo en muchas especies
incluyendo la rata y el borrego esta atresia se da aun en los
foliculos grandes de tamafio preovulatorio. Se ha observado que las
células de la teca de los foliculos grandes que se hacen atrésicos,
sufren hipertrofia y un aumento en su contenido lipidico, aunque
dicha hipertrofia no ha sido observada de manera consistente en
foliculos pequerios con atresia, lo cual puede interpretarse como
que la teca puede estar involucrada. Desde el punto de vista
bioquimico se ha visto que los sitios de captacién a FSH en las

células de la granulosa se reducen en los foliculos atrésicos, asi
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como que la respuesta de las células tecales a la LH no se

desarrolla (Byskov, 1978; Richards, 1980).
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TERCERA PARTE.

SECCION EXPERIMENTAL.

1.~ Objetivos.

El objetivo de la presente investigacién ha sido el establecer
a través de la histologia del ovario y testiculo la madurez gonadal
del ratén de los volcanes en el laboratorio, y a través de la cual
proponer un pardmetro m&s para definir la madurez sexual en estos
animales. La finalidad de esto, es contribuir al conocimiento
fundamental de un aspecto bdsico de la biologia de la reproduccién
de Neotomodon, ademds de aplicar los resultados de dicha
investigacién a los futuros proyectos con este animal y poder

obtener también un rendimiento éptimo en la reproduccién del

Neotomodon en el laboratorio.

La relevancia de esta investigacién es evidente, ya que es el

primer trabajo publicado sobre este tema en particular en el

Negtomodon .
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2.- Material y Métodos.

Se realizé una primera etapa de experimentacién, con base en
la bibliografia revisada (Olivera, 1984); tomando dos animales de
cada sexo, de edades comprendidas entre los 14 y los 100 dias de
edad, los animales se tomaron de las camadas del Lote 3 de la
colonia establecida en el bioterio de la Facultad de Ciencias, de
la U.N.A.M. Los intervalos de tiempo a los que se tomaron las
muestras, se establecieron de acuerdo con las edades en que ha sido
reportado que se presentan cambios significativos en las gonadas
de los roedores que son entre los 20 y 70 dias de edad (Zuckerman,
1951; Jones, y Krohn, 1961; Clermont, y Perey, 1957; Ekwall, et.

al., 1984.

Los animales de esta primera fase experimental se sacrificaron
en un periodo comprendido de junio a octubre de 1985. Las edades

utilizadas se muestras en la TABLA 1.

Con base en los resultados de la primera etapa, se tomaron
animales de la cuarta camada del mismo Lote 3 Fl, de edades
comprendidas entre los 37 y los 52 dias de edad, en el caso de las
hembras y hasta los 59 dias en el caso de los machos. En esta etapa
los animales se sacrificaron en un periodo que va de marzo a
octubre de 1956. Tomando en consideracién observaciones hechas por
Kent (1960), y por Ekwall, et. al., (1984) se modificaron los

intervalos de muestreo, siendo éstos de cuatro dias para las
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hembras y de cinco dias para los machos (TABLA 2).

En los dos experimentos, se tomd el peso corporal y se asigné
un numero a cada animal, se sacrificaron por decapitacién,
anotdndose en la segunda etapa los siguientes pardmetros, si el
orificio vaginal estaba perforado o no en las hembras y la

presencia o no de eyaculacién que se efectda durante la

decapitacion.
CUADRO 1
machos hembras
14 dias 14 dias
35 dias 35 dias
50 dias 50 dias
60 dias 60 dias
74 dias 70 dias
82 dias 80 dias
90 dias 91 dias
100 dias 100 dias

Edades de los especimenes de la primera fase experimental en
la que se sacrificaron dos individuos de cada edad, haciendo un

total de 32 individuos entre machos y hembras.
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CUADRO 2.
machos hembras
37 dias 37 dias
42 dias 41 dias
49 dias 45 dias
54 dias 49 dias
59 dias 52 dias

Edades de los especimenes de la segunda fase experimental, en
la que se sacrificaron tres individuos de cada edad, haciendo un

total de 30 animales entre machos y hembras.

En el primer experimento, se fijaron las muestras de testiculo
y ovario en formol al 10% amortiguado en buffer de fosfatos. En el
segundo experimento se fijaron las muestras en solucidén de Bouin
durante una hora y se postfijaron con formol al 10% amortiguado en
buffer de fosfatos. Con la ayuda de un microscopio estereoscépico
marca Zeis, se disecaron las muestras fijadas, retirando el tejido
conectivo y adiposo que se encontraba rodeando a los érganos. Se
colocaron las muestras en cdpsulas con su identificacién, para ser
procesadas automdticamente por la técnica de inclusién en parafina,

haciendo uso de un Histogquinette marca Tissue teck modelo 4640-B.
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Los pasos sucesivos automdticamente fueron: deshidratacién en
alcoholes etilicos al 60%, 70%, y 80% de una hora cada cambio;
alcohol etflico al 96% dos cambios de una hora cada uno; alcochol
etilico absoluto dos cambios de una hora cada uno; solucién de
alcohol etilico absoluto-xilol en proporcién 1:1 por una hora y

xilol, dos cambios de dos horas cada uno.

La inclusién se hizo en parafina Merck con la ayuda de un

aparato Embebing Tissue teck 4603.

Utilizando un micrétomo American Optical modelo 820 se
hicieron cortes de 5 u de espesor. De los correspondientes a la
primera etapa se montaron los representativos de la parte media y
se tifiieron con hematoxilina de Harris y eosina alcohélica. Los
cortes correspondientes a las muestras obtenidas en la segunda
etapa se cortaron seriados y se montaron en su totalidad para el
caso de los ovarios (10 cortes en cada portaobjetos) y de los
testiculos se monté un corte cada 50 u (4 cortes en cada
portaobjetos), guardando los cortes intermedios para necesidades
posteriores, las tinciones utilizadas fueron hematoxilina de
Harris, hematoxilina de Gill y eosina alcohélica, técnica de PAS
(dcido perydédico de Schiff), tricrémico de Masson e impregnacién

de Wilder para fibras reticulares.

Los cortes de ovario y testiculo de la primera etapa
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experimental se observaron al microscépio unicamente para definir

la estructura histoldgica.

Los cortes de los ovarios de la segunda etapa se observaron
en un microscopio Zeiss modelo 4289263 con camara licida, con la
que se dibujaron, con los objetivos de 16X y 40X, los foliculos
con dos o mids capas de células de la granulosa al nivel en que el
ovocito mostrara nicleo y nucleolo, ademds de considerar las
células de la granulosa en mitosis, en poceso de necrobiosis, la
presencia de polimorfonucleares y la presencia de antro folicular.
Se contaron las células de la granulosa de cada uno de los
foliculos dibujados para, de esta manera, ubicar a los foliculos
en la clasificacién establecida por Pedersen (1968). Los foliculos
en loé que se encontraron células de la granulosa picnéticas y

polimorfonucleares se consideraron como foliculos atrésicos.

Para los cortes de testiculo de la segunda fase experimental,
se observaron en un microscopio Zeiss con céamara lucida, se
dibujaron los tubulos seminiferos de cuatro campos diferentes del
corte de los cuales se dibujo un promedio de 30 a 40 tibulos
seminiferos por campo a lo largo del corte, considerandose 20
cortes por cada testiculo obteniendose un total de 80 dibujos por
testiculo; los dibujos se hicieron con el objetivo de 10X y se
midieron los didmetros mayores y menores de los tibulos cortados
transversalmente y varios de los didmetros de los tibulos cortados

longitudinalmente, con la ayuda de un digitalizador Hewletl Packard
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9874 A conectado a una computadora Hewletl Packard 9825 T. Ademés
de la medicién de los didmetros de los tubulos seminiferos se midio
el didmetro mayor y menor del testiculo con una reticula é6ptica y
el objetivo de 4X. A los datos ontenidos del didmetro mayor y menor
del testiculo se les aplicé la prueba T y a los datos obtenidos de
los didmetros tubulares se procesaron estadisticamente aplicéndose

un andlisis factorial, prueba T, y prueba F.

De las preparaciones histolégicas tanto de ovario como de
testiculo se eligieron campos representativos para las
fotomicrografias que ilustran esta investigacién, las cuales se
tomaron en un microscépio Polivar Reichert-Jung utilizando pelicula

Technical-Pan.

3.~ Resultados.

Testiculo.

14 dias.

A esta edad el peso corporal promedio fué de 10 gr. En el
testiculo la tinica albuginea estd constituida por tejido conectivo
laxo y estd vascularizada. Los tibulos seminiferos auin no adquieren
luz, de manera que nos referimos a ellos como cordones (fig. 1).
Existe una buena cantidad de células pericordonales con nicleo
fusiforme, tefido intensamente y citoplasma acidéfilo,

especialmente abundante hacia la membrana basal de los cordones.
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Se identifican células de Sertoli que descansan sobre la membrana
basal, su pericarién tiene una forma piramidal en el que se
encuentra un nucleo muy tenido; se observa también como estas
células envian prolongaciones hacia el interior del tibulo. Entre
las células de Sertoli se observan espermatogonias, apoyadas en la
membrana basal y tienen un nicleo ovoide con grdnulos de cromatina.
El centro de los tibulos a esta edad, se encuentra ocupado por
prolongaciones citopldsmicas y por células grandes con nicleos en
necrobiosis y citoplasma intensamente acidéfilo que pueden

corresponder a espermatogonias en degeneracién (fig. 2).

35 - 37 dias.

A esta edad el peso corporal promedio para los organismos de
35 dias de edad fué de 35.55 y para los de 37 dias de edad fué de
27.37 gr. En el testiculo la tinica albuginea muestra un aspecto
mds organizado, las fibras de coldgena adquieren un arreglo bien
definido, son mas gruesas, entre ellas hay un nimero menor de
células que tienen aspecto de fibrocitos, constituyendo todo ésto
una capsula de tejido conectivo denso. Los tibulos seminiferos han
incrementado su diametro presentando un diametro tubular promedio
de 53.40 u, sin embargo no se aprecia aun luz tubular (fig. 3 y 4)
y se reconocen en el epitelio germinal varios tipos celulares (fig.

5), como espermatocitos en paquiteno y leptoteno.

