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RESUMEN 

En la presente investigación se estudiaron los efectos 

producidos en la glándula intersticial del ovario de rata 

infantil cuando éste es cultivado durante diez dias en medio no 

suplementado (medio control), medio suplementado con suero de 

gonadotropina coriónica bovino fetal, medio suplementado con 

humana (hCG), y medio suplementado tanto 

coriónica humana como 

preñada (hCG/PMSGJ. 

con gonadotropina de 

con gonadotropina 

suero de yegua 

Los resultados 

intersticial glandular 

obtenidos demostraron que 

se desarrolló y presentó 

el tejido 

actividad 

enzimatica sólo cuando los cultivos se realizaron en medio 

suplementado con gonadotropina coriónica humana. Por lo tanto, 

se deduce que el desarrollo y diferenciación de esta glándula, 

depende de factores extragonadales. 
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A N T E C E D E N T E S 

I ELEMENTOS CONSTITUTIVOS DEL OVARIO 

De acuerdo con la clasificación propuesta por Duke (1978), 

el ovario del mamifero esta integrado por foliculos (ovocitos 

circundados por epitelio folicular y una lámina basal que lo 

separa del estroma) y por componentes no foliculares, entre los 

cuales podemos identificar los siguientes: epitelio superficial 

monoestratif icado que rodea al ovario y se continua con el 

peritoneo; el estroma, que comprende los elementos celulares de 

las tecas interna y externa, esta última principalmente 

compuesta por fibras de tejido conectivo y numerosos vasos 

sanguineos que se localizan entre los foliculos; el rete ovarii 

6 remanente de la conexión entre el mesonefros y la gónada; y 

las células del tejido glandular intersticial que Mossman y 

Duke (1973) definieron como "Cualquier célula de tipo glandular 

que se encuentra dentro del ovario, y que no forma parte ni de 

la glándula luteal, ni de la tecal". 



La primera referencia que se tiene sobre la existencia del 

tejido intersticial se remonta a 1863, ano en el que PflUger 

describió este tipo celular en el ovario de rata, y 

posteriormente, debido a sus caracteristicas histológicas, 

Bouin en 1902 catalogo corno células de la gléndula 

intersticial. 

I I LA GLANDULA INTERSTICIAL 

2.1 CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES DE LAS CELULAS QUE CONFORMAN 

A LA GLANDULA INTERSTICIAL 

Las células de la glandula intersticial del ovario de rata 

presentan caracteristicas tipicas de células sintetizadoras y 

secretoras de lipidos (Davies y Broadus, 1968; Motta, et al, 

1970; Weisz y Gonsalus, 1973), como es el amplio desarrollo del 

reticulo endoplasmático liso (Quattropani, 1973). Al cual se 

le considera corno la marca estructural de toda célula que 

participa en la sintesis de lipidos (Leeson, 1963) y esteroides 

(Pudney, 1987). La cantidad y desarrollo del reticulo 

endoplasmético liso se asocia con la concentración de enzimas 

esteroidogénicas presentes en él. 

Ademés, se observan rnitocondrias con crestas tubulares, lo 

cual sugiere una especialización relacionada con su función, ya 

que los tóbulos confieren una mayor area de superficie por 

unidad de volómen que las crestas lamelares (Belt y Pease, 

1956). 

Las células de la glandula intersticial también contienen 
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inclusiones citoplasmicas de gotas lipidicas osmiofílicas y 

electrodensas, las cuales varían tanto en numero como en 

dimensión, y representan un almacén de fosfolípidos, acetal-

fosfolípidos, triglicéridos, residuos de acidos grasos, 

colesterol y ésteres del colesterol (Tuckey, et al, 1984). 

Otros organulos presentes en abundancia son los 

peroxisomas y dictiosomas (aparato de Golgi); los primeros, al 

parecer regulan la cantidad de colesterol intracelular y su 

utilización durante la esteroidogénesis. Este papel se les 

atribuye debido a que se ha observado un incremento en su 

numero cuando se inhibe la síntesis de colesterol (Pudney, 

1987). En tanto el aparato de Golgi está relacionado con el 

transporte intracelular de los diversos esteroides 

sintetizados. Es importante senalar que ambos organulos se 

encuentran en estrecha relación con el retículo endoplasmico 

liso. 

Las células de la glándula intersticial frecuentemente 

están asociadas a vasos sanguíneos (De Groodt, et al, 1957; 

Leeson, 1963; Ferguson, 1965) y a células del tejido conectivo 

que las rodean y las compartamentaliza, dandoles la apariencia 

de una glándula (Dahl, 1971). Una característica importante de 

la glándula intersticial es que su distribución, abundancia y 

diferenciación, se encuentran sujetas a variaciones rítmicas en 

correlación con la edad reproductiva y los ciclos ováricos 

{Mossman, et al, 1964; Motta, et al, 1970). 

3, 



2.2 ONTOGENIA DE LA GLANDULA INTERSTICIAL 

La glándula intersticial se encuentra bien desarrollada en 

los ovarios de roedores (Mori y Matsumoto, 1970). En éstos se 

ha observado que en las primeras etapas de vida posnatal, el 

estroma se caracteriza por presentar células mesenquimaticas, 

algunas de las cuales se diferenciaran hacia células 

precursoras de la glándula intersticial (Turner y Bagnara, 

1971). Una vez que se han establecido las primeras células 

glandulares, su población se incrementa paulatinamente conforme 

avance la edad del organismo (Hart, et al, 1966). Al inicio de 

la vida posnatal se le conoce como glándula intersticial 

primaria. En etapas posteriores del desarrollo, ésta es 

desplazada por otro tipo de tejido intersticial, al que se le 

denomina glándula intersticial secundaria, cuyo origen en los 

roedores se ha propuesto que es a partir de las células de la 

teca interna de foliculos atrésicos {Taylor, 1961 ; Mossman, et 

al, 1964; Guraya, 1973; Mori y Matsumoto, 1970, 1973; Merchant, 

1979; Merchant y Centeno, 1981). 

La atresia folicular ocurre en cualquier momento de la 

vida del organismo, pero es particularmente evidente durante 

los primeros dias de desarrollo posnatal, durante la atresia 

folicular algunas células de la teca interna que rodean al 

epitelio folicular se hipertrofian y forman pequeftos acomulos 

de células esteroidogénicas que se localizan en la región 

estromatica. 

