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RESUMEN

En la presente investigacién se estudiaron los efectos
producidos en la glandula intersticial del ovario . de rata
infantil cuando éste es cultivado durante diez dias en medio no
suplementado (medio control), medio suplementado con suero de
bovino fetal, medio suplementado con gonadotropina coridnica
humana  (hCG), y medio suplementado tanto con gonadotropina
coridénica humana como <¢on gonadotropina de suero de yegua
prefiada (hCG/PMSG).

Los resultados obtenidos demostraron gque el tejido
intersticial glandular se desarrolld y presentd actividad
enzimatica sdélo cuando los cultivos se realizaron en medio
suplementado con gonadotropina coriénica humana. Por 1lo tanto,
se deduce que el desarrollo y diferenciacién de esta glandula,

depende de factores extragonadales.



A G R A D E €€ I M I E N T O =3

Al Dr. Horacio Merchant Larios por permitirme realizar el
s=vicio social y la tesis en su laboratorio

A la M. en C., Maria del Carmen Uribe por aceptar ser tutor
suplente en el presente trabajo y a las Doctoras Genoveva
Gonzalez y Elvira Estrada Flores quienes gentilmente revisaron
esta tesis.

Al Dr. Jesus Manuel Ledn Cizares por quien siento un
profundo respeto.

A la Dra. Ma. Irma Villalpando Fierro por sus ensehanzas;
asesorias e invaluable amistad.

Al fotbgrafo José Avilés por su trabajo técnico.

A mis compahferos y amigos del laboratorio: Diana, Jesus,
Martha = Elva, Rebeca y Elenita, Maru Z y Arturo, Estela,
Braulio, Martha Verdnica, Marlene, Pueblito, José¢ y Cielo,
quienes me ensefiaron el manejo del instrumental de laboratorico

e hicieron sumamente agradable mi estancia en el Laboratorio.



A MI MADRE Y MI PADRE

A DAVID, RUBEN, NORA Y DIANA

A ALBERTO



A N T E C E D E N T E S

I ELEMENTOS ' CONSTITUTIVOS DEL OVARIO

De acuerdo con la clasificacidn propuesta por Duke (1978),
el ovario del mamifero estd integrado por foliculos (ovocitos
circundados por epitelio folicular y una lamina basal que lo
separa del estroma) y por componentes no foliculares, entre los
cuales podemos identificar los siguientes: epitelioc superficial
monoestratificade que rodea al ovario y se continta con el
peritoneo; el estroma, que comprende los elementos celulares de
las técas interna vy externa, esta ultima principalmente
compuesta por fibras de tejido conectivo yb numerosos vasos
sanguineos que se localizan entre los folliculos; el rete ovaF;i
é remanente de la conexidén entre el mesonefros y la gobnada; 'y
las células del tejido glandular intersticial que Mossman vy
Duke (1973) definieron como "Cualquier cé&lula de tipo glandular
que se encuentra dentro del ovario, vy que no forma parte ni de

la glandula luteal, ni de la tecal".



T La primera referencia que se tiene sobre la existencia del
tejido intersticial se remonta a 1863, ano en el que PflUger
describiod este tipo celular en el ovario. de rata, y
posteriormente, debido a sus caracteristicas histologicas,
Bouin en 1902 catalogd cOomo ceélulas de la gléandula

intersticial.

I X 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 celulas sintetizadoras vy
secretoras de lipidos {(Davies y Broadus, 1968; Motta, et al,
1970; Weisz y Gonsalus, 1973), como es el amplio desarrollo del
reticulo endoplasmatico liso (Quattropani, 1973). Al cual se
le considera como 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
endoplasmatico liso se asocla con la concentracién de enzimes
estercidogénicas presentes en &l.

Ademads, se observan mitocondrias con crestas tubulares, 10
cual sugiere una especializacidén relacionada con su funcioén, ya
que los tubulos confieren una mayor Area de superficie por
unidad de volumen que las c¢restas lamelares (Belt y Pease,
1956) .

Las células de la glandula intersticial también contienen



inclusiones citoplasmicas de gotas lipidicas osmiofilicas vy
electrodensas, las cuales varian tanto en numero coma en
dimensidén, y representan un almaceén de fosfollpidos, acetal-
fosfolipidos, trigliceridos, 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
utilizacidén durante la esteroidogénesis. Este papel se les
atribuye debido a que se ha observado un incremento en su
numero cuando se inhibe la sintesis de colesterol (Pudney,
1987). En tanto el aparato de Golgi esta relacionado con el
transporte intracelular de los diversos esteroides
sintetizados. Es importante sehalar qgque ambos organulos se
encuentran en estrecha relacién con el reticulo endoplasmico
liso.