Las células de Sertoli comienzan a presentar la morfologia

tipica que ocurre durante la espermatogénesis, con forma piramidal
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y prolongaciones citopldsmicas hacia la luz (fig. 6). Apoyadas en
la membrana basal persisten espermatogonias esféricas con micleo
ovoide y cromatina granular, algunas se observan mds obscuras gue
otras (fig. 7). Es evidente que el epitelio germinal ha
incrementado su grosor, hacia la luz se observan espermatocitos en
leptoteno y paquiteno (fig. 8). Hay células grandes en degeneracién
con varios nicleos picnéticos, los cuales probablemente sean
espermatocitos (fig. 9). En algunos tubulos se observan células en
metafase, que por su ubicacién podemos considerarlos espermatocitos

primarios.

42 dias.

El peso corporal promedio fué de 36.46 gr. La tuinica albuginea
se observé organizada. Los tubulos seminiferos continuan
incrementando su didmetro presentando un didmetro promedio de 64.02
@ y por lo tanto el testiculo también a crecido teniendo un
didmetro mayor promedio de 610.21 p y un didmetro menor promedio
de 332.21 u. A esta edad se aprecio luz en los tibulos seminiferos
y varios estratos de células (fig. 10), algunos de los tibulos
mostraron abundantes espermatocitos primarios en leptoteno y

paquiteno, ademds de presentarse células en degeneracién (fig. 11).

En los tiubulos seminiferos en los que se aprecia luz tubular
el epitelio seminifero presenta ya varios tipos de células, entre

las que se aprecian espermacitos primarios en distintas fases de
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meiosis y algunas espermdtidas redondas y alargadas. Las células
de Sertoli en esta edad se aprecian con su forma tipica y su
arreglo caracteristico ademds de estar sosteniendo espermdtidas
en distintas fases de la espermiogénesis (fig. 12). Entre los

tibulos se localizan claramente grupos de células de Leydig.

A esta edad la imagen histolégica que presentaron los
testiculos en uno de los individuos fué mas avanzada que en el

resto de los especimenes considerados para esta edad.

49 - 50 dias.

El peso corporal promedio para los individuos de 49 dias fué
de 31.63 gr. y para los de 50 dias fué de 26.75 grs. La cédpsula
que recubre al testiculo es més gruesa a esta edad y de aspecto
mds organizado. Las células pericordonales son mas alargadas que
en edades anteriores y las fibras reticulares gque rodean a los
tibulos se aprecian mds finas que en las edades anteriores (fig.
13). La luz tubular se ha incrementado notablemente y el epitelio
seminifero también ha incrementado su grosor e incluso puede
decirse que existen ya 4 a 5 estratos de células (fig. 14), las
espermatogonias son de morfologia y ubicacidén semejantes a las
edades anteriores, los espermatocitos se encuentran en gran
actividad meiética, observandose muchos niucleos en léptoteno y
sobretodo en paquiteno, algunas de los cuales sufren degeneracién
(fig. 15). A esta edad se identifican en todos 1los tubulos

espermdtidas redondas, las cuales son pequefias, muestran un nicleo
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esférico de cromatina granular, rodeado totalmente por citoplasma,
asi como algunas espermatidas alargadas que presentan su flagelo
proyectado hacia la luz asi{ como cuerpos residuales (fig. 16). Hay
también células gigantes en degeneracién de grandes nmicleos y que
ocupan el centro de los tubulos, estan aparentemente descamadas

(fig. 17).

En el intersticio los grupos de las células de Leydig se hacen

mds aparentes que antes, asi como su vascularizacién (fig. 14).

54 dias.

El peso corporal promedio fué de 36.4 gr. La tinica albuginea
se ha engrosado y presenta un arreglo definido en las fibras de
coldgena, las células pericordonales son alargadas y se distinguen
ya con cierta dificultad entre los tiubulos. El testiculo ha
incrementado su tamafio presentando un didmetro mayor promedio de
835 4 y un didmetro menor promediode 400.50 p y por lo tanto el
didmetro tubular promedio fué de 78.53 u y la luz tubular es mayor.
En los tiubulos se observan espermatocitos en profase meiética en
degeneracién con un nicleo tefiido intensamente y un citoplasma
acid6filo. Dichas células se localizan en la parte media del tibulo
(fig. 18). En algunos tibulos se observan células descamadas
grandes multinucleadas con dos a cuatro nicleos, ubicadas hacia el
centro del tiubulo. En el epitelio de los tubulos seminiferos, se
observan casi todos los tipos celulares que se presentan en la

espermatogénesis, existiendo algunas asociaciones celulares
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correspondientes a un ciclo espermatogénico al parecer completo

(fig. 19, 20 y 21).

59 - 60 dias.

El peso corporal promedio fué de 35.2 grs. La tinica
albuginea albuginea presenta caracteristicas muy similares a la de
los 50 dias de edad, aunque la vascularizacién al parecer es mas
abundante. El epitelio seminifero se ha diferenciado més, en el
cual se observan todos los tipos celulares germinales en diferentes
estadios (fig 22). Las espermatogonias se mantienen en una
situacién similar a las de las edades anteriores, aunque se definen
en un mismo tibulo espermatogonias con un micleo ovoide con
cromatina muy fina y otras de nicleo ovoide pero de cromatina de
grdnulos mds gruesos. Existen en algunos tibulos unas pocas células
picnéticas que por su ubicacién y forma tal vez puedan ser
espermatogonias. Se ven espermatidas en fases tardias de
maduracién, las cuales, tienen un nicleo alargado con un extremo
agudo y con cromatina muy densa y con escaso citoplasma, en algunos
tubulos se encuentran proyectados hacia la luz cuerpos residuales
(fig. 23). En algunos tubulos de observan células gigantes
multinucleadas. Podemos decir gue entre los 59 y 60 dias de edad
se ha establecido la espermatogénesis y el epitelio presenta la
diversidad celular tipica del ciclo espermatogénico (fig. 24). En
el epididimo a esta edad se observaron espermatozoides libres (fig.

25).
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74 - 100 dias.

Lo mds notable en este intervalo es la buena definicién de la
luz tubular (fig. 26). Se identifican varios estratos en el
epitelio seminifero, en el cual, se observan células germinales en
los distintos estadios para la formacién de espermatozoides. Las
asociaciones celulares varian en los tibulos de un mismo corte,
pues en unos tubulos es posible identificar espermdtidas en las
fases de maduracién y en otras se identifican en la fase de Golgi,
cuando aun se observan esféricas. Es notorio que no se observaron
espermatozoides libres en la luz de los tubulos (fig. 27). En el
intersticio los grupos de células de Leydig se presentan bien

desarrollados.

En las edades de 80, 90 y 100 dias de edad, en el testiculo
de Neotomodon, no existen diferencias histolégicas significativas,
pues se mantiene un patrén histolégico similar, en el dque se
presenta una tunica albuginea de tejido conectivo denso y algunos
vasos sanguineos, grupos bien definidos de células de Leydig y la
presencia de todos los tipos celulares de la espermatogénesis en
el epitelio seminifero. Por lo tanto, la imagen histolégica de los
testiculos a estas edades es la de un testiculo maduro en plena
actividad espermatogénica (fig. 28 y 29). El peso corporal en las
edades de 74, 82, 90 y 100 dias de edad aumenté ligeramente

conforme avanzé la edad (cuadro 3).

En lo que se refiere a los datos morfométricos obtenidos de
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los organismos de la seqgunda fase experimental, se obtuvé que en
general se presenta una tendencia ascendente acorde a la edad en
la que el pesé corporal se incrementa conforme aumenta la edad
(Grafica 1). El di&metro de los tubulos seminiferos también se
incrementa de acuerdo a la edad y el grado de maduracién del
epitelio seminifero (Grafica 2 y cuadro 4), aunque entre las
edades de 49 y 54 dias de edad este incremento en el didmetro
tubular no tiene una diferencia significativa (p=0.23) (cuadro 7).
El tamano del testiculo en su didmetro mayor y menor aumenta de
eacuerdo a la edad (Grdfica 3) siendo ademds este crecimiento mis
notable en el didmetro mayor, el cual se incrementa mds; ambos
didmetros segun el analisis de varianza presentan diferencias

significativas (p=0.05) (cuadro 5y 6).

Ovario.

14 dias.

El peso corporal promedio fué de 10.6 grs. El ovario tiene un
tamafo pequefio y su forma es ovoide, su superficie es regular y se
encuentra envuelto por una capa de tejido conectivo. El epitelio
germinal del ovario estd constituido por un epitelio cibico. A esta
edad se distingue claramente la zona medular del ovario y la zona
cortical (fig. 30). La zona medular en su regién central presenta
tejido conectivo laxo, células de nicleo ovoide levemente tefiido

y un citoplasma vacuolado y de limites irregulares por lo que tiene
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una apariencia "laxa", ésto constituye el tejido intersticial del
ovario (fig. 31). Se observa como esta zona medular se une al
mesovario, por el cual, penetran vasos sanguineos. La zona cortical
se encuentra ocupada por foliculos primarios (foliculos tipo 3a)
que se caracterizan por tener un ovocito pequefio y menos de 20
células foliculares planas (fig. 32). Se observan también foliculos
de tipo 3b y 4, los cuales se localizan hacia el interior de 1la

zona cortical (fig. 30).

35 dias.

El peso corporal promedio fué de 19.6 grs. El ovario ha
incrementado su tamafio manteniendo su forma ovoide. El epitelio
germinal estd constituido por células cibicas bajas de nicleo
alargado con la cromatina tefiida intensamente vy citoplasma
acidéfilo, estas células descansan sobre una ldmina propia. Por
debajo de este epitelio y l&mina propia se observa en el
intersticio células con distintas caracteristicas, que en algunas
zonas presentan un arreglo arremolinado y cerca de los foliculos
siguen el contorno de éstos y se define como una capa de células
alargadas de niucleos grandes y fusiformes de citoplasma poco
tefiido. Se identifican también células de nlucleos irregulares
ovoides y con cromatina granular y un citoplasma claro; estas
células cuando se encuentran cerca de los foliculos primarios (tipo
3a), tienen también un arreglo direccional alrededor de ellos. En
la corteza del ovario se presentan principalmente foliculos tipo

3a rodeados de células fpliculares planas; en algunos casos el
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ovocito ya ha incrementado su didmetro y las células foliculares
que lo rodean son cubicas (foliculos tipo 3b). En algunas regiones
de la zona cortical se observan foliculos de tipo 4, 5a y 5b sanos
y atrésicos (fig. 33 y 34). De estos foliculos en crecimiento,
algunos de ellos se localizan hacia el interior de la corteza,
mientras otros estdn localizados hacia la periferia. Estos
foliculos preantrales tienen ya varias capas de células
foliculares, las cuales presentan un nicleo grande y esférico, en
el que se identifica el nucleolo levemente tefiido y grdénulos de
cromatina muy finos, su citoplasma es claro. La teca que rodea a
estos foliculos estd constituida por células alargadas gue aun no
se diferencian del todo en teca interna y teca externa, presentando
alguna vascularizacién (fig 34). Los foliculos en proceso de
atresia se caracterizan por la presencia de leucocitog y células
de la granulosa picnéticas, ademds de manifestar una pérdida en el

arreglo celular en esta capa granulosa (fig 33).

