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RESUMEN

La presencia de las células germinales en los cordones epiteliales al nacimiento de las
hembras, es una condicidn necesaria para el establecimiento de los foliculos y la
diferenciacion estructural de las células somaticas en células sintetizadoras de esteroides.
La destrucciéon de las células germinales primordiales traerA como consecuencia la
ausencia de foliculos y la no diferenciacion de células somaticas en células
esteroidogénicas.

La forma exacta en que el ovocito induce la diferenciacién del estroma no esta totalmente
determinada. Posiblemente son necesarios para la fragmentacion de los cordones

epiteliales con la consecuente formacién de las unidades foliculares incluyendo tejido
epitelial, estroma y vasos sanguineos.

Los foliculos ovéaricos son estructuras funcionales altamente especializadas que contienen
en su interior al ovocito cuyo desarrollo dependera de la interaccidon de éste con las
células que lo rodean. Los constituyentes celulares de esta unidad funcional son: las
células de la granulosa que rodean al ovocito y con el que establecen, a través de uniones

“gap”, una intima relacién y las células de la teca que estan separadas de la granulosa por
una lamina basal.

La sintesis y el metabolismo de las hormonas esteroideas ocurre bajo control

gonadotrépico en tres principales tipos de células, las intersticiales, las de la teca y las de
la granulosa.

Las células intersticiales y las de la teca sintetizan principalmente esteroides C19
(andrégenos) y las de la granulosa sintetizan esteroides C21 y son capaces de aromatizar
androgenos a estrégenos. Después de la ovulacidn y una vez formado el cuerpo liteo
estas células seran capaces de sintetizar en grandes cantidades progesterona, hormona

cuya presencia, en caso de una fecundacidn exitosa, es fundamental para el desarrollo del
nuevo organismo.

El Busulfan (1,4-butanedioldimetanosulfonato) es una droga frecuentemente empleada en
el manejo de la leucemia granulocitica que ha demostrado ser capaz de producir

esterilidad en la rata, ratén y en el hombre como consecuencia de la destruccién de las
células germinales primordiales.

Se ha establecido que la accién de este farmaco sobre la linea germinal es mayor en la
etapa en la que las células germinales liegan a la gonada e inician su proliferacion lo cual
ocurre entre los dias 11 al 15 del desarrollo.

Teniendo en cuenta que por lo general la destruccién de la linea germinal con Busulfan no
es masiva se¢ consideré6 encontrar en los diferentes ovarios un grado variado de
diferenciacion de células esteroidogénicas lo cual daria por resultado concentraciones



hormonales séricas diversas. La correlacién se llevé a cabo entre la estructura del ovario
y las concentraciones hormonales detectadas tanto en ratas hijas de madres tratadas como
en hijas de madres no tratadas.

Bajo este planteamiento se administré a 40 ratas Wistar una dosis de 10 mg/kg de peso
de Busulfan por via intraperitoneal suspendido en 1 ml. de aceite vegetal el dia 14 de la
gestacién. A otro grupo se le administrd el mismo volumen de aceite vegetal. Las ratas de
ambos lotes se sacrificaron por dislocacién craneocervical, después de pesarlas, al mes,
dos meses y tres meses de edad. Se obtuvo el suero de todas las ratas y se les extirparon
ambos ovarios. En el suero se hizo la determinacién de pregnenolona, progesterona,
androstendiona, testosterona, estrona y estradiol por el método de radioinmunoensayo
(RIA). Los ovarios se fijaron y procesaron de acuerdo a las técnicas convencionales de
ME para su analisis al microscopio de luz y al electrénico.