En el ovario de rata el tejido intersticial primario se 

distingue de los ciernas tipos celulares alrededor de los 5 y 10 
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dias posparto (dpp) ( Rennels, 1951; Chieffi, et al, 1964; 

Presl, et al, 1965; Schlegel, et al, 1967; Weisz y Ferin, 1970; 

Weisz y Gonsalus, 1973; Quattropani y Weisz, 1973; Hoyer y 

Byskov, 1981). Hasta la tercera semana de vida posnatal es el 

unico componente ovárico que posee caracteristicas asociadas 

con las células esteroidogénicas (Dawson y McCabe, 1951). Asi, 

la producción de esteroides durante éste periodo se debe 

exclusivamente a la actividad de las células de la glándula 

intersticial primaria "cuyo desarrollo es gradual y parte desde 

las regiones interfoliculares hacia el foliculo" (Quattropani, 

1973). 

2.2.1 FACTORES QUE CONTROLAN EL DESARROLLO DE LA GLANDULA 

INTERSTICIAL 

Los principales factores a considerar que intervienen en 

el control del desarrollo de la glándula intersticial son: 

a) La unidad folicular (Mande!, 1935) 

b) las células germinales (Merchant, 1975; 1976) y, 

c) las gonadotropinas 

Weisz, 1973). 

circulantes (Quattropani y 

a) En 1935 Mande! demostró que el desarrollo de la 

capacidad esteroidogénica en el ovario de rata, dependia de la 

presencia de la unidad folicular, puesto que cuando ocasionó 

destrucción folicular absoluta, mediante el uso de radiaciones, 

ninguna actividad estrogénica se detectó. 
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b) Posteriormente, Merchant (1975; 1976) y Merchant y 

centeno (1981), trabajaron con ratas tratadas con busulfén 

(droga que destruye selectivamente a las Células Germinales 

Primordiales-CGP-} y una cepa de ratón mutante estéril, y 

encontraron que la presencia de los ovocítos en los ovarios 

parece ser necesaria para la formación de foliculos y 

consecuentemente para la diferenciación estructural de las 

células secretoras de esteroides. 

De tal manera que, la presencia de células germinales 

primordiales en el ovario, induce la foliculogénesis y como 

consecuencia del proceso de atresia folicular se inicia la 

diferenciación del tejido intersticial glandular. 

Recientemente Pelloux y col (1988), confirmaron las 

observaciones anteriores al corroborar que al inyectar busulf én 

a ratas gestantes, los productos presentaban una reducción en 

el numero de células germinales y foliculos; ademés observaron 

cierta disminución en la producción de estrógenos y en la 

actividad enzimatica de la aromatasa y de 

hidroxiesteroide deshidrogenasa {HSDH}. 

la AS 3~-

Con respecto a la acción de la unidad folicular sobre el 

desarrollo del tejido intersticial glandular, se ha encontrado 

que casi ningun esteroide sexual es producido por el ovario 

antes de la formación de los foliculos {Byskov y Hoyer, 1988), 

Estos se identifican desde el primer dia posparto en la rata 

(Stein y Anderson, 1981); y confome aumenta su numero, también 

se incrementa la cantidad de tejido intersticial (Mandel, 

1935). 

e) Numerosas investigaciones (Levy y col, 1959; 



Crumeyrolle-Arias y Aschheim, 1976; Ireland y Richards, 1978; 

Eckstein y Ravid, 1980; Funkenstein y col, 1980; Peluso, 1989), 

han demostrado que tanto la diferenciación posnatal de las 

células que integran al tejido intersticial glandular, como su 

estado de funcionalidad, dependen de la presencia de 

gonadotropinas hipofisiarias [Hormona Luteinizante (LH) y 

Hormona Foliculo Estimulante (FSHJJ. No obstante, el papel 

exacto de éstas sobre el inicio de la diferenciación del tejido 

intersticial se desconoce. Una de las primeras evidencias al 

respecto, fue dada por Rennels en 1951, quién demostró que los 

andrógenos secretados por el ovario de rata bajo la influencia 

de gonadotropinas ex6genas, eran producidos por las células del 

tejido intersticial glandular, las cuales, como respuesta a 

estas hormonas, se diferenciaban y evidenciaban cambios 

citol6gicos (membranogénesisl, histológicos [(aumento global 

del tama~o del ovario, generalmente atribuido al incremento en 

la cantidad de tejido intersticial (Pavic, 1963; Davenport y 

Hallette, 1966; Lunn y Loraine, 1973)] y bioquímicos (aumento 

en la capacidad esteroidogénica del tejido), mismos que 

actualmente se asocian a una acelerada producción de hormonas 

esteroides (Guraya, 1973). 

Sin embargo, dicha estimulación exógena no puede 

realizarse antes del nacimiento, puesto que es hasta la vida 

posnatal cuando 

gonadotropinas 

la hipófisis inicia 

(LH y FSH) (D~hler y Wutke, 

Steinberger, 1976). 

su producción de 

1974; Chowdhury y 

7 



I I I ESTEROIDOGENESIS 

La esteroidogénesis ó formación de esteroides, se realiza 

a partir del colesterol, precursor obtenido de alguna 

de sus tres fuentes principales, a saber: 

a) Colesterol preformado tomado de la sangre 

b) Colesterol preformado y almacenado dentro de la 

célula. 

c) Colesterol sintetizado de !lQ.YQ dentro de la célula a 

partir de acetato. 

Este precursor es desdoblado mediante una serie de enzimas, 

hasta transformarlo en pregnenolona, la cual es una 

intermediaria comun a todas las clases de hormonas esteroides 

producidas tanto por los ovarios cómo por otros ti~os de 

órganos esteroidogénicos (Gore-Langton y Amstrong, 1988). Esta 

es, a su vez, convertida a progesterona por el complejo 

enzimático AS 3(3-hidroxiesteroide deshidrogenasa AS 3(3-HSDHJ 

( 1 . 1. 1 . 14S. ) : AS-4 cetoesteroide isomerasa ( A 5-4 KSI) 

(5.3.3.1.), cuya función es la tr~nsforrnación irreversible (en 

condiciones fisiológicas) de AS 3(3- hidroxiesteroides a AS 3 

cetoesteroides (emplean NAD+ como aceptor de electrónesJ. Esta 

via de sintesis de esteroides es común para todos los 

vertebrados (Rubín, et al, 1963; Davies et al, 1966; Haffen, 

1970; Collenot y Collenot, 1977). 