Las células de la glandula intersticial frecuentemente
estan asociadas a vasos sanguineos (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 glandula (Dahl, 1971). Una caracteristica importante de
la glandula intersticial es que su distribucién, abundancia vy
diferenciacisén, se encuentran sujetas a variaciones ritmicas en
correlacion con la edad reproductiva y los ciclos ovaricos

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



2.2 ONTOGENIA DE LA GLANDULA INTERSTICIAL

La glandula 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 mesenquimdticas,
algunas de las cuales se diferenciaran hacia células
precursoras de la glandula intersticial (Turner y Bagnara,
1971). Una vez que se han establecido las primeras células
glandulares, su poblacidén se incrementa paulatinamente conforme
avance la edad del organismo (Hart, et al, 1966). Al inicio de
la vida posnatal se le conoce como glandula intersticial
primaria. En etapas posteriores del desarrollo, ésta es
desplazada por otro tipo de tejido intersticial, al que se le
denomina glandula 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 desarrqllo posnatal, durante la atresia
folicular algunas células de la teca interna que rodean al

“epitelio folicular se hipertrofian y forman pequefios actmulos
de células esteroidogénicas que se localizan en la regiédn
estromatica.

En el ovario de rata el tejide intersticial primario se

distingﬁe de los demds tipos celulares alrededor de los 5 y 10



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 ovarico que posee caracteristicas asociadas
con las ceélulas esteroidogénicas (Dawson y McCabe, 1951). Asi,
la produccién de esteroides durante éste perlodo se debe
exclusivamente a la actividad de las células de la glandula
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 glandula intersticial son:

a) La unidad folicular (Mandel, 1935)
b) las células germinales (Merchant, 1975; 1976) vy,
c) las gonadotropinas circulantes (Quattropani y

Welsz, 1973).

a) En 1935 Mandel demostrd que el desarrollo de 1la
capacidad esteroidogénica en el ovario de rata, dependia de la
‘presencia de la unidad folicular, puesto que cuando ocasiond
destruccidn folicular abscluta, mediante el uso de radiaciones,

ninguna actividad estrogénica se detectd.



b) Posteriormente, Merchant (1975; 1976} y Merchant y
Centeno (1981), trabajaron con ratas tratadas con busulfan
(droga que destruye selectivamente a las Células Germinales
Primordiales-CGP~) y una cepa de ratén mutante estéril, vy
encontraron que la presencia de los ovocitos en los ovarios
parece ser necesaria para la formacidén de foliculos y
consecuentemente para la diferenciacién estructural de las
células secretoras de esteroides.

De tal manera que, la presencis de células germinales
primordiales en el ovario, induce la foliculogénesis y como
consecuencia del proceso de atresia folicular se inicia la
diferenciacion del tejido intersticial glandular.

Recientemente Pelloux y col (1988}, confirmaron las
observaciones anteriores al corroborar que al inyectar busulfan
a ratas gestantes, 1los productos presentaban una reduccidén en
el nimero de células germinales y foliculos; ademas observaron
cierta disminucién en la produccién de estrégenos y en la
actividad enzimdtica de 1la aromatasa y de la AS SBj
hidroxiesteroide deshidrogenasa (HSDH).

Con respecto a la accidn de la unidad folicular sobre el
desarrolle del tejide intersticial glandular, se ha encontrado
que casi ninguin esteroide sexual es producido por el ovario
antes de la formacién de los follcules (Byskov y Hoyer, 1988},
Estos se identifican desde el primer dia posparto en la rata
(Stein y Anderson, 1981); y confome aumenta su nlmero, también
se incrementa la cantidad de tejido intersticiel (Mandel,
1935).

¢) 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 1la diferenciacién posnatal de las
c¢lulas que integran al tejido intersticial glandular, como su
estado de funcionalidad, dependen de la presencia de
gonadotropinas hipofisiarias [Hormona Luteinizante (LH) vy
Hormona Folicule Estimulante (FSH)]. No obstante, el papel
exacto de éstas sobre el inicio de la diferenciaciéon del tejido
intersticial se desconoce. Una de las primeras evidencias al
respecto, fue dada por Rennels en 1951, quieén demostrd que los
androégenos secretados por el ovario de rata bajo la influencia
de gonadotropinas exégenas, eran producidos por las células del
tejido intersticial glandular, 1las cuales, como respuesta a‘
estas hormonas, se diferenciaban y evidenciaban cambios
citolégicos (membranogénesis), histolégicos ([(aumento global
del tamaho del ovario, generalmente atribuide al incremento en
la cantidad de tejido intersticial (Pavic, 1963; Davenport vy
Mallette, 1966; Lunn y Loraine, 1973)) y bioquimicos (aumenté
en la capacidad esteroidogenica del tejido), nismos que
actualmente se asocian a una acelerada produccién de hormonas
esteroides (Guraya, 1973).

Sin embargo, dicha estimulacidn exdgena no puede
realizarse antes del nacimiento, puesto que es hasta la vida
posnatal cuando la hipdfisis inicia su produccién de
gonadotropinas (LH y FSH) (D8hler y Wutke, 1974; Chowdhury y

Steinberger, 1976).



v oo XX . ESTEROIDOGENESIS

La esteroidogénesis ¢ formacidén 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 1la
célula.

c) Colesterol sintetizado de novo 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 comin a todas las clases de hormonas esteroides
producidas tanto por los ovarios cémo  por otros tipos de
organos esteroidogeénicos (Gore-Langton y Amstrong, 1988). Esta
es, a su vez, convertida a progesterona por el complejo
enzimdtico A5 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa ( AS 3B3-HSDH)
(1.1.1.145.): AS5-4 cetoesteroide isomerasa ( A5-4 KSI)
(5.3.3.1.), cuya funcidén es la transformacién irreversible (en
condiciones fisicldgicas) de AS 33- hidroxiesterocides z A5 3
cetoesteroides (emplean NAD+ como aceptor de electrénes). Esta
via de sintesis de esteroides ez comin para todos los
vertebrados (Rubin, et al, 1963; Davies et al, 1966; Haffen,
1970; Collenot y Collenot, 1977).