Los resultados revelaron que el nimero de productos obtenidos de las ratas tratadas era
menor que el de las no tratadas. El tamafio de los productos de madres tratadas fue
menor lo cual se vio reflejado en la reduccién significativa del peso corporal, para todas
las edades estudiadas. El inicio de la pubertad de las ratas hijas de madres tratadas
presentd un retraso de 6 dias. La estructura del ovario demostré que la destruccién de la
linea germinal no fue masiva lo cual permitié el establecimiento de un niimero de células
germinales en la génada que organizaron algunos foliculos y por lo tanto fueron capaces
de inducir la diferenciacién de tejido esteroidogénico. Al comparar los valores
hormonales de las ratas hijas de madres no tratadas con los de las hijas de madres tratadas
se observé que con excepcion de la estrona a los 2 meses, las concentraciones circulantes

de todas las hormonas fueron (p< 0.0001) menores en las ratas hijas de madres tratadas.
Para la estrona la reduccién a los 2 meses fue de 6.9%

La destruccién parcial de la linea germinal provoca una reduccidon en el nimero de
foliculos que se diferencian en el ovario con la consecuente disminucion de la cantidad de
tejido esteroidogénico diferenciado. Como resultado la concentracién de hormonas
sintetizadas por estos ovarios ser4 menor y esta reduccion ejercera diversos efectos sobre
el organismo como son el retraso en el inicio de la pubertad y peso corporal.



IL- INTRODUCCION

Antecedentes Histéricos

Durante muchos afios el papel del ovario y del 6vulo no fue reconocido. Probablemente
el origen de ello fue el planteamiento establecido por Aristételes (384-322 a.C.) de
“semilla y suelo”, que fue un pensamiento cientifico dominante durante 2000 afios.
AristOteles pensaba que el macho era el dador de la “semilla” y que la hembra jugaba un
papel pasivo aportando solo el “suelo” en el cual la “semilla” deberia de crecer, asociando
el semen con la semilla como una secrecion del sistema masculino y los testiculos los
consideraba solamente pesos para sostener los conductos derechos pero no estaban
involucrados con la reproducciéon. Fue Herophilus de Alejandria (300 a.C.) el primero en
reconocer a los ovarios como estructuras anatémicas comparandolas con los testiculos.
Sin embargo este autor no pudo apreciar ni su estructura ni su funcién. Fue Soranus de
Efeso (nacido en el afio 50 d.C.) quien realizé una descripcion detallada de los ovarios a
los que llamé érganos pareados. Galeno (19-199 d.C.) agregd muy poco a la ided
original de Aristételes sobre la reproduccidn ain cuando realizé una descripcién mas
detallada de los ovarios y considerd que éstos producian una especie de “esperma” que
era importante para la reproduccion. Después de la muerte de Galeno el hombre entrd en
1a Epoca del Oscurantismo en la que quedé proscrita toda investigacién por mas de 1000
afios. ‘

Hasta el siglo XIV fue Henri de Mondeville quien en un libro de cirugia escrito en 1314
hizo una descripcion del aparato genital femenino con ovarios y titero. Otra contribucién
importante fue la de Leonardo da Vinci (1452-1519) quien realizd un excelente dibujo de
las relaciones anatémicas entre el Gtero humano y los ovarios. Beregario da Capri (1460-
1530) agregd poco a la descripcion de los “testiculos” de las hembras como los llamé en
su libro “Isagogae Breves™

Fueron estos estudios los que dieron las bases para que se empezaran a apreciar las
diferencias estructurales entre el testiculo y el ovario.

Andreas Versalius de Bruselas (1514-1564) fue el primero en describir en su libro
“Fabrica™ (1555) los foliculos y probablemente el cuerpo Iluteo, llamandolos atn
“testiculos” de la mujer pero apreciando ya la presencia de vesiculas ilenas de fluido.

A ellos siguieron una gran cantidad de anatomistas pero en realidad poco aportaron al
conocimiento del papel de los ovarios y de los 6vulos en la reproduccidén. Las
aportaciones del siglo XVI a este conocimiento fueron el reconocimiento de los ovarios
como estructuras, recibiendo el nombre de ovarios, aun cuando su funcién no fue
a preciada.