37 dias.

El peso corporal promedio fué de 20.4 grs. La superficie del
ovario se presenta ligeramente irregular. El epitelio germinal es
cibico bajo y se encuentra descansando sobre la ldmina propia, la’
cual en algunas zonas se hace poco aparente. En la corteza se
observan foliculos primarios de tipo 3a que presentan un ovocito
con nucleo grande ligeramente excéntrico, hay también otros
foliculos en distintas etapas de crecimiento que corresponden a

foliculos medianos y grandes en los que se ve de manera notable
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actividad mitdtica de las células de la granulosa. Los folifculos
grandes tipo 5b y 6 se encuentran desplazados hacia la regidn
interna de la corteza. La vascularizacién de la médula del ovario
se ramifica hacia la regidén cortical por medio de capilares muy
finos que se encuentran rodeando a los foliculos de tipo 5b y 6.

La atresia folicular no es muy abundante (fig 35).

La reaccién al PAS fué positiva en la membrana basal de los
foliculos medianos y grandes y en la zona peltcida de los ovocitos.
Las fibras reticulares constituyen una compleja red en todo el
ovario siendo mds aparentes en la lamina propia y en la membrana

basal de los foliculos en crecimiento.

El tejido intersticial que rodea a los foliculos con varias
capas de células, se distribuye homogéneamente constituyendo la
teca interna que se observa vascularizada por pequeifios capilares,
y la teca externa, la cual tiene células con apariencia de
fibroblastos. La médula del ovario se encuentra vascularizada con
arteriolas y vénulas, el tejido conectivo de esta regién es de
apariencia laxa y se observa su relacién con el mesovario que
contiene algunas fibras musculares. En la médula se observan ademds
de las fibras reticulares, fibras de coldgena. La grafica 4 muestra
el nimero total de foliculos de cada tipo a esta edad y la grafica

5 presenta la distribucién de los foliculos sanos y atrésicos.



41 dias.

El peso corporal promedio fué de 28.16 grs. La forma del
ovario se observa irreqular y el epitelio continda siendo cubico
bajo. En la regién cortical se localizan foliculos primarios en
grupos. Se observan foliculos en crecimiento que se ubican en la
regién cortical profunda. Es notable a esta edad la atresia
folicular de los foliculos en crecimiento que en algunos casos esta
muy avanzada presentando el ovocito necrético y una ausencia casi
total de células de la granulosa observédndose el ovocito
"flotando®, y 1lo gque seria la capa granulosa invadida de
polimorfonucleares, detritus celulares y una delgada capa de
células dgranulosas descansando sobre la membrana basal del
foliculo. Otra caracteristica histolégica es que en los foliculos
en proceso de atresia la reaccién al PAS es tenue o nula en la zona
pelicida. Se observan en diferentes etapas de crecimiento,
foliculos poliovulares con 2 a 3 ovocitos. E1 numero total de cada
tipo de foliculo se muestra en la grafica 6 y la distribucién de
los foliculos sanos y atrésicos se muestra en la grafica 7.

45 dias.

El peso corporal promedio a esta edad fué de 30.55 grs. El
ovario ha incrementado su tamafio. En la regién cortical externa
son abundantes los folfculos de tipo 3a y 1los foliculos en
crecimiento; los folficulos tipo 5b y 6 se localizan hacia 1la
profundidad de la corteza, en ellos las células de la granulosa

tienen actividad mitética y comienza a formarse el antro folicular.
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La teca de estos foliculos en crecimiento estd ya diferenciada y
también se presentan mitosis. La atresia folicular es mas frecuente
que en la edad anterior y ocurre en foliculos que se consideran de
tipo 5b, 6 y 7 (fig. 36). En cortes a niveles en los que se
distingue ©bien corteza y médula se observé "una buena
vascularizacién" y abundantes fibras reticulares, fibras colégenas
y fibroblastos (fig. 37). El nimero total de foliculos se muestra
en la grafica 8 y la cuantificacién de los foliculos sanos Yy

atrésicos por cada tipo se muestra en la grdafica 9.

49 dias.

El peso corporal promedio fué de 30.36 grs. El ovario adquiere
una forma irregular que se puede asociar a la gran diversidad de
foliculos en diferentes etapas de crecimiento y que marcan
prominencias en la superficie. Los foliculos de tipo 3a se
encontraron dispersos a lo largo de la corteza entre foliculos de
tipo 3b, 4, 5a, 5b, 6 y 7, existiendo zonas en el interior de 1la
corteza en donde los foliculos de tipo 3a son escasos y el tejido
estromal al parecer es menor a diferencia de zonas externas en la
corteza en donde los foliculos primarios son més abundantes 'y el
tejido intersticial que los rodea se ve denso. Se observan mitosis
y atresia folicular. Se distinguen foliculos de tipo 4, 5a y 5b
poliovulares con dos a cuatro ovocitos (fig. 38) y foliculos tipo
8 (fig. 39). El tejido intersticial muestra una gran diversidad en
cuanto al arreglo y tipo de células gue 1lo constituyen,

distinguiéndose zonas en la corteza del ovario extremadamente
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densas y otras no tan densas, incluso se pudo observar que esta
densidad en el tejido intersticial al parecer se debe a una mayor
cantidad de células o a una mayor basofilia nuclear de algun tipo
de célula en especifico. La regién medular presenta un aspecto laxo
y una buena vascularizacién:; el mesovario se encuentra asociado a
tejido adiposo que en ocasiones esta rodeando casi en su totalidad
al ovario. El nimero total de foliculos por cada tipo se muestra
en la grdfica 10 y el porcentaje de foliculos sanos y atrésicos se

muestra en la grdfica 11.

50 dias.

El peso corporal promedio fué de 30.85 grs. A esta edad en la
regién cortical se presentan grupos de foliculos de tipo 3a,
localizados en la zona mds superficial rodeados por estroma denso
no diferenciado. Existen también foliculos de tipo 5a, 5b, 6 y 7,
con varias capas de células epiteliales foliculares, con teca
interna y teca externa bien diferenciadas:; algunos foliculos en
crecimiento son poliovulares. En los cortes histolédicos se destacd
la presencia de un cuerpo liteo de gran tamafio que ocupa 1/3 del
ovario, con evidencia de hemorragia central, asociada con un
material homogéneo acidé6filo que corresponde a fibrina (fig. 40).
Las células que constituyen este cuerpo liteo en comparacién a las
células de la granulosa son grandes, de nucleo ovoide o esférico,
con dos nuclebdlos y cromatina levemente tenida; el citoplasma es
abundante, de apariencia vacuolada. Entre las células se observan

eritrocitos en finos capilares. La atresia folicular a esta edad
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se observa mds frecuentemente en los foliculos grandes 5b, 6 v 7.

52 dias .

El veso corporal promedio fué de 31.16 qrs. El ovario presenta
foliculos en diferentes etapas de crecimiento sanos y atrésicos,
asi como la presencia de cuerpo liteo, el cual ocupa
aproximadamente un cuarto de la totalidad del ovario. Se observan
algunos foliculos poliovulares. Los foliculos tipo 3a se encuentran
dispersos a lo largo de la regién cortical en grupos que van de
cuatro a 12 foliculos los cuales en ocasiones se encuentran hacia
el interior de la corteza. Se presentaron ovocitos binucleados en
algunos foliculos en crecimiento. El nicleo de los ovocitos una vez
que éstos han alcanzado su mdximo didmetro adquiere una posicién
excéntrica bien definida, ésto sucede en foliculos gue se
consideran de tipo 5b en adelante. El nimero total de foliculos en
cada tipo a esta edad se muestran en la grédfica 12 y en la gréfica
13 se muestran los porcentajes de foliculos sanos y atrésicos en

cada tipo de foliculo.

60 dias.

El peso corporal promedio fué de 44.9 grs. El ovario tiene
una superficie irregular, determinada por el crecimiento folicular
y la presencia de varios cuerpos luteos. En la corteza se
encuentran folfculos tipo 3b y 4 y en la regién mds profunda
foliculos de tipo 5 y 6, con una teca bien definida. Algunos de

éstos presentan atresia. Hay varios cuerpos luteos, en diferentes
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etapas, algunos en maduracidén y otros en proceso de regresién, con
células mas acid6filas, mds vacucladas y pérdida de la organizacién

tisular e infiltracién de leucocitos (fig. 41 y 42).

A partir de los 60 dias de edad el ovario del Neotomodon,
presenta la histologia tipica de un ovario maduro, en el cual
existe un crecimiento continuo de los foliculos, la presencia de
cuerpos liuteos y foliculos grandes con antro (tipo 6 y 7), algunos

en proceso de atresia.

70 dias.

El peso corporal promedio fué de 48.2 grs. El ovario ha
adgquirido una forma completamente irregular. Los foliculos tipo 3a
se localizan en la regién més superficial de la corteza en grupos
que van desde 2 a 11 foliculos, éstos se encuentran distribuidos
a lo largo del ovario, insertados entre cuerpos liteos en
diferentes etapas de involucién, asi como de foliculos en
crecimiento, los cuales en las primeras etapas de desarrollo, estdn
hacia la regién superficial de la corteza y en estadios mds
avanzados estdn hacia la profundidad de la corteza (fig. 43). La
atresia folicular se aprecia en foliculos con antro (fig. 44). Se
observan evidencias de que ha ocurrido ovulacién pues, aunque no
se observa el estigma, las células de la granulosa se ven en
proceso de luteinizacién. En la regién medular se observa una muy

buena vascularizacién de arteriolas y vénulas.
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La estructura histélogica corresponde a un ovario maduro,
igual a la de los 80, 90 y 100 dias de edad del ovario de
Neotomodon. El peso corporal promedio en estas edades continuo

incrementandose ligeramente (cuadro 3).