En los rnarniferos, existen dos vias de biosintesis de 

esteroides, comunrnente conocidas corno: via A-4 y via A-5, la 

8 
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primera emplea 17a hidroxiprogesterona, mientras que la segunda 

inicia su ruta metabólica mediante el uso de 17a 

hidroxipregnenolona, esta última es la via mas empleada. 

Dicho complejo no sólo transforma pregnenolona a 

progesi:erona, sino también 17a-hidroxipregnenolona a 17a-

hidroxiprogesterona y aehidroepiandrosterona a androstendiona; 

éstas dos ultimas conforman la cadena de derivados 

esteroidogénicos que finaliza con la producción de estrona, 

testosterona y estradiol en el ovario (FIG 1). 

La actividad del compleJo enzimático es indispensable para 

llevar a cabo la producción de hormonas esteroides, por lo que 

se le considera corno un marcador fisiológico precoz de las 

células esteroidogénicas, el cual a su vez, esta influenciado 

por la edad, el sexo, los fenómenos ciclicos, la dieta, el 

"estrés", entre otras (Baillie, et al, 1966; Goldman, et al, 

1972; Chandrashekar y Leathem, 1977). 

Los primeros indicios de actividad esteroidogénica 

localizada mediante técnicas histoquimicas, en el ovario del 

rnamif ero se advierten en las células intersticiales localizadas 

en la región medular (Lombard y Scheib, 1972; Hoyer y Byskov, 

1981). La edad de aparición depende de la especie en estudio. 

En el caso de la rata, se ha demosi:rado que el ovario in situ 

es capaz de sintetizar esteroides desde los primeros dias de 

vida posnatal (Rennels, 1951; Chieffi, et al, 1964; Presl, et 

al, 1965; Schlegel, et al, !967; Presl, et al, 1969; Weisz y 

Ferin, 1970; Weisz y Gonsalus, 1973; Hoyer y Byskov, 1981), 

edad en la 

diferenciación .. 

cual 

La 

el tejido 

producción de 

intersticial inicia su 

esteroides aumenta con el 
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incremento de la actividad enzimática hasta obtener un máximo a 

partir de la segunda semana de vida posnatal (8 a 10 dpp) 

(Presl, et al, 1965; Schlegel, et al, 1967). En esta edad el 

ovario de la rata inicia la producción activa de es-cercddes 

(Smeaton, et al, 1975; Funkenstein, e-cal, 1980) y la actividad 

histoquimica esteroidogénica es evidente (Picon, et al, 1988). 

HO 

CH, ·COOM 
Ac11

1
111 
1 
1 

' 

5--ene-:JP·hydroxy 
pathway 

~~º 
Pregnenolone 

~~OH 

HO~ 

41-en-3-ox:o 
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Li-3/j-hydroxysteroid ----

dehydrogen1si5'" o A .. ' -1somerase 
:.::NA " 

o ...., 
Progesterone NAOPH 01 

C
1

, sid~Ch&tn cleavage P,,... 

17a.·hydro~pregnenolone ~) 110-hydroxyprr.gesterone 

;Dl· =====4p=¡NriA~O~P~Hra;4__2~·~c~,,~·:._:·~ly~as~• ____ _j 

o~ 
Androstenedione 

NAOH NA ,.. 

o 

HO~ 
Oehydroepiendrosterone 

• 
9 

176·hydroxysterold 

.~:-~~ ··---·~~ 
Testosrerone Estrad1ol- 17{3 

FIG 1 Principales rutas metabólicas en los microsomas obtenidos 

del ovario de rnarnifero para la producción de Progestágenos, 

Andrógenos y Estrógenos (Gore-Langon. RE y Amstrong, DT 1988. 

En: The Physiology of Reproduction 1988 (Knovil E y Neill J 

eds.) pag. 335). 
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3.1 CONTROL DE LA ESTEROIDOGENESIS 

Se ha observado que el almacenamiento y utilización del 

colesterol en el ovario de los mamiferos, está directamente 

influenciado por las gonadotropinas hipofisiarias y 

fundamentalmente por la LH/hCG (gonadotropina coriónica 

humana) ( Guraya, 1975). la cual facilita la esteroidogénesis. 

Esta se evidencia por el incremento en la actividad enzimática 

en los ovarios de rata, asi como por la agilización del 

transporte del colesterol que se encuentra almacenado en las 

gotas lipidicas (las cuales desaparecen del tejido intersticial 

poco después del tratamiento con hCGJ hacia las mitocondrias o 

sitios de su utilización (Guraya y Greenwald, 1964 (rata, 

hamster, conejo y cuyo); Channing y Tsafriri, 1977; Tuckey, et 

al, 1984; Gore-Langton y Amstrong, 1988). 

Los trabajos de Levy y col (1959), Presl, et al, (1965), 

Crumeyrolle-Arias y Aschheim, (1976) y Burden y Lawrence (1977) 

entre otros, mostraron que en ratas hipofisectomizadas, las 

gonadotropinas hipof isiarias juegan un papel muy importante en 

la diferenciación bioquimica del tejido intersticial glandular. 

Una vez realizada la hipofisectomia, la actividad del 

complejo enzimático AS 313 hidroxiesteroide deshidrogenasa : A. 5-

4 cetoesteroide isomerasa desaparece por completo. 

En ratas hipofisectomizadas y simultáneamente tratadas con 

gonadotropinas exógenas, la actividad enzimática es similar a 

la encontrada en las ratas control. 

La investigación realizada por Kent y Ryle (1975), sehala 
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que el tejido intersticial sólo es estimulado por LH y hCG, mas 

no por la FSH. Sin embargo, los estudios realizados por Susuki 

y col (1978) sugieren que a su vez, la FSH posee cierta 

capacidad para inducir esteroidogénesis, puesto que cuando se 

suministra en forma de PMSG (gonadotropina de suero de yegua 

prehadaJ, la actividad enzimática de la AS 3B hidroxiesteroide 

deshidrogenasa y de la 17B hidroxiesteroide deshidrogenasa se 

incrementa < Ec~:stein y Ravid, 1980) . 