En el siglo XVII William Harvey (1578-1657) en su libro *“‘de Generatione Animalium”
publicado en 1651 Brovocd una confusién mayor en el conocimiento ya que aunque sus
observaciones experimentales fueron validas, la interpretacion influenciada por las ideas
de Aristoteles lo llevaron a concluir que el ovocito era un producto de la concepcién. Los
errores de Harvey en relacidn con los ovarios fueron corregidos por el obispo Niels




Stenson de Dinamarca (1638-1686) quien en su libro “Myologiae Specimen” publicado
en 1667 sostiene que los™testiculos femeninos™ de mamiferos contienen ovocitos.
Theodore Kerckring (1640-1693) creyd que los foliculos de los ovarios humanos y de
bovinos eran los ovocitos y comunicd estos resultados a la Royal Society en 1672. Pero
de mayor importancia fue la publicacién de Regnier de Graaf (1641-1673) quien en su
“De Mulierum Organis Generationi Inservientibus™ publicado en 1672 propone al
foliculo entero como el ovocito. Sin duda la principal contribucién de von Graaf fue la
primera descripcion detallada del cuerpo hiteo.

A finales del siglo XVII existia una gran controversia. Por un lado estaba el grupo que
apoyaba las ideas de Arist6teles considerando a los ovarios carentes de toda importancia
en la reproduccién y por otro lado aquellos como Wharton (1656), Descartes (1664) y Le
Grand (1672), que pensaban que los “testiculos femeninos” producian su propio
“semen”, el liquido folicular, que se tenia que mezclar con el semen del macho para dar
lugar al embrién. Ademas existia la nueva escuela “ovista” de Stensen, Kerckring y de
Graaf que sostenia que todo el foliculo era el ovocito y que la fertlizacion ocurria dentro
del ovario escapando del ovario solo los ovocitos fertilizados. En 1678 con el
descubrimiento del espermatozoide de mamiferos por Leewenhoek, se forma una nueva
escuela, la “animaculista”. Hartsoeker (1694) uno de los adeptos de esta escuela
sostenia que podia ver en la cabeza del espermatozoide un feto preformado completo.
Van Leewenhoek (1638) sugirié que el huevo de Graaf debia ser impregnado de uno de
estos animaculos en un punto particular de su circunferencia para que ocurriera la
fertilizacidon y por ello debian de ser eyaculados cientos de espermatozoides para que uno
llegara al blanco. En oposicidn a esta idea, Drelincourt (1685) sugirid que habia un huevo
verdadero dentro del foliculo de Graaf, pero este hecho no seria aceptado hasta casi 150
afios después.

Malpighi (1628-1694) sostenia que el foliculo de Graaf nunca dejaba el ovario pero que
servia como proteccién al verdadero 6vulo que estaba dentro de €él, fue también este
investigador quien propuso el nombre de cuerpo liteo y atn cuando lo describié como
de naturaleza glandular no aprecié realmente que estaba formado por el revestimiento de
la ruptura del foliculo.

A estos estudios siguieron muchos mas pero en realidad los descubrimientos de mayor
relevancia para la reproduccién se realizaron a principios del siglo XIX. Prévost y
Dumas (1824) explicaron excelentemente la ovulacién y la formacién del cuerpo Niteo en
la perra. Observaron que la fertlizacion debe ocurrir después de que el évulo ha salido
del ovario y llegaron a la conclusion de que los foliculos descritos por de Graaf
probablemente no era el ovocito mismo pero lo contenian y que el liquido folicular era
probablemente necesario para transportar al pequefio huevo al utero. De acuerdo con
estas ideas en 1827 von Baer describe e ilustra el ovocito de mamifero dentro del
foliculo y sostiene que cada animal generado por el coito de macho y hembra evoluciona
de un huevo.

En los siguientes aflos el ovocito de mamifero es redefinido como un componente mas
que como un producto de la concepcién. Es Newport (1853,1854) quien describe en
detalle el proceso de la fertilizacién y de la segmentacidén temprana. Con ello por fin



terminaba la gran controversia sobre el mecanismo de la concepcidon, se dejaba atras la
época descriptiva y se iniciaba la de la investigacion fisiolégica.