De las hembras de la segunda fase experimental en las que se
cuantificé el nimero total de foliculos por tipo y el numero de
foliculos sanos y atrésicos se obtuvieron los siguientes
resultados: conforme se incrementa la edad aparecen foliculos més
desarrollados, estableciéndose todos los tipos aqui considerados
desde los 45 dias de edad. La distribucién por tipos de foliculos
a partir de los 45 dias y los 52 dias de edad es similar (Gréfica
14). En la grafica se muestra una aparente disminucién en el

porcentaje folicular de los tipos 5a y 5b,

Al considerar en particular a cada uno de los tipos de
foliculos por edad obtuvimos que el porcentaje de foliculos de tipo
5a disminuye de los 37 y 41 dias de edad hasta llegar a los 45 dias
en donde se mantiene una proporcién similar para las edades
siguientes. Los foliculos de tipo 5b presentaron mucha variacién
entre las distintas edades, ademds de ser menos abundante que el
tipo folicular anterior. Los foliculos de tipo 6 son escasos a los
37 y 41 dias y aumentan en los casos de 45 dias para después
disminuir un poco a los 49 y 52 dias de edad. Los foliculos de tipo
7 tuvieron porcentajes mayores del 20% a partir de los 45 dias de

edad, siendo incluso semejantes a los obtenidos para los foliculos
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de tipo 6 para los 45, 49 y 52 dias de edad. Los foliculos de tipo
8 son escasos en comparacién a todos los otros tipos, y ademds se
presentan tnicamente a partir de los 45 dias de edad
incrementdndose de wmanera muy leve hasta los 52 dias de edad

(Grdfica 15).

En cuanto a los foliculos sanos en cada una de las edades se
observa una semejanza con los resultados obtenidos para los
foliculos totales. Se da una gran diversidad de tipos de foliculos
y un decremento paulatino en cuanto a la cantidad (Grdfica 16). Los
foliculos sanos de tipo 5a son muy abundantes a los 37 dias de edad
y van en descenso conforme avanza la edad, teniendo una
estabilizacidén a partir de los 45 dias, donde ya no se da una
fluctuacidén descendente tan marcada. En los foliculos 5b existe una
tendencia suave y ascendente de acuerdo a la edad,aungue existe en
menor cantidad que los foliculos del tipo anterior. Entre los
foliculos de tipo 6 existe diversidad y porcentajes mids bajos con
respecto a los tipo de foliculos anteriores, a loé 45 dias se d&
el pico mds alto para después declinar conforme avanza la edad. Los
foliculos tipo 7 sanos se hacen evidentes a partir de los 45 dias
con ligera variacién a los 49 y 52 dias de edad, pues se presentan
en porcentajes semejantes. Los foliculos tipo 8 sanos se presentan
a los 45, 49 y 52 dias de edad aumentando su numero levemente

conforme se incrementa la edad (Grafica 17).

La atresia folicular, en términos generales se incrementa
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conforme aumenta la edad y la aparicién de tipos de foliculos més
desarrollados (Grafica 18), aunque dicho aumento se da en foliculos
grandes pues en los foliculos de tipo 5a y 5b la atresia aumenta
a partir de los 45 dias de edad (Grafica 19). Analizando la atresia
folicular por cada tipo en las edades consideradas tenemos que para
el tipo 5a el porcentaje mas alto se d4 a los 41 dias siguiendole
los 37 dias, las edades restantes muestran porcentajes de atresia
bajos. La atresia de los foliculos tipo 5b es alta también a los
37 y 41 dias y decae a los 45 dias, aunque a porcentajes no tan
bajos como en el tipo anterior, a los 49 y 52 dias la atresia
aumenta. Los foliculos atrésicos de tipo 6 son pocos a los 41 dias
y mds frecuentes en las edades siguientes, alcanzando casi el 50%.
La atresia de los foliculos de tipo 7 se manifesté a partir de los
45 dias de edad, presentando un patrén variable. La atresia de los
foliculos tipo 8 fue baja y se presentd a los 49 y 52 dias de edad

(Grafica 20).

4,- Discusién.

La pubertad es un periodo crucial en la vida de los
organismos, pues es el momento en el que ocurre una transicién
entre el estado juvenil y el adulto, y por lo tanto un periodo en
el que se da la integracién de los sistemas involucrados en la
reproduccién, con cambios fisiol6gicos profundos que traen como

consecuencia cambios en 1las caracteristicas morfolégicas vy
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conductuales de los animales (Reiter, 1982).

La madurez sexual en los organismos es el resultado de estos
miltiples eventos neuroendécrinos y endécrinos, los cuales,
permiten asegurar al organismo la capacidad reproductora, que le

va a conducir a la perpetuacién de su especie.

Los cambios morfolégicos sufridos durante el periodo puberal
han sido por mucho tiempo uno de los pardmetros utilizados para
definir a esta etapa, estableciéndose también una correlacién con
los cambios neuroendécrinos y endécrinos responsables de todas
estas modificaciones. La comprensién de la transicién sufrida en
la etapa puberal es fundamental para el entendimiento de los

‘eventos llevados a cabo durante la madurez sexual.

Utilizando exclusivamente pardmetros de morfologia somdtica
en Neotomodon se ha establecido que la pubertad se presenta en
promedio a los 49 dias, lo que se identifica en la hembra por la
apertura del orificio vaginal y se sabe también que la madurez
sexual de éstos estd establecida a los 65 dias, pues es capaz de
quedar prenada. En el macho, no se ha establecido si ocurre el
descenso testicular, sin embargo su conducta reproductora es madura
también a los 65 dias (Olivera, 1984). Esto a la luz de nuestros

resultados consideramos se cunmple.

Testiculo.
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Las mwodificaciones morfoldégicas que tienen 1lugar en el
testiculo de Neotomodon durante las edades estudiadas muestran que
existe una asociacién entre la edad, el peso corporal y los cambios
histoldégicos en el testiculo. Esta asociacidén entre la edad y el
peso corporal es directamente proporcional, que se relaciona con
el aumento del tamano del testiculo y con su maduracién

histolégica.

A los 14 dias de edad la imagen histolégica es la de un
testiculo inmaduro, en el cual se observan tunicamente un tipo de
células germinales, gue son las espermatogonias y un didmetro
tubular pequeno. Comparando con lo reportado en rata, especie en
la que se ha descrito que entre los 15 y 18 dias de edad se observa
la presencia de espermatocitos primarios en los estadios iniciales
de la profase meiética (Clermont, et. al., 1957), ademds de que a
los 20 dias se han observado espermatogonias en degeneracién, que
se tifen intensamente (Russell, et. al., 1987), Neotomodon presenta
una imagen histolégica menos avanzada, estos cambios histolégicos
descritos en la rata ocurren durante el periodo infantil (7-21 ds.)
en donde se sabe que la sensibilidad de las células de Sertoli a
FSH disminuye, se establece la barrera hematotesticular que se
relaciona estrechamente con la formacién de la luz tubular y los
niveles de FSH sérico coAienzan a incrementarse, ademds de que es
en este periodo cuando la secrecién de testosterona alcanza su

valor minimo (Ojeda, et. al., 1980).



140

A los 35-37 dias las modificaciones histoldégicas sufridas no
son drdsticas, con respecto a los 14 dias de edad, debido a que
aungue el didmetro tubular se ha incrementado, aun no se define
con claridad una luz tubular. En el epitelio seminifero se ha dado
un incremento en el grosor que coincide con la aparicién de
espermatocitos en leptoteno y paquiteno, asi como de células en
degeneracién. Estos cambios, en la rata, se dan en edades mas
tempranas, o sea dque la aparicién de 1los espermatocitos en
leptoteno y paquiteno ocurre antes de los 20 dias, asi como la
degeneracién de de la primera generacién de células en estas etapas

(Russell, et. al.,, 1987).

Es evidente que la maduracién del testiculo en Neotomodon
hacia el establecimiento de la espermatogénesis en estos intervalos
esta retrasada con respecto a la réta y el ratén. Esto se puede
afirmar por las imagenes histolégicas observadas en Neotomodon a
los 14 y 35-37 dias de édad, las cuales corresponden a la etapa

infantil segin Ojeda, et. al. en 1980.

En la rata en el lapso de 23-26 dias los espermatocitos se
observan en todas las fases de la profase y espermdtidas jovenes
en unos cuantos tubulos, el indice de degeneracién en los
espermatocitos es elevado (Clermont, y Perey, 1957) lo cual, no
sucede atln en neotomodon a estas edades. El diamétro tubular en

Neotomodon es menor pues segun nuestros resultados fué de 53.40 +
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5.8 4y en la rata a los 20 dias de edad de 97.2 + 5.8 u (Ekwal,

et. al., 1984).

El proceso de maduracién gonadal en Neotomodon es mds lento
lo que nos permite sostener que probablemente los cambios
neuroenddcrinos y endécrinos llevados a cabo en la rata en edades
tempranas comprendidas entre los periodos infantil y juvenil
{(Ojeda, et. al., 1980) ocurren en edades mds avanzadas en
Neotomodon lo gue se asocian con la maduracidn gonadal manifestada
en cambios histolégicos notables en edades posteriores a los 35-37

dias de edad.

A los 42 dias de edad en Neotomodon es evidente ya la
asociacién entre el incremento de la edad, la ganancia de peso
corporal, el aumento en el tamafo del testiculo y la maduracidn
del epitelio seminifero, vinculado a un aumento en el didmetro
tubular. La imagen histoldgica que se aprecia a esta edad,
apareciendo incluso espermdtidas tempranas, nos permite pensar en
cambios endécrinos importantes, como los descritos en la rata, en
gue se sabe que entre los 26 y 50 dias de edad los niveles de FSH
se incrementan a valores que exceden los 250 ng/ml, después caen
significativamente entre los 51 y 60 dias de edad y este
decremento en los niveles séricos de FSH se asocian con el momento
en el cual se liberan los primeros espermatozoides y se observan
los primeros cuerpos residuales (de Kretser, et. al., 1983). A esta

edad aun no se observan en Neotomodon espermatidas en fases tardias
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de maduracién en todos los animales, sin embargo el que ya existan
espermatidas en las primeras etapas de la espermiogénesis, se puede
interpretar como que se estd llevando a cabo la diferenciacién de
la espermatide como una consecuencia de la participacién de la FSH
y la testosterona (Steinberger, 1974; Lostroh, 1976). El didmetro
tubular a esta edad es pequefio al compararse con el de la rata que
a los 40 dias de edad es de 208.4 - 11.8 u, este didmetro es seis

veces mds grande que el didmetro tubular promedio a los 42 dias de

edad en Neotomodon que fué de 64.02 + 7.10 u.