En el caso del tejido ovárico de conejo (Younglai y 

Borgmann, 1988) y de oveja (Moor, 1973), éste se vuelve 

esteroidogénicamente activo cuando los niveles de 

gonadotropinas se elevan, y se inicia asi la producción de 

hormonas esteroides. Aparentemente, el ovario de rata sólo 

puede responder a la presencia de gonadotropinas ex6genas hasta 

poco después de la primera semana de vida (Funkenstein y 

Nimrod, 1981}. 

3.2 CONTROL DE LA ESTEROIDOGENESIS IN VITRO. 

En cultivo de órganos, los ovarios de ratas fetales e 

infantiles, muestran que en presencia de 

dehidroepiandrosterona, hay una cierta producción de estradiol 

y de otras hormonas esteroides desde los 13 a 14 dias de 

gestación (dg} IPicon, 1985). Por lo tanto se sugiere que la 

actividad AS 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa se encuentra 

presente en las gónadas fetales femeninas. Además, se ha 

observado que la adición de hormona luteinizante (LH) a 

cultivos de ovarios de ratas neonatales e infantiles, ocasiona 
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un incremento considerable en la producción y secreción de 

esteroides (Ireland y Richards, 1978; Brawn y Tsafriri, 1980; 

Funkenstein, et al, 1980), asi como en la actividad del 

complejo enzimático AS 3~ HSDH: AS-4 3 KSI (Goldman y Kohn, 

1970). 

13 



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Puesto que la mayoria de las investigaciones concernientes 

al desarrollo y capacidad esteroidogénica de la glándula 

intersticial en ovarios de rata in vitro. se han realizado en 

organismos püberes a adultos (en los cuales no sólo se estimula 

a las células intersticiales, sino también a aquellas que 

forman parte de la unidad folicular), decidimos estudiar los 

efectos sobre la actividad enzimática esteroidogénica y el 

desarrollo de la glándula intersticial cuando ambos ovarios se 

extraen de individuos infantiles y se mantienen 

organotipicamente en medio de cultivo esencial, con suero de 

bovino fetal {medio control), con gonadotropina coriónica 

humana y con gonadotropinas coriónica humana y de suero de 

yegua prehada. 
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O B J E T I V O S 

1) Establecer la edad postnatal en la cual puede detectarse la 

diferenciación histoquimica del tejido esteroidogénico en el 

ovario de la rata. 

2) Determinar el efecto del suero y de las gonadotropinas 

coriónica humana (hCG) y de suero de yegua prefiada (PMSG), en 

el establecimiento y diferenciación del tejido intersticial de 

la rata mantenido en cultivo de órganos, para evidenciar la 

necesidad de seNales exógenas. 
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M A T E R I A L E S 

Y M E T O D O .S 

1. ORGANISMOS Y OBTENCiüN DEL MATERIAL BiüLOGICC• 

En el presente estudio se emplearon ratas Wistar de O a 15 

dias posparto (dpp) (se consideró el dia de nacimiento corno dia 

cero pospartoJ, las cuales fueron sacrificadas mediante 

dislocación cervical o decapitación, para posteriormente 

lavarlas con solución antiséptica de Benzal - Alcohol 70 3 en 

proporción 1:1. En condiciones estériles se procedió a exponer 

la cavidad abdominal para disectar ambos ovarios y procesarlos 

de acuerdo con las siguientes técnicas: 

2. CULTIVO DE ORGANOS 

Bajo condiciones de asepsia y dentro de una campana de 

flujo laminar, los ovarios se aislaron y se colocaron en 

portaobjetos triescabados con medio Leivobitz 15 (L-15, 

GIBCOJ, posteriormente se cultivaron organotipicamente (de 

acuerdo al procedimiento descrito por Byskov y Saxén, 1976) en 

cajas de petri de 35 mm con: 

16 



a) 3 ml de Medio McCoy Sa modificación (MICROLABJ; 200 µg/ml 

de penicilina y 200 U/ml de estreptomicina como 

antibióticos, a este medio se le denominó medio no 

suplementado o esencial. 

bJ Medio esencial suplementado con 10 3 de suero de bovino 

fetal (SBFJ, al cual se le denominó medio control. Se 

empleó con el objeto de determinar si alguno de los 

factores que se encuentran en el suero pudiera tener 

cierta relación con el desarrollo y diferenciación de la 

glandula intersticial. 

c) Medio esencial suplementado con 25 unidades 

internacionales !UIJ de Gonadotropina Coriónica Humana 

(hCG) tGONADOTROPYL -C, 

medio. 

LABORATORIO ROUSSELL)/ml de 

d) Medio esencial suplementado con 25 UI de gonadotropina 

coriónica humana (hCG) y 5 UI de Gonadotropina de suero 

de Yegua Prenada (PMSGJ (Follitropina]/ ml de medio. 

Con el objeto de discernir si la glandula intersticial se 

encuentra controlada por factores hormonales exógenos, se 

decidió emplear primeramente un cultivo con gonadotropina 

coriónica humana (hCGJ y posteriormente uno con ambas 

gonadotropinas {hCG-PMSG). 
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Los cultivos se incubaron en una estufa a 37ºC, con 100 3 

de humedad y una atmósfera de 95 3 de aire y 5 3 de dióxido de 

carbono durante 2, 5 o 10 dias, se realizaron cambios de medio 

cada tercer dia. 

3. PROCESAMIENTO DEL MATERIAL BIOLOGICO PARA MICROSCOPIA 

ELECTRONICA (MEl: 

3.1 FIJACION, DESHIDRATACION E INCLUSION 

Tanto los ovarios obtenidos in situ como los cultivados, 

se sumergieron en fijador de Karnovsky (1965) sin calcio, 0.1 M 

pH 7.2 a 7.4, durante 2 horas, se lavaron en amortiguador de 

cacodilato de sodio 0.1 M pH 7.2 a 7.4 durante 15 minutos, se 

postfijaron con tetraóxido de osmio durante 1 a 2 horas 

(Zetterqvist, 1956) y se lavaron varias veces con agua 

destilada para posteriormente deshidratarlos por periodos de 20 

minutos, con alcoholes graduales de 70, 80, 90, 95, y dos 

cambios de 100 3. 