En los mamiferos, existen dos vias de biosintesis de

esteroides, comunmente conocidas como: via A-4 y vid A-5, la



primera emplea 17a hidroxiprogesterona, mientras que la segunda
inicia su ruta metabdlica mediante el uso de 17a
hidroxipregnenolona, esta Ultima es la via mas empleada.

picho complejo no sédlo transforma pregnenolona a
progesterona, sino también 17a-hidroxipregnenolona a 17a-
hidroxiprogesterona y dehidroepiandrosterona a androstendiona;
éstas dos Ultimas conforman la cadena de d=rivados
esteroidoge®nicos que finaliza con la produccidén de estrona,
testostercna y estradicl en el ovario (FIG 1).

La actividad del complejo enzimdtico es indispensable para
llevar a cabo la produccidén de hormonas esteroides, por lo que
se le considera como un marcador fisioldgico precoz de las
células esteroidogénicas, el cual a su vez, esta influenciado
por la edad, el sexo, los fendmenos cilclicos, 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
mamifero se advierten en las células intersticiales localizadas
en la regidén medular (Lombard y Sdheib, 1972; Hoyer vy Byskov,
1981). La edad de aparicidén depende de la especie en estudio.
En el caso de la rata, se ha demostrado 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, 1967; Presl, et al, 1969; Weisz y
Ferin, 1970; Weisz y Gonsalus, 1973; Hoyer y Byskov, 1981),
edad en la cual el tejido intersticial inicia su

diferenciacién. 'La  produccién de esteroides aumenta con el



incremento de la actividad enzimatica hasta obtener un maximo 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 produccidn activa de estercides
(Smeaton, et al, 1975; Funkenstein, et al, 1980) y la actividad

histoquimica esteroidogénica es evidente (Picon, et al, 1988).
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3.1 CONTROL DE LA ESTEROIDOGENESIS

Se ha observado que el almacenamiento y utilizacidén del

colesterol en el ovario de los mamiferos, esta directamente

influenciado por las gonadotropinas hipofisiarias y
fundamentalmente por la LH/hCG (gonadotropina coridnica
humana) (Guraya, 1975), 1la cual facilita la esteroidosénesis.

Esta se evidencia por =1 incremento en la actividad enzimdtica
en los ovarios de rata, asl como por la agilizacidon del
transporte del colesterol que se encuentra almacenado en las
gotas lipidicas (las cuales desaparecen del tejido intersticial
poco después del tratamiento con hCG) hacia las mitocondrias o
sitios de su utilizacidn (Guraya vy 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 hipofisiarias juegan un papel muy importante en
la diferenciacién bioquimica del tejido intersticial glandular.

Una vez realizada 1la hipofisectomla, la actividad del
complejo enzimético A5 3B hidroxiesteroide deshidrogenasa : A 5-
4 cetoestercide isomerasa desaparece por completo.

En ratas hipofisectomizadas y simultdneamente tratadas con
gonadotropinas exdgenas, la actividad enzimdtica es similar a
la encontrada en las ratas control.

La investigacién realizada por Kent y Ryle (1975), sehala

11



que el tejido intersticial sdélo 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 suerc de y=gua
prehada), la actividad enzimdtica de la A5 3B hidroxiesteroide
deshidrogenasa vy de la 173 hidroxiesteroide deshidrogenasa se
incrementa (Eckstein y Ravid, 13530).

En el caso del tejido ovirico de <conejo (Younglai vy
Borgmann, 1988) y de oveja (Moor, 1973), éste se vuelve
esteroidogénicamente activo cuando los niveles de
gonadotropinas se elevan, y se inicia asl la produccidn de
hormonas esteroides. Aparentemente, €l ovario de rata soélo
puede responder a la presencia de gonadotropinas exdgenas hasta
poco después de la primera semana de vida (Funkenstein y

Nimrod, 1981).

3.2 CONTROL DE LA ESTEROIDOGENESIS IN VITRO.

En cultivo de ¢rganos, 1los ovarios de ratas fetales e

infantiles, muestran que en presencia de

dehidroepiandrosterona, hay una cierta produccion de estradiol
y 'de otras hormonas estsroides desde los 13 a 14 dias de
gestacién (dg) (Picon, 1985). Por lo tanto se sugiere que la
actividad AS 3f-hidroxiesteroide deshidrogenasa se encuentra
presente en las goénadas fetales femeninas. ‘~Ademds, se ha
observado que  la adicién de hormona luteinizante (LH) a

cultivos de ovarios de ratas neonatales e infantiles, ocasiona

12



13
un incremento considerable en 1la produccidn y secrecidn de

esteroides (Ireland y Richards, 1978; Brawn y Tsafriri, 1980;
Funkenstein, et al, 1980), asi como en 1la actividad del
complejo enzimdtico AS 33 HSDH: A5-4 3 KSI (Goldman y Kohn,

1970) .