A los 54 dias de edad los cambios en el peso corporal, el
tamafio del testiculo y su didmetro mayor y menor y el diametro
tubular presentan un incremento con respecto a la edad anterior
y cambios en la imagen histoldégica del epitelio seminifero lo cual
se puede asociar con el momento en el gque el epitelio seminifero
esta por completar la espermatogénesis. El tipo de células grandes
multinucleadas en degeneracion observadas a esta edad y la anterior
en Neotomodeon, en la rata corresponden a espermatidas
multinucleadas las cuales, constituyen una caracteristica unica de
la espermatogénesis puberal, esta degeneracién de las espermatidas
se presenta asociada con la presencia de células redondas a
alargadas detenidas a la mitad del ciclo (Russell, et. al., 1987).
En Neotomodon estas células gigantes multinucleadas creemos son
espermdtidas que no completaron su espermiogénesis y que se
encuentran fusionadas en células gigantes a causa de los puentes

citoplasmdticos existentes entre las células germinales durante la
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espermatogénesis. E1 que a los 54 dias de edad aln se observen unas
cuantas células gigantes en degeneracién nos indica que aiun los
niveles de FSH y LH no son adecuados para la completa maduracidn

(Russell, et. al., 1987).

Es evidente que la estimulacién dada por la LH se puede
apreciar de manera indirecta a través de 1la sintesis de
testosterona, la dque se incrementa de manera previa a la
diferenciacién de las espermatidas (Russell et. al., 1987). Se sabe
que para la diferenciacién de estas células es necesaria la
influencia hormonal tanto de FSH como de testosterona. El que a la
edad de 54 dias en Neotomodon observemos las primeras espermatidas
en diferenciacidén nos indica que se estd dando una maduracidén del
epitelio seminifero que apunta hacia el establecimiento de 1la

espermatogénesis.

El perfil hormonal durante el periodo juvenil y puberal en la
rata muestra cambios significativos. En el periodo juvenil en 1la
rata se da un incremento en el contenido de receptores testiculares
a LH que preceden al momento en donde se inicia el periodo puberal
en el que los niveles séricos de testosterona comienzan a
incrementarse rdpidamente, lo cual coincide con el momento en que
los primeros espermatozoides son liberados observdndose en la luz
del tibulo y la separacioén del balano prepucial se completa (Ojeda,

et. al., 1980).
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La transicién histoldgica de los 54 dias al intervalo 59-60

dias de edad en el testiculo de Neotomodon se manifiesta por un
incremento considerable en el didmetro tubular, asi como un aumento
en los tipos de células germinales en diferentes estadios de 1la
espermatogénesis. El que se presenten células picnéticas en algunos
tibulos se entiende como parte del porcentaje de células en
degeneracidén una vez establecida la espermatogénesis. Es importante
sefialar que la degeneracién de las células germinales no es
privativa de la etapa prepuberal y puberal sino que es un evento
que se dd a lo largo de la vida del organismo (Huckins, 1978) . Lo
que si es una caracteristica tnica de la espermatogénesis puberal
es la presencia de células gigantes multinucleadas (Ekwall, et.
al., 1984; Russell, et. al., 1987), 1las cuales continuan
presentdndose a esta edad, lo que nos indica que posiblemente en
Neotomodon las relaciones hormonales del eje hipotdlamo-hipéfisis-
testiculo aun no estan del todo establecidas. Otro hallazgo en
relacion con el establecimiento de la espermatogénesis a esta edad
es la presencia de cuerpos residuales. En la rata a los 47 dias de
edad se observa la presencia de tales cuerpos residuales en algunos
tibulos, y esto se ha interpretado como indicativo de gque algunos
espermatozoides han sido liberados a la luz (de Kretzer, et. al.,
1983). La presencia de cuerpos residuales y espermatozoides
maduros, nos permite hablar de madurez testicular a los 59 & 60
dias de edad en Neotomodon, sin embargo para relacionar a ciencia
cierta, la histologia con los eventos neuroendécrinos y endécrinos

que se llevan a cabo en Neotomodon y ubicar a esta edad en un
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periodo puberal tardio como lo llama Ojeda et. al., (1980) & de

madurez, seria necesario tener un perfil hormonal de Neotomodon.

El que aun se presenten células gigantes en degeneracién y
que éstas se identifiquen como espermdatidas que no completaron su
diferenciacién, se puede interpretar efectivamente como una falta
de acoplamiento entre las gonadotrofinas y la testosterona. Pues
se sabe que para la diferenciacién de las espermatidas se requiere
de FSH y testosterona (Steinberger, 1974; Lostroh, 1976; de
Kretser, et. al., 1983; Revilla y Dominguez, 1984). Es probable que
éstas existan ya en los niveles necesarios pero tal vez 1la

capacidad fisioldgica de respuesta aun no sea efectiva al 100%.

En cuanto al udltimo intervalo estudiado, ésto es entre los 70
y 100 dias de edad, vemos que el tgsticulo presenta la apariencia
de un testiculo histolégicamente maduro, lo que coincide con la
rata, la cual a los 75 dias de eda presenta una espermatogénesis
bien establecida (Russell, et. al., 1987). Esto se puede asociar
con el establecimiento funcional total del eje hipotdlamo hipdfisis
testiculo que en el periodo puberal tardio ya secreta las
cantidades hormonales requeridas (Ojeda et. al., 1980) de acuerdo
al patrén observado en los adultos, ademds de estar demostrando que
el testiculo ya ha madurado fisioldgicamente (Ojeda, et. al.,
1980). En este intervalo se dié un incremento ligero en el peso
corporal promedio, lo que suponemos se debe a que los organismos

continuan su crecimiento hacia una madurez sexual "completa".
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La diferenciacién observada en el testiculo de Neotomodon a
lo largo de las edades estudiadas, mostrd una evolucidén esperada
relacionada con la edad y el incremento en el peso corporal del
animal. Sin embargo cabe sefialar que en las edades estudiadas no
siempre la imagen histoldgica observada correspondié a la edad
cronoldgica, ya que hubieron animales que presentaron una imagen
histoldégica menos avanzada de lo esperado y otros con una
maduracién histolégica mds avanzada. Estos casos coinciden con el
hecho de que 1los animales con diferenciacién histolégica
relativamente retrasada, tenian un peso corporal menor que el
promedio para los animales de su edad; lo mismo ocurre en el caso
de una maﬁuracién adelantada, coincidiendo con un peso corporal
superior al peso corporal promedio (Martin, y Alvarez, 1980;
Olivera, 1984). Es posible que estas diferencias pudieran hacerse
coincidir con las reportadas por~Ekwall, et. al., (1984), donde
se establece relacién entre el peso corporal, estructura

histolégica y edad.

En cuanto al didmetro del testiculo mayor y menor asi como
del diametro tubular en las edades en las que se considerd se vié
que efectivamente existe un incremento en éstos conforme aumenta
la edad, ademds de relacionarse con la maduracién del testiculo,
1o cual resulta ldégico ya gque dicho incremento en el tamafo total
del testiculo y del didametro tubular se traduce en una mayor

diversidad en la poblacidon celular del epitelio y una
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diferenciacidén de las células intersticiales. Aqui también se
presentaron diferencias significativas entre los organismos de una
misma edad, lo cual creemos se debié a la diferencia en el peso
corporal, por lo que parece gue éste es un factor importante en el

inicio de la pubertad.

A los 35-37 dias comienza este proceso que se va desarrollando
de manera lenta a lo largo de las demas edades hasta llegar a los
59-60 dias de edad en donde el testiculo tiene la imdgen de un
testiculo maduro. Los cambios estructurales mds significativos
entre estas edades son: la aparicién de células germinales mas
maduras conforme aumenta la edad y la presencia de células
germinales en degeneracién en determinadas etapas. La degeneracidn
de las células germinales es un fendémeno que se dd también en el
adulto durante la espermatogénesis (Huckins, 1978; Russell, et. al.
1986) sin embargo, durante el perﬁodo juvenil y puberal presenta
caracteristicas distintivas (Russell, et. al. 1986. Ekwall, et.
al., 1984.) A los 35-37 dias de edad la degeneracidn celular es
menor que a los 42 dias, edad a la que ocurre principalmente en
células que se encuentran en la profase meidtica. A los 49-50 dias
y 54 dias de edad se contindan presentando espermatocitos en
profase meidtica en degeneracidén y ademdas células gigantes
multinucleadas. El que se hagan evidentes células en degeneraciodn
en determinado numero en las edades estudiadas indica que aungque
el testiculo va madurando histoldgicamente, y que probablmente atn

no se tiene el ambiente hormonal adecuado para que las células
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alcancen su maduracién completa.

Ovario.

Los cambios histoldgicos observados en el ovario de neotomodon
en las edades estudiadas manifestaron el desarrollo de éste hacia
su madurez. Estos cambios en la estructura histoldgica del ovario
son una de las manifestaciones de transicién que ocurren durante
la pubertad; pues el que se aprecie la aparicién de foliculos
preovulatorios asi como cuerpo luteo, nos indica la posible
participacién de las hormonas gonadotropas que estimulan dicho

crecimiento.

El advenimiento de la madurez gonadal en las hembras de
Neotomodon se observa a los 50 dias de edad, en donde se aprecian
foliculos de caracteristicas preovglatorias, asi como la presencia
de cuerpo luteo, a diferencia de lo que sucede con la rata en la
cual se sabe madura a las 5 semanas o sea a los 34-40 dias de edad
(Ojeda, et. al., 1980; Ojeda, et. al., 1983) y con el ratdén, el
cual alcanza la madurez a los 35 dias de edad (Pedersen, 1969;

Peters, 1969).

El que a esta edad el ovario de Neotomodon muestre madurez
conduce a decir que el advenimiento de 1la pubertad en este
organismo es mas lento, en comparacién a lo que sucede en la rata
y el ratén, y de hecho ésto se puede apreciar observando las

fluctuaciones de los tipos de foliculos en las edades previas a
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los 50 dias de edad, asi como los cambios en la estructura

histolégica.

Los cambios histoldgicos que se observaron entre los 14 y 50
dias de edad son cambios considerables, pues a los 14 dias de edad
observamos udnicamente los foliculos primarios y algunos ovocitos
aun desnudos, asi como una muy buena definicion de los cordones
medulares, esta descripcion corresponde a la descrita para el
ovario infantil de roedores (Mossman, 1966). Aungue al
correlacionar ésto con lo descrito para la rata no coincide, pues
sequin Ojeda et. al., (1980) a esta edad podemos observar en el
ovario foliculos del tipo 5b (preantrales), lo cual, en el caso de
Neotomodon atn no sucede. El que en la rata se presenten este tipo
de foliculos se ha relacionado con el hecho de que durante el
periodo infantil (7-21 ds.) la FSH alcanza niveles muy altos aunque
después declina y alcanza sus niveles mas bajos en la etapa juvenil
(21-32 ds. de edad) y ésto se ha interpretado como una consecuencia
de los niveles de FSH asi como de la feto proteina alfa (AFP) que
transporta estrdgenos que al parecer promueven el crecimiento de
los foliculos (Ojeda, et al. 1980). Algo similar sucede en el
raton, en el que se ha visto que a los 14 dias existen foliculos
de tipo 5a ademads de saberse que en los primeros 10 dias de edad
de vida existe un crecimiento y desarrollo folicular notable

(Peters, 1969).