Las muestras se incubaron en Oxido de propileno durante 20 

minutos (dos veces), se preincluyeron en mezclas de oxido de 

propileno y epOn 812 (proporción 1:1 durante 2 horas y 1:3 

durante 2 horas), hasta emplearse únicamente epón 812 durante 

15 hrs. 

Finalmente, se incluyeron en epón 812 (Luft, 1961) durante 

24 horas en una estufa a 60ºC. 
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3.2 CORTE Y ANALISIS HISTOLOGICO 

Los bloques que contenian el material biológico, fueron 

cortados en un ultramicrotomo MT-1 (SORVALL), para obtener 

cortes semifinos de 1 a 2µm de espesor que se tineron con azul 

de toluidina (0.5 3), se contrastaron con etanol al 96 3 y se 

montaron con bálsamo de canadá en portaobjetos para su 

observación a microscopia de luz de alta resolución. 

4. DETECCION HISTOOUIMICA DE LA A 5 :?B 

DESHIDROGENASA lHSDHJ 

HIDROXIESTEROIDE 

Esta técnica, inicialmente descrita por Levy y col (1959), 

se emplea para determinar la localización, el tiempo de 

aparición y la abundancia de enzimas y otros compuestos 

relacionados con el metabolismo de los esteroides. En esta 

investigación la técnica fue aplicada a los ovarios in situ e 

in vitre, los cuales fueron incluidos en cápsulas BEEM de 

plástico, con resina Tissue-tak. Dicho material se congeló -70 

ºC sumergido en hexano, que se encontraba sobre una mezcla de 

hielo seco y acetona. 

6 a 8µm de espesor, 

En un crióstato, se obtuvieron cortes de 

que fueron montados sobre laminillas 

cubiertas con gelatina y guardados en refrigeración durante 24 

horas al vacio. Posteriormente se incubaron a 37 •e con el 

medio control [20 mg de Nicotinamida DinucleOtido (NAD+J y 20 

ml de amortiguador Tris 0.2M a pH 7.6] o con el medio de 

detección [20 mg de Nicotinamida Dinucleótido (NAD+), Sigma; 10 

mg de Nitroblue Tetrazolium (NBTJ Grado III; 20 m:!. de 
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amortiguador Tris 0.2 M a pH 7.6 y 2 mg de Dehidro-

isoandrosterona (DHEA)J durante 30 a 40 minutos. Después de la 

incubación las laminillas se lavaron con agua destilada, se 

fijaron durante 10 minutos en formalina neutra a temperatura 

ambiente y posteriormente se sumergieron varias veces en 

amortiguador Tris a pH 7.6, se tiheron con una solución acuosa 

de verde de metilo al 13 durante un minuto, se lavó el exceso 

de colorante con agua destilada y se montaron en glicerol para 

posteriormente ser observadas y fotografiadas en un microscopio 

ULTRAPHOT II (ZEISS). 

La demostración de la actividad enzimática depende de la 

transferencia de hidrógenos del hidroxiesteroide a la sal de 

tetrazolio, via un nucleótido de piridina (NAO+), de ésta 

manera la sal se reduce y, puesto que la forma reducida es 

insoluble y coloreada (sal de formazán), se deposita en el 

sitio de la reacción dando la localización de ésta (FIG.2). 

La cantidad de formazan depende tanto de la actividad 

oxidativa de la enzima, como del sistema diaforasa (Robinson, 

et al, 1971). cuya localización ocurre en 

intersticial (Kent y Ryle, 1975). 

HO 

o 

hidroxieste
roide 

deshidroge 
nasa 

NADH 

FORMAZAN 

diaf orasa 

Sal de 
tetazolio 

el tejido 

FIG.2 Diagrama de la reacción histoquimica que detecta la 

actividad enzimática de la 45 3~ HSDH. 
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R E S U L T A D O S 

1. DESCRIPCION ESTRUCTURAL E HISTOQUIMICA DE LOS OVARIOS 

OBTENIDOS IN SITU. 

Ovario de rata recién nacida, l, 2 y 3 dpp: 

El ovario de rata recién n~cida presentó una gran cantidad 

de cordones ováricos dentro de los cuales se observaron 

numerosos ovocitos. algunos de los cuales presentaban signos 

claros de degeneración celular. 

Los ovocitos fueron fácilmente identificados debido a su 

gran tamaho, forma esférica, núcleo prominente y nucleolo 

conspiculo. Con microscopia electrónica ademas se pueden 

observar numerosas mitocondrias y abundantes ribosomas libres 

{Zamboni y Merchant, 1973). 

A esta edad el estroma se caracterizó por ser muy laxo y 

poseer células fusiformes; no se observaron las células del 

tejido intersticial glandular y la reacción a la AS 38 HSDH fue 

negativa. 

Con respecto al ovario de rata de 1 dpp, en éste se 

observó una mayor invasión y proliferación por parte del tejido 

estromatico {mesénquima, fibroblastos, vasos sanguineos, etc) 

hacia los cordones ováricos. Este cambio histológico coincidió 
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FIG 4 Ovario de rata de 3 dpp al que se le aplico la técnica 

histoquimica, el resultado fue negativo (40Xl. 

Ovario de rata 4 dpp 

La histologia del ovario no permitió la identificación de 

células esteroidogénicas. Sin embargo, la técnica histoquimica. 

hizo posible evidenciar, mediante el precipitado de formazan. 

cierta actividad esteroidogénica en células, o pequehos grupos 

de células, localizados interfolicularmente hacia la región 

medular; región del ovario donde se lleva a cabo la formación y 

desarrollo de los primeros foliculos (FIG SA y 58). 
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FIG SA Reacci6n his"toquimica en el ovario de ra"ta in situ a los 

4 dpp, en el cual son fécilmente reconocibles los foliculos (f) 

hacia la región medular donde se perciben las primeras 

reacciones de precipitación lflechal 140XI 
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FIG 58 Reacción histoquimica positiva en el ovario de rata 

infantil in sit:u a los 4 dpp; vist:o a mayor aumente• el ovaric. 

presenta células con depósit:os de formazén (fz) (160XJ. 