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Puesto que la mavoria de las investigaciones concsrnientes
al desarrolleo y capacidad estercidogénica de la glandula
intersticial en ovarios de rata in vitro, se han realizado en
organismos puberes a adultos (en los cuales no sélo se estimula
a las células intersticiales, sino también a aquellas que
forman parte de la unidad folicular), decidimos estudiar los
efectos sobre la actividad enzimatica esteroidogénica y el
desarrollo de la glandula intersticial cuando ambos ovarios se
extraen de individuoes infantiles y se mantienen
organotipicamente en medioc de cultivo esencial, con suero de
bovino fetal (medio control), con gonadotropina coridnica
humana y con gonadotropinas coridnica @ humana y de suero de

yegua prefiada.
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o B J E T I V O S

1) Establecer la edad postnatal en la cual puede detectarse la
diferenciacién histoquimica del tejido esteroidogénico en el

ovario de la rata.

2) Determinar el efecto del suero y de las gonadotropinas
vcoriénica humana (hCG) y de suero de yegua prefiada (PMSG), en
el establecimiento y diferenciacién del tejido intersticial de
la rata mantenido en cultivo de oérganos, para evidenciar la

necesidad de sefifales exdégenas.

15



M A T E R I A L E S

b 4 M E T O D O 3
1. ORGANISMOS Y OBTENCION DEL MATERIAL BIOGLOGICC

En el presente estudio se emplearcn ratas Wistar de 0 a 15
dias posparto (dpp) (se considerd el dia de nacimiento como dia
cero posparto), las cuales fueron sacrificadas mediante
dislocaciodn cervical o decapitaciédn, para posteriormente
lavarlas con solucién antiséptica de Benzal - Alcohol 70 % en
proporcién 1:1. En condiciones estériles se procedidé a exponer
la cavidad abdominal para disectar ambos ovarios y procesarlos

de acuerdo con las siguientes teécnicas:
2. CULTIVO DE ORGANOS

Bajo condiciones de asepsia y dentro de uha campana de
flujo laminar, los ovarios se aislaron y se colocaron en
portaobjetos triescabados con medio Leiveobitz - 15 (L-15,
GIBCO),  posteriormente se cultivaron organotipicamente (de
acuerdo al procedimiento descrito por Byskov y Saxén, 1976) en

cajas de petri de 35 mm con:
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a) 3 ml de Medio McCoy 5a modificacién (MICROLAB); 200 upg/ml
de penicilina y 200 U/ml de estreptomicina como
antibiéticos, a este medio se le denomind medio no

suplementado o esencial.

b) Medio esencial suplementado con 10 % de suero de bovino
fetal (SBF), al cual se le denomindé medio control. Se
empled con el objeto de determinar si alguno de los
factores que se encuentran en €l suero pudiera tener
cierta relacién con el desarrollo y diferenciacién de la

glandula intersticial.

c) Medio esencial suplementado con 25 unidades
internacionales (UI) de Gonadotropina Coridénica Humana
(hCG) {GONADOTROPYL -C, LABORATORIO . ROUSSELL)/ml de

medio.

d) Medio esencial suplementado con 25 UI de gonadotropina
coriénica humana (hCG) y 5 UI de Gonadotropina de suero

de Yegua Prefhada (PMSG) (Follitropinal/ ml de medio.

Con el objeto de discernir si la glandula intersticial se
encuentra controlada por factores hormconales exdgenos, se
decidi¢ emplear primeramente un cultivo con gonadotropina
coridnica humana {(hCG) y posteriormente uno con ambas

gonadotropinas (hCG-PMSG).
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Los cultivos se incubaron en una estufa a 37°C, con 100 %
de humedad y una atmésfera de 95 % de aire y 5 % de didxido de
carbono durante 2, S o 10 dias, se realizaron cambios de medio

cada tercer dia.

3. PROCESAMIENTO DEL MATERIAL BIOLOGICO PARA MICROSCOPIA

ELECTRONICA (ME):
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 tetradxido de osmio durante 1 a 2 horas
(Zettergvist, 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 %.

Las muestras se incubaron en &xido de propileno durante 20
minutos ({(dos veces), se preincluyeron en mezclas de Oxido de
propileno y epbdn 812 (proporcién 1:1 durante 2 horas y 1:3
durante 2 horas), hasta emplearse Unicamente epdn 812 durante
15 hrs.

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

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

Los bloques que contenlan el material bioldgico, fueron
cortados en un ultramicrotomo MT-1 (SORVALL), para obtener
cortes semifinos de 1 a 2um de espesor gque se tineron con azul
de toluidina (0.5 %), se contrastaron con etanol al 96 % y se
montaron c¢on balsamo de canadéd en portaobjetos para su

observacién a microscopla de luz de alta resolucidn.