A los 35 y 37 dias de edad en el ovario de Negtomodon se
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observa que aparecen foliculos de tipo 5a, 5b y 6 y evidencias de
atresia folicular, ésto que sucede en el ovario de Neptomodon se
ha descrito en la rata y en el ratén pero en edades mds tempranas
pues esto se aprecia en el periodo infantil (7-21 ds.) y juvenil
(21-32 ds.) en la rata (Ojeda, et. al., 1980) y a los 21 dias en
el ratdn (Peters, 1969), se cree que ésto es una consecuencia de
los cambios hormonales que se presentan en estos periodos, los
cuales son muy importantes, pues como ya mencionamos anteriormente
se piensa que el crecimiento folicular en estas edades tan
tempranas sea provocada por los niveles altos de FSH y LH que van
declinando hasta llegar a los niveles mds bajos en el periodo
juvenil y prepuberal comprendidios entre 1los 32 dias y 1°
ovulacién, por lo tanto al ir declinando los niveles séricos de
gonadotrofinas y no existir ya AFP, los foliculos ya no tienen el
estimulo hormonal para continuar creciendo y por lo tanto sufren
atresia (Ojeda, et. al., 1980; Ojeda, et. al., 1983; Hishfield, y
Midgley, 1978). Esta atrésia descrita en la rata en este periodo
también se ha descrito en el ratén a las 3 semanas de edad (21
dias) y se piensa que es consecuencia de la falta de un juego
hormonal adecuado en el ratén inmaduro (Pedersen, 1969). En
Neotomodon a los 35-37 dias de edad, segin lo descrito para el
ovario de roedores tenemos la imagen histolégica tipica de un
ovario prepuberal, el cual se caracteriza por la presencia de
numerosas mitosis en las células de la granulosa, foliculos de
mayor tamafio y la evidencia de atresia en algunos de estos

foliculos (Mossman, 1966).
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A los 41 dias de edad se aprecia poca diferencia comparado
con el periodo de 35-37 dfas de edad que se manifiesta
principalmente en un incremento en la atresia sufrida por los
foliculos en crecimiento. Esto confirma de alguna manera los bajos
niveles de las hormonas gonadotréficas para sostener el crecimiento
folicular. Esto que sucede nos permite también proponer que la
maduracién del ovario de Neotomodon ocurra en edades mds avanzadas

con respecto a la rata y el ratén.

A los 45 dias de edad es notable la disminucién en cuanto al
numero total de foliculos medianos con respecto a las edades
anteriores y el incremento en la atresia. De hecho lo que se
aprecia a partir de los 45 dias en adelante son patrones de
distribucién muy semejantes, lo cual se parece a lo reportado en
estudios realizados en la rata y en el ratén. Pues en la rata
durante el periodo prepuberal e sabe esta caracterizado por una
marcada respuesta ovdrica a las gonadotrofinas, lo que culmina con
la. primera ola preovulatoria de gonadotrofinas, la apertura
vaginal, y en consecuencia el primer ciclo estral y el inicio de
la funcién lutea (Odell, y Swerdloff, 1976; Ojeda, et. al., 1980;
Ojeda, et. al., 1983). Esto que sucede en la rata tiene como
resultado la modificacién de la cinética del crecimiento folicular
en el ovario inmaduro y en consecuencia al acercarse el momento del
primer ciclo estral, el ovario responde de diferente manera, pues

incluso se sabe que la capacidad esteroidogénica del ovario es
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diferente durante el periodo prepuberal y la pubertad (Ojeda, et.
al., 1980). La imagen histolégica que se aprecia a esta edad, 45
dias en Neotomodon, coincide con la descrita para un ovario puberal
en el que se observan foliculos maduros en los qgue se define
perfectamente la teca interna bien vascularizada y la teca externa,
incluso esta imagen histolégica en el ovario de roedores se ha
asociado a la respuesta a gonadotrofinas para el primer ciclo

estral (Mossman, 1966).

En las edades de 49 y 50 dias, el ovario presenta un aspecto
maduro. A los 49 dias la estructura histolégica del ovario muestra
una evolucién en cuanto a la cantidad de los tipos de foliculos en
crecimiento, pues es a esta edad en la que se observa el mayor
nimero de foliculos considerados grandes. La imagen observada a
esta edad tal vez pueda ser considerada la de un ovario puberal que
se caracteriza por presentar foliculos maduros en los que se
definen muy bien la capa granulosa y las tecas, lo que se ha
interpretado como un rasgo cercano al momento de la ovulacién,
debido a que el desarrollo de los foliculos es notable y ademds se
observa una atresia folicular en folficulos en distintas fases de
crecimiento (Mossman, 1966). Un rasgo particular de los ovarios
estudiados de Neotomodon a esta edad fue la presencia de foliculos
poliovulares en crecimiento, los cuales se han descrito en el
ratén, a las 6 semanas de edad (Kent, 1960), y para otras especies
de mamiferos aunque se habla de ovario inmaduro (Harrison, y Weir,

1977). Esto se cree sucede por una falta de estrégenos, '‘asf como
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por una falta de acoplamiento en el funcionamiento del eje
hipotdlamo~hipéfisis-ovario debido a que ocurre con mayor
frecuencia en animales inmaduros. Experimentalmente se ha observado
que la presencia de foliculos poliovulares esta asociada con los
niveles de estrégenos, ya que administrando estrégenos a un animal
inmaduro la presencia de estos foliculos poliovulares se reduce
(Harrison, y Weir, 1977). El que a los 49 dias en Neotomodon se
presenten folficulos poliovulares en crecimiento se puede
interpretar como que posiblemente el ovario aidn no esta
completamente maduro fisiolégicamente y por lo tanto alin no
sintetiza las cantidades suficientes de estrégenos. La presencia
de foliculos poliovulares a esta edad, se asocia también con la
informacién existente acerca de que el ovario es el Wltimo elemento
que madura fisioldgicamente del eje hipotdlamo-hipofisis-ovario
(Ojeda, et. al., 1980; Ojeda, et. al., 1983), ya que se conoce el
hecho de que la hipé6fisis, desae edades tempranas, presenta
receptores a GnRH, asi como que contiene grandes cantidades de FSH
(Chappel, et. al., 1983) y que la sensibilidad del eje hipotdlamo-
hip6fisis-ovario existe tempranamente, pues la administracién de
estradiol provoca un incremento en la liberacién de gonadotrofinas
en edades cercanas a la pubertad (Déhler, y Wuttke, 1975). Es muy
probable pensar también, con base en lo descrito para otras
especies, y nuestros resultados que ésto sea una consecuencia de
esa integracién de los elementos hipotdlamo-hipéfisis-ovario para
el primer ciclo estral y que por lo tanto los niveles de

gonadotrofinas promueven el crecimiento de estos foliculos que tal
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vez mas adelante sean ovulados o sufran atresia. Es importante
resaltar que en el ratdn se reporta el pico de este tipo de
foliculos a las 6 semanas de edad siendo gue segun la bibliografia
a esta edad el ratdn ya ha alcanzado la madurez (Bronson, et. al.,

1966; Asdell, 1964).

En ovarios de 50 dias de edad vemos la imagen histoldégica
clédsica de un ovario ovulatorio por la presencia de foliculos en
distintas etapas de desarrollo, atresia folicular y la presencia
de cuerpos luteos (Mossman, 1966). Aqui cabe sefialar que la
presehcia de cuerpo luteo es la evidencia mds objetiva de que se
ha preseqtado el primer ciclo estral y por lo tanto el ovario es
maduro. A partir de esta edad observamos evidencias de ovulacién,
sin embargo se sabe que el primer ciclo estral es un ciclo estral
no evidente, pues a pesar de que hubo ovulacién de un foliculo de
Graaf y la formacién de cuerpo luéeo no se manifiestan conductas
de apareamiento en las hembras, por lo que podemos decir que se ha
llevado a cabo "un ciclo estral silencioso', ésto se cree sucede
por la falta de pequefias cantidades de progesterona durante el
proestro del primer ciclo estral, ya gue la progesterona condiciona
al SNC a la estimulacién por estrégenos y que se provoque asi el
estro psiquico manifestado por la conducta de apareamiento en las
hembras (Asdell, 1964; Faulkner, 1969). Esto puede asociarse
también con los reportes acerca de que el registro de apareamiento
a los 65 dias de edad en Neotomodon ain no sea al 100% (Olivéra,

1984), pues también debemos considerar gque aunque la hembra esta
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ovulando la maduracidn del eje SNC-hipéfisis aun no es completa en

algunos animales (Ojeda, et. al., 1980).

En lo que se refiere a las fluctuaciones en la abundancia de
los foliculos que se presentan entre los 37 y 54 dias de edad en
Neotomodon tenemos que es semejante a lo observado en el ratén
entre los 14 y 35 dias de edad en el que se ha visto el aumento en
el nimero de foliculos, asi como la presencia de foliculos de los
tipos mds desarrollados (Pedersen, 1969; Peters, 1969), lo que
coincide con nuestros resultados, aunque no coincide con las
edades, ya que en Neotomodon se presenta a los 45 dias de edad lo
que creemos se asocia con el hecho de gue Neotomodon alcanza la
madurez mds tardiamente que la rata y al ratén. El descenso en el
nimero de foliculos de tipo 5a y 5b observado entre los 37 y 45
dias de edad creemos puede explicarse con la aparicién de los demés
tipos de folfculos como resultado de un estimulo constante de
gonadotrofinas a partir de los 45 dias de edad. Este descenso
observado entre las edades en Neotomodon es similar al observado
en el ratdén, especie en la que a partir de los 21 dias de edad se
observa una disminucién en los tipo de foliculos 5a, S5b y en el
tipo 6 a los 28 y 35 dias de edad. Esto se ha interpretado como
una caida en la velocidad del crecimiento folicular asociada a la
falta de gonadotrofinas necesarias para promover el crecimiento de
los foliculos de la reserva hasta foliculos grandes (Pedeisen,
1969). En nuestros resultados a partir de los 45 dias de edad, se

estabiliza el mimero de foliculos de cada tipo, aunque con
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moderadas fluctuaciones en cuanto al tiempo empleado por cada tipo
de foliculo en crecer y pasar a la siguiente categoria. Se ha
demostrado que durante el ciclo estral se dan modificaciones en
cuanto al numero total de folifculos, los tipos de folfculos en
desarrollo presentes y el porcentaje de atresia folicular; este
fenémeno se ha visto que coincide con las etapas del ciclo estral,
pues por ejemplo en la rata en el estro se observan foliculos casi
en su totalidad sanos gue no rebasan las 520 u de didmetro a
diferencia del proestro en donde se han visto foliculos de 780 g
los cuales se consideran foliculos preovulatorios. Estas
diferencias de tamafio se asocian con las fluctuaciones hormonales,
especificamente de la FSH durante el ciclo estral, ademds de
saberse también que la velocidad de crecimiento de los foliculos
varia seqin el tipo (Pedersen, 1969; Pedersen, 1970; Hirshfield,

y Midgley, 1978 a; Hirsfield, y Midgley, 1978 b).