Ovario de rata 5 dpp 

La región medular en ovarios de 5 dpp mostró un evidente 

crecimiento folicular, puesto que las células foliculares 

formaron varias capas alrededor de los ovocitos (foliculos 

preantrales). La actividad de la AS 313 HSDH se increment:o' a 

esta edad. 
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Ovarios de rata de 10, 12 y 15 dpp 

A los 10 dias posparto se observo que la cantidad de 

foliculos preantrales y antrales fue mayor; como lo fueron los 

numerosos acómulos de células del tejido intersticial glandular 

en las inmediaciones de los foliculos, las cuales evidenciaron 

una clara actividad enzimatica de la AS 38 HSDH. 

A los 12 dpp el ovario presentó en su mayoria ovocitos que 

se encontraron formando parte de foliculos preantrales. Ademas 

hubo varios foliculos que presentaron un evidente antro 

folicular. En estos óltimos existió una clara distinción entre 

los tres principales tipos celulares: granulosa, tecas y las 

celulas que forman al tejido intersticial glandular. Este 

ultimo formó masas de tamano considerable alrededor de los 

foliculos mas desarrollados, 

histoquimica fue muy evidente. 

cuya reacción a la técnica 

Finalmente, el ovario de rata de lS dpp incluia numerosos 

foliculos antrales entre los cuales fueron fácilmente 

distinguibles las tecas y el tejido intersticial glandular. En 

cortes semifinos de ovarios incluidos en epón, se 

los foliculos se encontraban rodeados por grupos 

observó que 

de células 

sumamente conspicuas debido a la metacromacia ocasionada por 

las gotas lipidicas localizadas en su interior (FIG 6A). 

Cuando se les realizó la prueba histoquimica, estas células 

presentan una clara reacción a la AS 38 HSDH (FIG 68). Por lo 

que las células metacromaticas observadas en cortes semifinos 

corresponden a la glándula intersticial del ovario. 
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FIG 6 Ovario de rata in situ de 15 dpp. A) Histc·logia del 

ovario en el cual se observan foliculos (f) rodeados por masas 

de gléndula intersticial (GIJ que muestr¡;r, 8,1 

histoquimica muy evidente, locE>lizadé mediE>nte los depósitos de 

formazén (fzJ(30X). 



2. DESCRIPCION ESTRUCTURAL E HISTOOUIMICA DE LOS OVARIOS 

TRATADOS IN VITRO. 

2.1 CULTIVOS EN MEDIO ESENCIAL. 

Los cultivos de ovarios de rata de 1, 3 y 5 dpp + 10 dias 

de cultivo (del en medio esencial, mostraron un marcado retrazo 

en el desarrollo de las numerosas capas de células foliculares 

que suelen cubrir al ovocito con respecto a los ovarios de 10 

dpp in si tu (etapa a la cual corresponderia el cultivo>. Los 

primeros presentaron escasas capas de células foliculares que 

rodearon al ovocito, e incluso aon llegaron a presentarse 

grupos de ovocitos unidos entre si (cordones ovaricos). Con 

respecto a la presencia de células intersticiales, éstas no se 

observaron ni en cortes semifinos ni con la técnica 

histoquimica. Cuando el cultivo de ovarios se inició a los S 

dpp, se observó a microscopia de luz un nómero inmportante de 

foliculos preantrales localizados predominantemente hacia la 

región cortical cuyos ovocitos se encontraron bastante 

desarrollados (FIG 7). Sin embargo, algunos de estos foliculos 

mostraron diversos grados de degeneración celular, la cual fue 

sumamente evidente en la región medular (FIG 7). Es importante 

senalar que entre los foliculos en desarrollo no se apreció la 

reacción positiva ocasionada por la actividad 

{FIG 8). 

enzimatica 

28 



FIG 7 Ovario de rata de 5 dias posparto cultivado durante 10 

dias en medio esencial. Histologia del cultivo donde se 

muestra claramente los foliculos (f) en desarrollo en la 

corteza y la evidente degeneración celular (de) (lOOX). 
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FIG 8 Cultivo de ovario de rata de 5 dpp durante 10 dias en 

medio esencial. Reacción histoquimica negativa a la A 5 3(3 HSDH 

(40X). 

2.2 CULTIVOS SUPLEMENTADOS CON SUERO DE BOVINO FETAL (SBF}. 

Cuando los ovarios fueron cultivados 10 dias a partir del 

So dia posparto en medio esencial suplementado con suero de 

bovino fetal (5 dpp + 10 de c/SBF) no se encontraron 

variaciones notables con aquellos ovarios cultivados en medio 

esencial. Asi la actí vídad de la A 5 3(3 HSDH fue negatí va y se 

detectó una degeneración celular muy acentuada (FIG 9A y Bl. 
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FIG 9 Ovario de r~ta de 5 dias posparto cul~ivado durante lG 

dias en medio esencial suplementado con suero de bovino fetal 

(SBFI. Al 

lfl escasamente desarrollados y la degeneraciOn celular {del en 

la zona medular iBOX). Bl reacciOn histoquimica negativa (~OXJ. 



2.3 CULTIVOS SUPLEMENTADOS CON GONADOTROPINA CORIONICA HUMANA 

l.hfQl... 

En los cultivos de ovarios de 1 y 3 dias posparto con 

gonadotropina coriónica humana (hCG) durante 10 dias (1 y 3 dpp 

+ 10 del, se observo poco desarrollo folicular, esto es, 

ovocitos rodeados por una o dos capas de células foliculares 

fusiformes. los cuales se encontraron localizados tanto en la 

región medular como en la corteza del ovario, algunos de estos 

foliculos presentaron claros indicios de degeneración celular. 

El tejido intersticial no se observo a microscopia de luz ni 

con las técnicas de histoqulmica. 

En los ovarios de 3 dpp, se observo que la mayor parte de 

los ovocitos se encontraban rodeados por una o dós capas de 

células foliculares que en ciertos casos llegaron a ser 

numerosas y de apariencia cabica. Precisamente alrededor de 

estos foliculos mas desarrollados es donde se encontraron las 

escasas células esteroidogénicas capaces de producir cierta 

respuesta positiva a la técnica histoquimica empleada. 

Los granulos de formazan se localizaron tanto en la zona 

intersticial alrededor de los foliculos, como en las propias 

células foliculares en el caso de foliculos atrésicos. 