4. DETECCION HISTOQUIMICA DE LA A5 33 - HIDROXIESTERQIDE

DESHIDROGENASA (HSDH)

Esta técnica, inicialmente descrita por Levy y col (1959),
se emplea para determinar la localizacién, el tiempo de
aparicieén y la abundancia de enzimas y otros compuestos
relacionados con el metabolisme de los esteroides. En esta

investigacién la tecnica fue aplicada a los ovarios in situ e

in vitro, los cuales fueron incluidos en cé&psulas BEEM de
pléstico, con resina Tissue-tak. Dicho material se congeld -70
°C sumergido en hexano, que se encontraba sobre una mezcla de
hielo seco y acetona. En un cridéstato, se obtuvieron cortes de
6 a 8pm  de espesor, que fueron montados sobre laminillas
cubiertas con gelatina y guardados en refrigeracién durante 24

horas al vaclc. Posteriormente se incubaron-a 37 ¢ con el
medic control (20 mg de Nicotinamida Dinucleétidce (NAD+) y 20
ml de amortiguador Tris 0.2M a pH 7.6] o con el medio de
deteccion [20 mg de Nicotinamida Dinucleétido (NAD+), Sigma; 10

mg de Nitroblue Tetrazolium (NBT) Grado III; 20 ml de
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amortiguador Tris 0.2 M a pH 7.6 y 2 mg de Dehidro-
isoandrosterona (DHEA)] durante 30 a 40 minutos. Después de la
incubacidén 1las 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 solucidn acuosa
de verde de metilo al 1% durante un minuto, se lavé el exceso
de colorante con agua destilada v se montarcn en glicercl para
posteriormente ser observadas y fotografiadas en un microscopio
ULTRAPHOT II (ZEISS).

La demostracioén de la actividad enzimética depende de 1la
transferencia de hidrégenos del hidroxiesteroide a la sal de
tetrazolio, via un nucledtido de piridina (NAD+), de ésta
manera la sal se reduce y, puesto que la forma reducida es
insoluble y coloreada (sal de formazan), se deposita en el
sitio de la reaccidn dando la localizacidn de é&sta (FIG.2).

La cantidad de formazdn depende tanto de la actividad
oxidativa de la enzima, como del sistema diaforasa (Robinson,
et al, 1971), cuya localizacidén ocurre en el tejido

intersticial (Kent y Ryle, 1975).

HO NaD* FORMAZAN
hidroxieste-
roide

deshidroge

diaforasa

FIG.2 Diagrama de la reaccién histoguimica gque detecta la

actividad enzimatica de la AS 33 HSDH.

20



R E 8 U L. T A D O s

1. DESCRIPCION ESTRUCTURAL E HISTOQUIMICA DE LOS OVARIOS

OBTENIDOS IN SITU.

Qvaric de rata recién nacida, 1, 2 v 3 dpp:

El ovario de rata recién nacida presentd una gran cantidad
de cordones ovaricos dentro de los cuales se observaron
numerosos oveocitos, algunos de los cuales presentaban signos
claros de degeneracion celular.

Los ovocitos fueron facilmente identificados debido a su
gran tamaho, forma esférica, nucleo prominente vy nucleolo
conspiculo. Con microscopia electrénica ademas se pueden
observar numerosas mitocondrias y abundantes ribosomas libres
(Zamboni y Merchant, 1973).

A esta edad el estroma se caracterizé por ser muy laxo vy
poseer ceélulas fusiformes; no se observaron las ceélulas del
tejido intersticial glandular y la reaccidén a la AS 33 HSDH fue
negativa.

Con respectce al ovaric de rata de 1 dpp, en &ste se
observé una mayor invasién y preliferacién por parte del tejide
@stromatico (mesénquima, fibroblastos, vasos sangulneos, =tc)

hacia los cordones ovaricos. Este cambio histoloégico coincidid

21.



contints de una mahere Bré

FIG 3 Corte semifince del ovarico de rate de 1 dpp =n &l que  se
observan numerosos  cordonss ovaricos (Coioen cuyo interior se
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FIG 4« OQvaric de rata de 3 dpp &l que se le aplicd ls técnica

histoquimica, €l resultado fue negativo (40X).

Ovarioc de rats 4 dpp

La histclogia del ovario no permiti¢ la identificacioén de
células esteroidogénicas. Sin embargo, la técnica histoquimica.
hizo posible evidenciar, mediante el precipitade de formazan.,
cierta actividad esteroidogénica en ceélulas, o pequehos grupos
de celulas, localizados interfelicularmente hacia 1la regién
medular; regioén del ovario donde se lleva a cabo la formacidén y

desarrcllo de los primeros foliculos (FIG SA y 5B).
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. FIG 5A Reaccién histoquimica en el ovario de rata in situ a los

4 dpp, en el cual son facilmente reconcocibles los foliculos (f)
hacia 1la regién medular donde se perciben las primeras

reacciones de precipitacidén (flecha) (&0X).
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FIG 5B Reaccién histoguimica positiva en €l ovario de rata
infantil in situ a los 4 dpp; vistc a mayor aumento €l ovaria

presenta c&lulas con depdsitos de formazéan (fz) (160X).

Ovario de rata S dpp

La regién medular en ovarios de 5 dpp mostré un evidente
crecimiento folicular, puesto que las células foliculares
formaron varias capas alrededor de 1los covocitos (foliculos
preantrales). - La actividad de-la AS 33 HSDH se- incremente' a

esta edad.