La atresia folicular que se observé durante nuestro estudio
presenta patrones semejantes a los descritos para otras especies
(Pedersen, 1970; Hirsfield, y Midgley, 1978). Sin embargo el indice
mayor de atresia se observé en los foliculos de tipo 6 y 7 a
diferencié de los reportes en ratén en donde se sabe es mayor en
los folicuios de tipo Sb y 6 (Pedersen, 1970). Creemos que esta
diferencia estriba tal vez en la clasificacién utilizada o quiza
sea real el hecho de que para Neotomodon en particular la mayor

atresia se presente en los foliculos de tipo 7.
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5.~ Conclusiones.

1.- El testiculo de Neotomgdon a los 59 dias de edad es ya
maduro, pues se presentan asociaciones celulares caractesristicas
del ciclo espermatogénico establecido y espermatozoides libres en

la luz de los tibulos seminiferos.

2.- El ovario de Neqtomodon a los 52 dias de edad ya es
maduro, pues se presenta cuerpo liteo que es la evidencia

irrefutable de ovulacién.

3.~ La madurez del testiculo de Neotomedon presentd una
relacién directa entre el incremento del peso corporal, el tamano

del testiculo, y el diametro tubular.

4.- La madurez sexual en machos y hembras de Neotomodon se
presenta a edades mds avanzadas con respecto a los reportes que

existen para la rata y el raton.



CUARTA PARTE.

1.- Resumen General.

Neotomodon alstoni alstoni es un roedor endémico de la fauna
mexicana que se ha estudiado en los iltimos afios con el proposito
de ofrecerlo en un futuro no lejanc como modelo de investigacién
en dreas morfolégicas, fisiolégicas y farmacolégicas entre otras.
Este roedor se ha elegido por la facilidad con que se captura, su
docilidad al manejo y su buena capacidad de adaptacién al

laboratorio.

El desarrollo histolégico postnatal del testiculo y del ovario
se ha considerado en esta investigacién para establecer la madurez
gonadal del ratén de los volcanes, con el propdésito de proponer un
pardmetro mds y de esta manera poder definir con mayor precisién

la madurez sexual.

El estudio se llevé a cabo en dos fases experimentales: la
primera se consideraron ratones hembras y machos a partir de los
14 a 100 dfas de edad en los que se hizo unicamente la descripcién
histolégica del desarrollo y evolucién de las gdénadas en las
diferentes edades. Y en la segunda fase experimental en la que se

utilizaron machos entre los 37 y 54 dias de edad y hembras entre
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"los 37 y 52 dfas de edad, ‘de los cuales se hizo la descripcisn

histolégica asi como estudios morfométricos.

Los resultados obtenidos en los machos muestran que existe
una relacién entre la edad, el peso corporal y el desarrollo del
testiculo, as{ como el incremento del didmetro tubular con 1la
consecuente madurez del epitelio germinal conforme nos acercamos
a la madurez gonadal. Pues a los 14 dias de edad el peso corporal
es bajo y la imagen histolégica estd caracterizada por células de

Sertoli, espermatogonias y células en degeneracién. A los 35-37

dias de edad el peso corporal se ha incrementado, asi como el
tamafio del testiculo presentdndose ya un epitelio con dos a tres

estratos de células germinales entre las gque se distinguen

espermatocitos primarios en meiosis. A los 42 dias de edad se
aprecian espermdtidas en diferentes etapas de espermiogénesis y
células en degeneracidn descamadas hacia la luz. A los 49-50 dias
de edad la luz tubular se ha incrementado notablemente, se observa
ademds la presencia de 4 a 5 estratos de células en el epitelio
germinal asi como células gigantes multinucleadas. A los 54 dias
de edad se observan espermatidas alargadas en los Ultimos estadios
de la espermiogénesis y células gigantes multinucleadas. A los 59-
60 dias de edad se observé la espermatogénesis bien establecida,
caracterizada por la presencia de espermatozoides libres en la luz
de los tiubulos seminiferos y del epididimo. De los 70 a los 100

dias de edad se observé la imagen de un testiculo histoldégicamente

maduro en plena actividad espermatogénica.
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En el caso del ovario se observé una relacién entre la edad,
el crecimiento y maduracién del ovario manifestada por la aparicién
de foliculos en crecimiento en etapas mds avanzadas y por la
presencia de foliculos atrésicos. A los 14 dias de edad se
observaron foliculos primarios que ocupaban toda la regién cortical
del ovario. A los 35 dias de edad comenzaron a observarse foliculos
primarios y algunos foliculos secundarios. A los 37 dias se
observaron 'foliculos primarios y secundarios que tienen una
actividad mitética notable en las células de la granulosa y la
formacién de antro folicular. A los 41 dias de edad se nota la
presencia de foliculos en crecimiento poliovulares y un mayor
numero de foliculos que a los 37 dias. A los 45 dias existen més
foliculos en crecimiento presentdndose ya foliculos terciarios. A
los 49 dias de edad el numero total de foliculos se ha incrementado
asi como la diversidad en la etaﬁa de crecimiento ademds de ser
notorio el aumento en la atresia folicular. A los 52 dias de edad
se observa un ovario activo con foliculos en diferentes estadios
de crecimiento, la presencia de foliculos atrésicos que en su
mayoria son de tipo 6 y tipo 7, asi{ como la presencia de cuerpo
luteo. A partir de los 60 dias de edad en adelante se observa la

imagen histolégica de un ovario maduro.

Los resultados de la investigacién realizada nos permiten
concluir que la madurez gonadal del macho del ratén de los volcanes

se establece a los 59 dias de edad; y en las hembras se presenta
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a los 52 dias de edad. La aportacidén hecha por este trabajo abre
un panorama a explorar en relacidn con los eventos neuroenddcrinos
endécrinos y morfofisioldgicos durante la pubertad, la cual es

crucial en la vida de los organismos.
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Fig. 3.- Testiculo de 37 dias de edad. Se ve el incremento en el
didmetro tubular y espermatocitos en actividad meiotica (Tec. H.E.
400 X).
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"los 37 dias de edad.
Se aprecian espermatocitos en actividad meiotica (Tec. H.E.400 X).
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Pig. 5.- Testiculo de 37 dfas de edad. Se visualizan
espermatogonias (EG), espermatocitos en leptoteno (L) y pagquiteno
(P) asi como células de Sertoli (S), (Tec. H.E.400 X).
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Fig. 6.- Testiculo de 37 a as. de e¥ad. Se observan células
pericordonales (PC), espermatogonias (EG), espermatocitos primarios
en leptoteno (L), zigoteno (2Z) y paquiteno (P), células en
degeneracién (CD) y células de Sertoli (S) con sus proyecciones
citoplasmaticas (3, ( Tec. H.E.400 X).
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Fig. 7.- Testiculo de 37 dias de edad El campo mlcroscéplco
muestra células pericordonales (PC), espermatocitos primarios en
leptoteno (L), zigoteno (Z) y paguiteno (P) y una espermatogonia
en mitosis (k), (Tec. H.E.1000 X).

Fig. 8.- Testiculo a los 37 dias de edad. Se visualizan diferentes
tipos de espermatogonias (EG), células de Sertoli (S), células de
Leydig (LY), espermatocitos primarios en estadios de: leptoteno

(L), zigoteno (2) y en paquiteno (P) y células pericordonales (PC),
(Tec. H.E.400 X).
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Fig. 9.— Testiculo a los 35 dias de edad. Notese la presencia de
espermatogonias (EG), células de Sertoli (S) y células en
degeneracién (CD), (Tec. H.E.1000 X).
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Fig. 10.- Seccion longitudinal de tiibulos seminiferos de un
testiculo de 42 dias de edad. Notese la presencia de luz en los
tubulos seminiferos y varios estratos de células en distintas
etapas de la espermatogénesis y grupos de células de Leydig (LY),

(Tec. H.E.400 X).
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Fig. 11.- Testiculo de 42 dias de edad. Se observan espermatogonias
(EG), espermatocitos primarios en leptoteno (L), zigoteno (Z) y
paquiteno (P), células en degeneracién (CD) y células de Sertoli

de forma piramidal (S), (Tec. H.E.1000 X).
— N ' . o P ¢
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12.- Testiculo de 42 dias de edad. La fotografia muestra un
epitelio seminifero con distintos tipos celulares entre los que se
definen claramente células de Sertoli (S), espermatogonias (EG),
espermatocitos primarios en paquiteno (P), espermdtidas alargadas
(E), flagelos en la luz tubular (*) y células de Leydig (LY), (Tec.

H.E.400 X).

Fig.
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Fig. 13.~ Panoramica de un testiculo de 49 dias de edad. Se observa

el arreglo de las fibras reticulares (FR) de los tubulos
seminiferos, asi como los distintos tipos celulares en el proceso

8 3 I ?
Fig. 14.-~ ,Pan'o'r'a de 3§ S'e'eaprecia una
venula (V) ) entre los tubulos seminiferos y grupos de células de
Leydig (LY), la luz tubular se ve claramente asi como la diversidad
en el epitelio seminifero de cada uno de los tubulos, (Tec. H.E.250
X).
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Fig. 15.- Panordmica de tibulos seminife‘ros dg‘w dias de edad. El
‘epitelio seminifero exhibe varios estratos celulares y entre ellos
se aprecian bien espermatocitos primarios en leptoteno (L) y
paguiteno (P) asi como células en degeneracién (CD), (Tec. H.E.250
X). ) N
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Fig. 16.- Testiculo de 49 dias de edad. Tibulo seminifero en el se
aprecian espermatocitos primarios en leptoteno (L) y paguiteno (P)
y espermatidas alargadas (E) con cuerpos residuales (R) (Tec.
H.E.1000 X).