Waldeyer en 1870 fue el primero que establecié el concepto de que la hembra de
mamiferos sexualmente madura posee un niimero finito de ovocitos que son utilizados a
lo largo de toda la vida reproductiva. Sin embargo, la idea alternativa de que la
generacién de ovocitos es un proceso continuo a lo largo de toda la vida reproductiva en
forma semejante a lo que ocurre en la espermatogénesis, prevalecié durante la primera
mitad del siglo. No fue sino hasta los 50s en que se puso fin a esta idea y se acepté la
propuesta de Waldeyer esencialmente debido a los trabajos de Zuckerman et al. (2).
Goette en 1875 y Nussbaum en 1880 fueron los primeros en reconocer que las células
germinales primordiales destinadas a dar origen a ovocitos se originaban de células
indiferenciadas localizadas a alguna distancia y aparecian antes de la formacién de las
crestas genitales (1). La apreciacion de la subsecuente organogénesis del ovario de
mamifero se obtuvo inicialmente por los trabajos de Winiwater y Saintmont en 1919 y
para los 20s ya existia una gran cantidad de informacion citoldgica acerca del desarrollo
del ovocito (2).

La idea de que el ovario pudiera ser una glindula de secrecion interna no habia sido
retomada desde Aristételes hasta la época de Fabricius, Malpighi y de Graaf quienes se
refirieron al cuerpo luteo como una glandula. En 1898 Prenant confirma que el cuerpo
lateo es una glandula de secrecidn interna que libera sus productos directamente a la
circulacién.

El aislamiento e identificacién de los estrogenos del foliculo de Graaf fue realizado por
Lataste (1886,1887) quien demostré cambios ciclicos en el epitelio vaginal de roedores
que se correlacionaban con el estado de desarrollo folicular en los ovarios. Walter Haepe
en 1900 publica “Sexual Seasons” en el que define claramente las diferentes etapas del
ciclo estral. Stockard y Papanicolau (1917) demostraron que era posible conocer la fase
del ciclo estral a través de la observacion citolégica de frotis vaginales.

Allen y Doisy (1923) demostraron que el fluido folicular de puercos podia producir
cornificacién del epitelio vaginal de ratas y ratones si se les inyectaba. Doisy lo purificé y
encontré que era soluble en lipidos y lo llamoé “theelin™ del griego thelys que significa
hembra y fue Currier quien le dio el nombre de foliculina, nombre que fue cambiado
cuando Parkes en 1926 demostré que la hormona que producia el estro era elaborada
por el tejido interfolicular aunque también posiblemente por el foliculo en condiciones
normales. Parkes y Bellery en 1926 propusieron el nombre de estrina . Poco después
(1933) Doisy, Butenandt , Laquere y Marrian lograron aislar y caracterizar la estrona y el
estradiol. En 1934 se aisla Ia progesterona en forma cristalina a partir del tejido luteal
que fue llamada inicialmente luteosterona para describir su origen y estructura quimica,
otros prefirieron llamarla progestina que describia su actividad biolégica. Fue Parkes en
1962 quien establecié el nombre con el que se le conoce actualmente. A finales de los 30s
se habian aislado, caracterizado y sintetizado los principales esteroides secretados por el

ovario, el 17 B3 estradiol y la progesterona.



El gran avance en este campo contribuyé a que en 1953 Pincus y Chang hicieran a la
pildora una realidad, quiza el descubrimiento cientifico en este campo que mayor impacto
ha tenido para la humanidad (1,2).

Actualmente se sabe que el 6vulo de mamiferos es el enlace entre una generacién y la
siguiente, ya que el cigoto hereda del 6vulo una reserva extensiva de macromoléculas y
organelos que apoyan los requerimientos nutricionales, de sintesis, energéticos y
regulatorios del embrién temprano.

A pesar del avance que en el conocimiento sobre biologia de la reproduccién se tieney a
pesar de la gran cantidad de grupos de investigacion que sobre el area estan trabajando
hay muchas incdgnitas por resolver.

Desarrollo del ovario

De acuerdo al punto de vista mas aceptado el desarrollo del ovario de los vertebrados se
divide en cuatro fases principales:

1* Fase.- las células germinales primordiales (Urkeimzellen) que se segregan temprano en
el desarrollo, migran de sus sitios de origen y finalmente se establecen en engrosamientos
bilaterales del epitelio celdGmico ventral, las crestas genitales.

2* Fase.- ocurre después del arribo de las células germinales primordiales a las crestas y
consiste en la proliferacién de las células germinales y de las somaéticas lo cual conduce a
la formacién del primordio gonadal que es idéntico para ambos sexos (génada
indiferenciada).