25



Ovarios de rata de 10, 12 v 15 dpp

A los 10 dias posparto se observdé que la cantidad de
foliculos preantrales y antrales fue mayor; como lo fueron los
numerosos actimulos de células del tejideo intersticial glandular
en las inmediaciones de los foliculos, las cuales evidenciaron
una clara actividad enzimadtica de la A5 33 HSDH.

A los 12 dpp el ovario presentd en su maycria ovocitos que
se encontraron formando parte de foliculos preantrales. Ademéas
hubo varios foliculos que presentaron un evidente antro
folicular. En estos Ultimos existidé una clara distincidn entre
los tres principales tipos celulares: granulosa, tecas y las
celulas que forman al tejido intersticial glandular.  Este
ultimo form¢é masas de tamaho considerable alrededor de los
foliculos mas desarrollados, cuya reaccioén a la técnica
histoquimica fue muy evidente.

Finalmente, el ovario de rata de 15 dpp incluila numerosos
foliculos antrales entre los cuales fueron facilmente
distinguibles las tecas y 21 tejido intersticial glandular.‘ En
cortes semifinos de ovarios incluldos en epén, se observéd que
los foliculos se encontraban rodeados por grupos de células
sumamente conspicuas debido & la metacromacia ocasionada por
las gotas. lipidicas . localizadas en su interior (FIG 6A).
Cuando se les realizd la prueba histoquimica, estas celulas
presentan una clara reaccién a la AS 333 HSDH (FIG 6B). Por lo
que las células metacromadticas observadas en cortes semifinos

corresponden a la glandula intersticial del ovario.
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FIG 6 Ovario de rata in situ de 15 dpp. 4) Histclogia del

4

ovario en €l cual se observan follculos (f) rodeados por masas
de glandule intersticial (GI) que muestrar: uns B) reaccidn
histoquimica muy evidents, localizada mediante log depésitos de

formazén (fz)(30X).



2. DESCRIPCION ESTRUCTURAL E HISTOQUIMICA 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 (dc) en medio esencial, mostrarcon un marcado retrazo
en el desarrollo de las numerosas capas de celulas foliculares
que suelen cubrir al ovocito con respecto & los ovarios de 10

dpp in_situ (etapa a la cual corresponderia el cultivo). Los

primeros presentaron escasas capas de ceélulas feliculares que
rodearon al ovocite, e incluso aun llegaron a presentarse
grupos de ovocitos unidos entre si (cordones ovaricos). Con
respecto a la presencia de células intersticiales, #stas no se
observaron ni en cortes semifinos ni con la técnica
histoquimica. Cuando el cultivo de ovarios se inicié a 1los 5
dpp, se observé a microscopia de luz un numero inmportante de
foliculos preantrales localizados predominantemente hacia la
regién cortical cuyos ovocitos se encontraron bastante

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

mostraron diversos grados de degeneracion celular, la cual fue

sumamente evidente en la regién medular (FIG 7). Es importante
sehalar que entre los foliculos en desarrollo no se aprecié la
reaccién positiva ocasionada por la actividad enzimatica

(FIG 8).
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FIG 7 Ovario de rats de 5 dias posparto cultivado durante 10
dias en medio esencial. Histologla del cultivo donde se
muestra claramente los foliculos (f) en desarrollo en la

corteza y la evidente degeneracidén celular (dc) (100X).
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FIG 8 <Cultiveo de ovario de rata de 5 dpp durante 10 dias en
medio esencial. Reaccidn histogquimica negativa a la A5 33 HSDH

(40X).

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

Cuanao los ovarios fuerén cultivados 10 dias a partir del
50 dia posparto en medio esencial suplementsdo con suero de
bovino fetal (5 dpp + 10 dc¢ ¢/SBF) no se encentraron
variaciones notables con aquellos ovarios cultivadoé en medio
esencial. Asi la actividad de la A5 33 HSDH fue negativa y se

detectd una degeneracién celular muy acentuada (FIG 9A y B).
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2.3 CULTIVOS SUPLEMENTADOS CON GONADOTROPINA CORIONICA HUMANA
hCG

En 1los cultivos de ovarios de 1 y 3 dias posparto con
gonadotropina coridnica humana (hCG) durante 10 dias (1 y 3 dpp
+ 10 dc), s= observéd poco desarrollo folicular, esto es,
ovocitos rodeados por una o dos capas de células foliculares
fusiformes, los cuales se encontraron localizados tanto en la
region medular como en la corteza del ovario, algunos de estos
foliculos presentaron claros indicics de degeneracién celular.
El tejido intersticial no se observéd a microscopia de luz ni
con las t#cnicas de histoquimica.

En los ovarios de 3 dpp, se observd que la mayor parte de
los ovocitos se encontraban rodeados por una o doés capas de
ceélulas foliculares que en ciertos casos llegaron a ser
numerosas y de apariencia cubica. 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 granules de formazan se localizaron tanto en la zona
intersticial alrededor de los foliculos, como en las propias
ceélulas foliculares en el caso de follculos atrésicos.