De manera similar a los cultivos realizados en medio 

esencial, los ovarios de 5 d1as de edad cultivados por espacio 

de diez dias con gonadotropina coriOnica humana (5 dpp + 10 de 

c/hCG) presentaron un claro desarrollo folicular hacia la 

región cortical. En cortes semifinos se identificaron 

facilmente los lipidos intracelulares gracias a la metacromasia 

caracteristica de éstos (FIG 10). 
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La reacción a le·A.5 313.HSDH.fue mucho mas evidente que 

aquella observada en los cultivos de 3 dpp • 10 de c/hCG. Se 

presenta igualmente en la zona intersticial y en las células de 

la granulosa tanto de foliculos en desarrcll0, como de aquellos 

que mostraron diversoe grados de atree1a (FJG 11) 

FIG 10 Ovario de rata de 5 dpp cultivado 10 dias en medio 

suplementado con gonadotropina coriónica humana. Histologia del 

cultivo, en el cual se observan numerosos foliculos en 

desarrollo lfl y cierta rnetacromasia ocasionada por los lipidos 

intracelulares (li) (BOX). 
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FIG 11 Reacción enzimatica positiva a la enzima AS 38 HSDH en 

un ovario de 5 dpp cultivado durante 10 dias en medio esencial 

suplementado con gonadotropina coriónica humana f hCGJ. Se 

observan depósitos de formazan en la región intersticial IRJ) y 

en foliculos atrésicos (fa)(80XJ 

2.4 CULTIVOS SUPLEMENTADOS CON GONADOTROPINAS CORIONICA HUMANA 

y DE SUERO DE Y1ill..!JA PRENADA ( hCG/PMSG) . 

Cuando ademas de la hCG se agregó gonadotropina de suero 

de yegua prenada (PMSGJ (5 dpp + 10 de c/(hCG-PMSGJJ, el 

resultado que se obtuvo fue un crecimiento acelerado de los 

folículos. De manera que fue posible encontrar células 

foliculares en mi tos is ( FIG 12A) . Por otra parte, la ac ti vid ad 

enzimatica detectada mediante el depósito de formazán, no 

difiere de la encontrada en los cultivos que se realizaron sólo 

con gonadotropina coriOnica humana (FIG 128). 



FIG 12 Ovario de 5 dpp cultivado 10 dias en medio suplementado 

con gonadotropinas coriónica humana y de suero de yegua prenada 

(hCG-PMSG). AJ Histologia del cultivo en el que se muestra el 

evidente desarrollo de las células foliculares (cf), una de las 

cuales se encuentra en mitosis (m)(60X). 8) Reacción e~imática 

positiva a la enzima 45 38 HSDH en la region intersticial (RIJ 

y folículos atrésicos (fa) (lOOXJ. 

35 



D I s e u s I O N 

En cultivos de ovarios en medio esencial sin suero, se 

observó un marcado decremento en el nümero de células 

foliculares que rodean al ovocito, sobre todo en aquellos 

ovarios que fueron cultivados a partir de edades tempranas Cl y 

3 dpp). Esta observación indica que es necesaria la presencia 

de factores del suero que promuevan el desarrollo folicular en 

el ovario infantil. 

Los ovarios cultivados a los 5 dpp, presentaron signos de 

degeneración celular hacia la región medular, cosa que fue raro 

encontrar en los cultivados a 1 y 3 dpp. Como al avanzar la 

edad del individuo se incrementa el tamaho ovárico, dicha 

degeneración puede explicarse por la dificultad para el libre 

tránsito de gases, nutrimentos y substancias de desecho 

metabólico, que padecen los órganos en cultivo a partir de un 

tamaño critico. Esto explica porqué contrariamente a los 

ovarios in situ, en los ovarios cultivados los foliculos más 

desarrollados se localizaron hacia la corteza ovárica, sitio 

donde fácilmente se lleva a cabo el intercambio. 

Pavic en 1963 cultivó ovarios de rata de 8 dias posparto 

en presencia de gonadotropina coriónica humana (hCG), y observó 
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mediante técnicas histoquimicas un aumento considerable en la 

reacción a la 5 30-HSDH. Posteriormente, Smeaton y col 

(1975), con técnicas bioquimicas observaron un máximo en la 

producción y secreción de esteroides cuando agregaron hCG a los 

cultivos de ovarios de ratas de 8 y 12 dias posparto. Nosotros 

encontramos que la reacción histoquimica de la & 5 3B-HSDH, es 

cada vez mas evidente conforme aumenta la edad de la rata de la 

que se toma el ovario. Se puede concluir entonces, que la edad 

del individuo es un factor muy importante para que se lleve a 

cabo la diferenciación del tejido intersticial in vitre en 

presencia de gonadotropinas. 

En el presente trabajo encontrarnos que desde el 4Q dia de 

vida posnatal, en el ovario in situ existen algunas células que 

poseen actividad enzimática de la &5 30-HSDH. Sin embargo; la 

actividad se pierde al cultivar estos ovarios durante 10 dias 

en ausencia de gonadotropinas. Parece entonces, 

presencia de gonadotropinas es 

como para mantener la 

esteroidogénicas y con ello 

necesaria tanto 

diferenciación de 

la producción 

para 

las 

de 

que la 

inducir 

células 

enzimas 

relacionadas con este proceso. Asi, al iniciar el cultivo con 

ratas cada vez de mayor edad, la cantidad de células 

esteroidogénicas aumenta. De tal manera que las gonadotropinas 

mantienen e inducen un número mayor de células intersticiales 

en los ovarios in vitro, que dan por consiguiente una mayor 

respuesta histoquimica. 

Ademas de los cultivos de 10 dias arriba mencionados, 

también trabajamos con otros de corto plazo (5 dias posparto 

durante 2 dias de cultivo), en los que tratamos de determinar 
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en qué momento se perdia la capacidad esteroidogénica ya 

adquirida Como la prueba histoquimica resulto 

negativa, se demuestra que la actividad de esta enzima en los 

ovarios mantenidos en cultivo organotipico, requiere de la 

presencia de gonadotropinas a partir de una edad determinada. 

Este estudio corrobora el trabajo de Funkenstein y col 

(1980), quienes al trabajar con ovarios de ratas recién 

nacidas, propusieron que la gonadotropina de suero de yegua 

preñada (PMSG). sólo incervenia en el desarrollo y 

multiplicación de las células foliculares. mas no en la 

diferenciación de la glandula intersticial. 