170

. . ‘.-." R
Fig. 17.- Testiculo de 49 dias de edad. Se observan espermatocitos
primarios en paquiteno (P), células gigantes multinucleadas (GM),

células en degeneracién (CD) y células de Sertoli

(S), (Tec.
H.E.1000 X).
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Fig. 18.- Testiculo de 54 dIas de edad. Notese espermatocitos en
profase meiotica en degeneracién (CD), espermatocitos primarios en
paguiteno (P), espermatidas alargadas (E), (Tec. H.E.1000 X).
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Fig. 19.- Testiculo ‘de 54 dias de edad Presenta varios estratos
celulares entre los que se observan con claridad células
pericordonales (PC), espermatogonias (EG), espermatocitos primarios
en paquiteno (P), espermdtidas redondas (ER) y espermétidas
alargadas (E) . (Tec

'
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Fig. 20. -,es ic.io e ?Ias de eead Sé apreclan cinco estratos

celulares, las células gque se localizan son espermatocitos
primariocs en paquiteno (P), espermdtidas redondas (ER) y
espermatozoides (EZ), (Tec. H.E.1000 X).
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Fig., 21 .- Testiculo de 54 dfas de edad. Muestra el epitelio
seminifero con asociaciones celulares de la espermatogénesis
(Tec. H.E.400 X).
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Fig. 22.- Parenquima testicular a los 60 dias de edad. Se observan
todos los tipos celulares germinales en diferentes estadios en cada
tibulo (Tec. H.E.250 X).
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el que se muestran células de Sertoli (S), espermatogonias (EG),
espermatocitos primarios en leptoteno (L) y paquiteno (P) asf como
espermdtidas alargadas (E) en estadios finales de maduracién. Entre
los tibulos se hay grupos de células de Leydig (LY) (Tec. H.E.250
X amplificacién).

A~ T Py
Fig. 24.- Parenquima testicular a los 59 dias de edad. Se aprecian
espermdtidas (E) en las dltimas etapas de maduracién encajadas en
las células de Sertoli (S) (Tec. H.E.400 X).
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Fig. 25.- Epididimo de neotomodon a los 59 dfas de edad. Se
observan espermatozoides (EZ) libres en la luz (Tec. H.E.400 X).

_“;f""';.“"""}"‘,‘ ] TR A
Fig. 26.- Panoramica de testiculo a los 70 dfas de edad. Se
presentan diferentes asociaciones celulares de la espermatogénesis
(Tec. H.E.250 X).
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Fig. 27.- Testfculo a los 135 dias de edad. Notese 1a'presencia de
distintas etapas de la espermatogénesis en los tibulos seminiferos
(Tec. H.E.400 X).
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Fig. 28.- Panoramica de un testiculo de iBg'dIas de edad. Se
aprecia la imagen histolégica tipica de un testiculo maduro con
una espermatogénesis bien establecida (Tec. Masson 400 X).
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Fig. 29.- Testiculo de 135 dias de edad. Se muestra un corte
transversal de un tibulo seminifero (Tec. Masson 400 X
amplificacidn).
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Fig. 30.- Ppanoramica de un ovar

aprecian en la region cortical foliculos tipo 3a y algunos de tipo
3b y 4; en la regién medular se presenta tejido conectivo laxo (TC)
{Tec. H.E.100 X).



177

: " L ! BT r’{ DO S
Fig. 31.- Ovario de 14 dfas de edad. Esta constituido casi en su
totalidad por folfculos tipo 3a en la regién cortical (Tec. H.E.400

X).

Fig. 32.~ Ovario de 14 dias de edad. Se observan foliculos de tipo
3a que tienen una sola capa de células foliculares planas (CF)
alrededor del ovocito inmersos en el estroma ovarico (Tec. H.
E.1000 X).
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Fig. 33,~ Ovario de 35'dias de edad. Se visualiza la abundancia de

los foliculos de tipo 3a arreglados en grupos entre los foliculos
en crecimiento en distintas etapas, En los foliculos en proceso Qe
atresia (FA) se notan células picnéticas (P) en la capa granulosa
asi como una perdida en el arreglo de ésta. La atresia se ve en
foliculos preantrales (Tec. H.E.250 X).

diferentes tipos (3a, 3b, 4, 5a y 5b). En los foliculos de tipo 5b
se aprecia las tecas (T) (Tec. H.E.250 X).
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Fig. 35.~ Ovario de 37 dias de edad. Se observan foliculos de tipo
3a, 3b, 4 y 5a inmersos en el tejido intersticial(TI)(Tec.
H.E.250X).
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Fig. 36.- Ovario de 45 dias de edad. Notese el foliculo atrésico
con células de la granulosa en picnosis (P) asi como una perdida
en el arreglo de ésta se aprecian también la teca interna y el
ovocito en degeneracién (0D). Existen folfculos de tipo 3a en la
regién cortical (Tec. H.E.250 X).
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Fig. 37.- Panorédmica de un ovario a los 45 dias de edad. Se
observan foliculos en crecimiento (FC), algunos de ellos con
atresia (FA). A los largo de la regién cortical se localizan grupos
de foliculos 3a. Se ve la médula y el mesovario asociado a tejido
adiposo (Tec. H.E.40 X).

Fig. 38.- Ovario de 49 dias de edad. Muestra u:h crecimiento
folicular notable con algunos foliculos poliovulares (FP) y otros
en proceso de atresia (FA). Alrededor del ovario se aprecia tejido
adiposo (TA) y porciones iniciales del oviducto (Tec. H.E.100 X).
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Fig. 39.- Ovario de 49 dias de edad que muestra un. foliculo de tipo
8 con un cumulus ophorus (CO) y antro folicular (AF) bien
desarrollados la capa granulosa (CG) estd constituida por varios
estratos celulares y la teca interna (TI) y externa (TE) estan bien
definidas. La médula del ovario presenta vasos sanguineos (C) y
tejido conectivo laxo (TC) (Tec. H.E.100 X).
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Fig. 40.~ Ovario de 50 dias de edad. Se muestra un cuerpo luteo
(CL) y foliculos en distintas etapas de crecimiento, algunos de
ellos en atresia (FA), en la corteza se localizan foliculos

primarios (3a) (Tec. H.E.100 X).
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Fig. 41.- Ovario de 60 dias de edad. Se apreclia un cuerpo luteo
(CL) en estadio temprano de diferenciacién, el cual comienza a
vascularizarse, existen eritrocitos (E) extravasados en lo que
constitufa el antro folicular (AF) (Tec. H.E.250 X).
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Fig. 42.- Ovario de 60 dfas de edad. Presenta cuerpo luteo con
células luteas (L) bien diferenciadas con nicleo grande y
citoplasma vacuolado (Tec. H.E.250 X).
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Fig. 43,- Panoramica de un ovario de 70 dias de edad. Muestra cinco
cuerpos luteos (CL) y foliculos en crecimiento (FC) (Tec. H.E.40X).
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Fig. 44.- Ovario de 70 dias de e . Se observa un foliculo tipo
7 atrésico y foliculos en crecimiento (FC) de varios tipos (Tec.
H.E.250 X).
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MACHOS HEMBRAS

edad peso promedio edad peso promedio

(dias) (grs.) (dias) (grs.)
14 10.55 14 10.60
35 35.55 35 19.65
50 26.75 50 30.85
60 34.65 60 59.60
74 39.70 70 48.20
82 38.50 80 42.55
90 52.20 90 58.55
100 40.15 100 42.75

Relacién entre la edad y el peso corporal promedio de los machos
y las hembras de la primera fase experimental. Notese como conforme
se incrementa la edad el peso corporal promedio aumenta.

CUADRO 4

edad peso diametro testicular didmetro

promedio tubular
(dias) (grs.) mayor menor promedio

(u) (u) (1)

37 27.37 610.21 332.21 53.40
42 36.43 784.64 433.55 64.02
49 31.63 917.25 470.63 74.59
54 34.90 835.00 400.50 78.83

Relacién entre los promedios del peso corporal, el didmetro mayor
y menos del testiculo y el didmetro tubular en cada una de las
edades estudiadas en la segunda fase experimental.
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CUADRGC 5
edad nimero de media desviacién limite
(dias) casos () standar inferior|superior
37 19 332.21 23.26 ° 320.99 343.42
42 22 433.55 72.62 401.35 465.74
49 16 470.63 50.20 443.88 497.37
54 8 400.50 13.13 389.52 411.4

Se muestra el ndimero de casos de los machos de la segunda etapa
experimental, la media del didmetro menor del testiculo, su
desviacién standar asf como los limites inferior y superior. El
andlisis de varianza que se aplicé mostré que existen diferencias
significativas en el Qiametro menor del testiculo en todas las
edades., (a¢ = 0.05)

CUADRO 6
edad numero de media desviacioén limite
(dias) casos (i) standar inferior|superior
37 19 610.21 55.02 583.69 636.72
42 22 784.74 168.60 709.88 859.39
49 16 917.25 226,78 796.40 11038.09
54 8 835.00 86.04 760.56 909.43

Nimero de casos, media, desviacidn standar y limites inferior y
superior del diametro mayor del testiculo. El andlisis de varianza
aplicado mostré que existen diferencias significativas en el
didmetroc mayor en todas las edades. (a = 0.05)
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CUADRO 7
gru| edad # media desviacién |valores| valores| grados
po |(dias)|casos () standar de F de T lib.
37 29 57.18 3.865 3.69 -5.87 77
1 42 50 64.64 7.427
37 29 57.18 3.865 11.9 -8.45 56
2 49 29 79.03 13.384
a7 29 57.18 3.865 9.72 -9.25 58
3 54 31 78.27 12.053
42 50 64 .64 7.427 3.25 -5.33 77
4 49 29 79.03 13.384
42 50 64.64 7.427 2.63 -5.66 79
5 54 31 78.27 12.053
49 29 79.03 13.384 1.23 0.23 58
6 54 31 78.27 12.053

Grupos de todas las posibles comparaciones de los didmetros
tubulares con respecto a la edad. Basado en la Prueba T (igualdad
de medias) calculada de acuerdo a los valores arrojados por la
Prueba F (igualdad de varianzas) y con el nivel de significancia
del 0.05 se obtuvieron diferencias significativas para pruebas de
dos colas los primeros cinco grupos; el grupo 6 fué el vnico en el
que no se presenté una diferencia significativa.
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