De manera similar a los cultivos realizados en medio
esencial, leos ovarios de 5 dias de edad cultivados por espacio
de diez dias con gonadotropina cori¢nica humana (5 dpp + 10 dc
c/hCG) pressntaron un claro desarrollo folicular hacia la
vregién cortical. En cortes semifinos se identificaron
facilmente los lipidos intracelulares gracias a la metacromasia

caracteristica de éstos (FIG 10).
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La reaccion-a--la AT 3ﬁﬁﬂésgrfagjg;ucho mes  evidente que
aquelle obéervada en 1057cultivos de 3 dpp + 10 dc c¢/hCG. Se
presenta igualmente en la zona intersticisl vy en las células de
la granuloesa tanto de foliculos en desarrcllic, como de aguellos

que mostraron diversos grados de atresia (FIG 11).

FIG 10 Ovaric de rata de 5 dpp cultivade 10 dias en medic
suplementade con gonadotropina coridnica humana. Histologia del
cultivo, en el cual se observan numerosos foliculos en
degarroile (f) y cierta metacromasia ocasionada por los lipidoes

intracelulares (li) (80X).



FIG 11 KReaccidn enzimdtica positiva a la enzima AS 3B HSDH en
un ovario de 5 dpp cultivado durante 10 dilas en medic esencial
suplementado con gonadotropina coridénica humana (hCG). Se
observan depdsitos de formazén en la region intersticial (RI1) vy

en foliculos atresicos (fa)(&0%)

2.4 CULTIVOS SUPLEMENTADOS CON GONADOTROPINAS CORIONICA HUMANA

Y DE SUERQO DE YEGUA PRENADA (hCG/PMSG) .

Cuando ademés de'la hCG se agregd gonadotropina de suero
de yegua prenada (PMSG) (5 dpp + 1G dc¢ ¢/ (hCG-PMSG)), el
resultadoe que se obtuvo fue un crecimiento acelerado de los
foliculos. De manera que fue posible encontrar celulas
foliculares en mitosis (FIG 12A). Por otra parte, la actividad
enzimadtica detectada mediante el depdésito de formazén, no
difiere de la encontrada en los cultivos que se realizaron sélo

con gonadotropina coridénica humana (FIG 12B).
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FIG 12 Ovaric de 5 dpp cultivado 10 dias en medio suplementado
con gonadotropinas coridénica humana y de suero de yegua prehnada
(hCG-PMSG). A) Histologla del cultivo en el que se muestra el
evidente desarrollo de las ceélulas foliculares (cf), una de las
cuales se encuentra en mitosis (m)(60X). B} Reaccidn ezimdtica
positiva a la enzima A5 3B HSDH en la region intersticial (RI)

y fcliculos atresicos (fa) (100x).



D I 8 € U 3 I O© N

En cultivos de ovarios en medio esencial sin suero, se
observd un marcado decremento en el numero de ceélulas
foliculares que rodean al ovocito, sobre todo en aquellocs
ovarios que fueron cultivados a partir de edades tempranas (1 vy
3 dpp). Esta observaciédn indica que es necesaria la presencia
de factores del sueroc que promuevan el desarrollo folicular en
el ovario infantil.

Los ovarios cultivados a los 5 dpp, presentaron signos de
degeneracién celular hacia la regidn medular, cosa que fue raro
encontrar en los cultivados a 1 y 3 dpp. Como al avanzar la
edad del individuo se incrementa el tamafo ovarico, dicha
degeneracién puede explicarse por la dificultad para el libre
transito de gases, nutrimentos y substancias de desecho
metabdlico, que padecen los oérganos en cultiveo a partir de un
tamafno  c¢ritico. Esto explica porqué contrariamente a - los
ovarios ipn _situ, en los ovarios cultivados los foliculos més
desarrocllados se. localizaron hacia la corteza ovarica, sitio
donde facilmente se lleva a cabo el intercambio.

Pavic en 1963 cultivd ovarios de rata de 8 dias posparto

en presencia de gonadotropina coriénica humana (hCG), y observéd
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mediante teécnicas histoquimicas un aumento considerable en la
reacciéon a la 8 3B-HSDH. Posteriormente, Smeaton y col
(1975), con técnicas bioquimicas observaron un madximo en la
produccién y secrecién de esteroides cuando agregaron hCG a los
cultivos de ovarios de ratas de 8 y 12 dias posparto. Nosotros
encontramos que la reaccién histoquimica de la A S 33-HSDH, es
cada vez mi&s evidente conforme aumenta la edad de la rata de la
que se toma el ovario. Se pu=de concluilr entonces, que la edad
del individuo es un factor muy importante para que se lleve a
cabo la diferenciacidén del tejide intersticial in vitro en
presencia de gonadotropinas.