Numerosas investigaciones demuestran que la edad en la que 

aparece la actividad histoquímica de la enzima A 5 38-HSDH en 

los ovarios de la rata, es aproximadamente entre los 5 y 10 

dias posparto (Rennels, 1951; Chieffi, et al, 1964; Presl, et 

al, 1965; Schlegel, et al, 1967; Weisz y Ferin, 1970; Weisz y 

Gonsalus, 1973; Quattropani y Weisz, 1973). Sin embargo, en la 

presente investigacion detectamos dicha actividad desde el 

cuarto dia, lo cual difiere con la edad reportada previamente. 

Como la técnica histoquimica empleada por nosotros es 

basicamente la misma, la diferencia con nuestros resultados 

podria deberse a la cepa de ratas que se emplean en diferentes 

laboratorios. Por ejemplo, los estudios en los que se emplean 

ratas Wistar !Rennels, 1951; Presl, et al, 1965) reportaron la 

actividad esteroidogénica desde los 5 dias posparco, un dia 

posterior a lo registrado en nuestro trabajo. En los estudios 

que utilizan ratas Sprague-Dawley la actividad esteroidogenica 

se encuentra entre los 7 a 10 días posparto (Chieffi, et al, 
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1964; Weisz y Ferin, 1970; 

~ f!Sr,4 TE SIS 
Mil/R DE l ·~ NO IJEBE 

. • 11 lllBLIOlJ:f. n 
Quattropani y Weisz ~~3). Por lo 

tanto, parece que en las ratas pertenecientes a la cepa 

Sprague-Dawley la diferenciación de la glandula intersticial se 

lleva a cabo mas tardiamente que en las ratas Wistar empleadas 

en esta investigación. Además, la diferencia cronológica 

podria deberse a que Rennels (1951) y Presl y col (1965), no 

señalan cómo inician el conteo de la edad. Nosotros 

consideramos el dia de nacimiento como dia cero posparto, Y tal 

vez ellos lo consideren como dia uno posparto. Con lo cual, no 

habria diferencia entre nuestros resultados y los obtenidos por 

estos investigadores. 

Los estudios que emplean métodos bioquimicos, han 

detectado la actividad de la 5 38-HSDH en ratas fetales y 

neonatales (Schlegel, et al, 1967; Guattropani y Weisz, 1973; 

Smeaton, et al, 1975; Pi con, et al, 1988). Como la técnica 

empleada en estos últimos estudios se baso en el uso de 

precursores marcados con radioactividad, aparentemente dicha 

técnica es mucho mas sensible para detectar la actividad de 

esta enzima que la técnica histoquimica empleada en el presente 

trabajo. 

Sin embargo, hay que considerar que una de las ventajas de 

la técnica histoquimica con respecto a la bioquimica, es la 

localización in situ de la actividad enzimatica en regiones 

especificas del órgano estudiado; y no sólo en una fracción del 

homogenado. 

Goldman Y Kohn en 1970, estudiaron células de ovarios de 

ratas fetales (21 dias de gestación) y neonatales (2 dpp) en 

medio esencial suplementado con suero de bovino fetal al 15 3 y 
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glutamina. Encontraron que la actividad histoquimica fue 

positiva en algunas células después de 8 a 12 dias de cultivo; 

precisamente cuando el cultivo correspondia a la edad de ratas 

de 9 a 10 días posparto. etapa en la cual la reacción 

histoquimica es evidente in situ (Rennels, 1951; Chieffi, et 

al, 1964; Presl, et al, 1965). Lo anterior les llevó a sugerir 

que el desarrollo y la diferenciación de la glándula 

intersticial es independiente 

Nuestros resultados en cambio, 

de factores extragonadales. 

demuestran que en los ovarios 

intactos, mantenidos en cultivo organotipico en medio esencial 

o suplementado con suero de bovino fetal, no existe actividad 

histoquimica detectable. 

Es interesante hacer notar que la unica diferencia 

existente entre nuestros medios de cultivo y aquellos 

utilizados por Goldman y Kohn (1970), es la concentración de 

suero de bovino fetal (en nuestros experimentos empleamos 10 3, 

mientras que ellos utilizan el 15 3) y la ausencia de 

glutamina. Consideramos que la diferencia en la concentración 

de suero y la presencia de glutamina, en el medio empleado por 

estos autores no son factores determinantes para inducir el 

desarrollo y no explican la diferenciación de células de la 

glándula intersticial. Sin embargo, es probable que el suero 

empleado en dicha investigación haya contenido una alta 

concentración de gonadotropinas. 

Por otra parte, es necesario enfatizar que en la 

investigación de Goldman y Kohn (1970), se empleó la técnica de 

cultivo de tejidos. En estas condiciones, las células se 

encuentran disgregadas, de tal manera que están expuestas 

40 



diréctamente a todos los componentes del medio de cultivo, y 

ademas carecen de las interacciones que normalmente podrian 

regular su diferenciación in situ. A diferencia de lo anterior, 

en el método empleado en el presente estudio (cultivo de 

órganos) se conservan las interacciones celulares. Por lo 

tanto, es lógico esperar que las células préviamente 

determinadas como esteroidogénicas, respondan de manera 

diferente según la técnica de cultivo empleada. En este caso 

existe la posibilidad de que la interacción celular que se 

tiene en el ovario, inhiba la diferenciación de la gléndula 

intersticial en un medio con baja concentración de 

gonadotropinas como las presentes en el suero de bovino fetal. 
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e o N e L u s I o N E s 

1. De acuerdo con el primer objetivo, se comprobó que el 

tejido esteroidogenico del ovario de la rata, puesto en 

evidencia por la reacción positiva a la ! 5 313 

hidroxiesteroide deshidrogenasa (HSDH) aparece desde el 4Q 

dias posparto. 

2. Los ovarios cultivados en medio esencial suplementado con 

suero de bovino fetal no permitieron el desarrollo ni la 

diferenciación de la glandula intersticial. 

3. La diferenciación histoquimica de la glandula intersticial 

del ovario infantil de la rata en cultivo de órganos, 

depende de la gonadotropina coriOnica humana. 

4. Por lo 

activación 

tanto, nuestros 

y modulación del 

resultados sugieren que la 

tejido esteroidogénico del 

ovario infantil de la rata in situ, dependen de factores 

extragonadales. 
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