En el presente trabajo encontramos que desde el 49 dia de
vida posnatal, en el ovario in situ existen algunas célulaé que
poseen actividad enzimdtica de la A 5 3B3-HSDH. Sin embargo; la
actividad se pierde al cultivar estos ovarios durante 10 dias
en ausencia de gonadotropinas. Parece entonces, que la
presencia de gonadotropinas es necesaria tanto para inducir
como para mantener la diferenciacién de las ceélulas
esteroidogénicas y con ello la produccidn de 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 numero mayor de ceélulas intersticiales

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

Ademas de los cultivos de 10 dilas 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 vya

adquirida in situ. Como 1la prueba histoquimica resulto
negativa, se demuestra que la actividad de esta enzima en 1los
ovarios mantenidos en cultivo organctipice, 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 recien
nacidas, propusieron gque la gonadotropina de suero de vyegua
prehada {PMSG) , sédlo intervenia en el desarrolle v
multiplicacién de las celulas foliculares, mas no en la
diferenciacion de la glandula intersticial.

Numerosas investigaciones demuestran que la edad en la que
aparece la actividad histoquimica de la enzima A 5 3B-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; MWeisz y Ferin, 1970; Weisz y
Gonsalus, 1973; Quattropani y Weisz, 1973). Sin embargo, en la
presente investigacién detectamos dicha actividad desde el
cuarto dia, 1lo 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 posparto, 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 dias posparto (Chieffi, et al,
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1964; Weisz y Ferin, 1970; Quattropani y Weisz,

tanto, parece que en las ratas pertenecientes a la cepa
Sprague-Dawley la diferenciacion de la glandula intersticial se
lleva a cabo mas tardlamente que en las ratas Wistar empleadas
en eaesta investigacidn. Ademas, la diferencia croncldgica
podria deberse a que Rennels (1951) y Presl y col (1965), no
sehalan cémo inician el contec de la edad. Nosotros
consideramos el dia de nacimiento como dia cero posparto, v 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 meétodos bioquimicos, han
detectado la actividad de 1la S 3B-HSDH en ratas fetales y
neonatales (Schlegel, et al, 1967; Quattropani y Weisz, 1973;
Smeaton, et al, 1975; Picon, et al, 1988). Como la técnica
empleada en estos Ultimos estudios se basd en el uso de
precursores marcados con radioactividad, aparentemente dicha
técnica es mucho mas sensible para detectar 1la actividad de
esta enzima que la teécnica histoquimica empleada en el presente
trabajo.

Sin embargo, hay que considerar que una de las ventajas de
la técnica  histoquimica con respecto a ia bioquimica, es la
localizacidn in_situ de la actividad enzima&tica en regiocnes

especificas del organo estudiado; y no sdélo en una fraccion del

homogenado.
Goldman y Kohn en 1970, estudiaron células de ovarios de
ratas fetales (21 dias de gestacion) y neonatales (2 dpp) en

medic esencial suplementado con suero de bovino fetal al 15 % vy
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glutamina. Encontraron que la actividad histoquimica fue
positiva en algunas celulas después de 8 a 12 dias de cultivo;
precisamente cuando el cultivo correspondia a la edad de ratas
de 9 a 10 dias posparto, etapa en la <cual la reaccidn

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

al, 1964; Presl, et al, 1965). Lo anterior les llevd a sugerir
que el desarrolleo y 1la diferenciacidn de la glandula
intersticial es independiente de factores extragonadales.
Nuestros resultados en cambio, demuestran que &n 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 1la unica diferencia
existente entre nuestros medios de cultivo y aquellos
utilizados por Goldman y Kohn (1970), es la concentracioén de
suero de bovino fetal (en nuestros experimentos empleamos 10 %,
mientras que ellos utilizan el 15 %) y la ausencia de
glutamina. Consideramos que la diferencia en la concentracién
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 diferenciacién de ceélulas de 1la
glandula intersticial. Sin embargo, es probable gque el suero
empleado en dicha investigacién haya contenido una alta
concentracién de gonadotropinas.

Por otra parte, &5 necesario enfatizar gque en la
investigacion de Goldman y Kohn (1970), se empled la técnica de
cultivo de tejidos. En estas condiciones, las células se

encuentran disgregadas, de tal manera que estan expuestas



diréctamente a todos los componentes del medio de cultivo, vy
ademas carecen de las interacciones que normalmente podrian

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

en el método empleado en el presente estudio (cultivo de

4drganos) se conservan las interacciones celulares., Por lo

tanto, es 1légico esperar que las células préviamente
determinadas como esteroidogénicas, respondan de manera
diferente seguin la técnica de cultivo empleada. En este caso

existe la posibilidad de que 1la interaccién celular que se

tiene en el ovario, dinhiba la diferenciacién de la glandula

intersticial en un medio con baja concentraciédn de-

gonadotropinas como las presentes en el suero de bovino fetal.
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CcC O N C L. U 38 I O N E S

De acuerdo con €l primer objetivo, se comprobd que el
tejido esteroidogeénico del ovario de la rata, puesto en
evidencia por la reaccion positiva a la AS 313
hidroxiesteroide deshidrogenasa (HSDH) aparece desde el 49

dlas posparto.

Los ovarios cultivados en medio esencial suplementado con
suero de bovino fetal no permitieron el desarrcllo ni la

diferenciacion de la glandula intersticial.

La diferenciacioén histoquimica de la glandula intersticial
del ovario infantil de 1la rata en cultivo de érganos,

depende de la gonadotropina coriénica humana.

Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que la
activacion y modulacion del tejido esteroidogénico del
ovario infantil de 1la rata in situ, dependen de factores

extragonadales.
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