3* Fase.- las génadas se diferencian en corteza (periferia) y médula (centro) separadas
por una tunica albuginea primaria. Las células germinales primordiales estan inicialmente
en posicion periférica.

4" Fase.- se inicia la diferenciacién sexual que consiste en el desarrollo de la corteza y la
involucién de la médula para el caso de la diferenciacion hacia ovario.

Origen y migracion de las células germinales primordiales

El origen de las células germinales fue un tema altamente controvertido en el pasado,
Waldeyer en 1870 sostenia que las células germinales se originaban durante el desarrollo
embrionario por la proliferacion del epitelio que cubre a las futuras génadas, por lo que
recibi6 el nombre de epitelio germinal. En 1880 Nussbaum propuso el origen
extragonadal de las células germinales de ranas y tortugas (3) y en 1885 Weisman
propuso la teoria de la continuidad del plasma germinal y considerd que las células



germinales se segregan antes de la formacién del sistema de 6rganos del embrién
estableciéndose con ello la teoria de la continuidad de la linea germinal (2).

Actualmente, el origen extragonadal de las células germinales primordiales y su capacidad
para llegar y entrar a las crestas genitales es un hecho perfectamente conocido.
Numerosos experimentos en invertebrados y vertebrados han demostrado que ciertos
componentes citoplasmicos especializados (Hegner 1914, Boume 1939) Illamados
determinantes Keimbahn pueden ser marcados desde el huevo no segmentado y a través
de las etapas del desarrollo hasta las génadas del animal sexualmente maduro. Desde
1960 quedd plenamente establecido que los determinantes *“Keimbahn™ estdn presentes
en el polo vegetativo del huevo de anfibio poco después de la fertilizacion y antes de la
segmentacion (Bourne 1931, 1935,1939 y 1954). Estos determinantes son ricos en
ribonucleoproteinas y ha sido demostrado por Blacker (1966) y Czolowska (1969) que si
son destruidas por irradiacién o microcirugia el organismo que se desarrolla (rana o sapo)
va a carecer de células germinales y sera esténil (4)

Las células germinales primordiales se derivan de células sexuales primitivas que se
encuentran tempranc en el desarrollo, tienen caracteristicas distintivas como son su
tamafio , el poseer un nucleo grande y redondo y varios nucledlos prominentes pero es en
realidad a través de técnicas histoquimicas con las que se les puede identificar con mayor
precisibn ya que contienen enzimas especificas y sustancias como fosfatasa alcalina,
glucégeno y esterasas (4). Chiquione (1954), utilizando el método histoquimico de
Gomori para fosfatasa alcalina, identificé en un embrién de ratén de 8.5 dias a las células
germinales primordiales esparcidas entre las células del extremo caudal de la linea
primitiva, la raiz del mesodermo del alantoides y la esplacnopleura del saco vitelino.

En 1990, Geinsburg utilizando un método mas sensible para detectar la actividad de la
fosfatasa alcalina identificd a las células germinales primordiales en un embridén de ratén
de 7 dias como una agrupacién de 8 células en el mesodermo extraembrionario, justo
detras del pedunculo primitivo (5).

Las células germinales primordiales teflidas con fosfatasa alcalina han sido encontradas
desde el momento en que son detectadas en la linea primitiva hasta que alcanzan la
goénada (3).

Las células germinales primordiales fueron identificadas originalmente en el endodermo
derivado del saco vitelino por la técnica de fosfatasa alcalina (6) pero diferentes estudios
sugieren que las células tronco de las células germinales primordiales son de origen
ectodérmico (7,8) . Las células germinales primordiales residen en el epiblasto del macizo
celular interno del blastocisto (9) y estan restringidas a derivados del epiblasto de la linea
primitiva anterior. Estudios sobre la inactivacién del cromosoma X durante la
embriogénesis del ratdn sugieren que las lineas celulares somaticas estan colocadas antes
que las células germinales (10). Estudios con embriones marcados con retrovirus sugieren
que la linea germinal se establece muy temprano quiza en la etapa de 4-8 células (11).

La ruta migratoria de las células germinales primordiales desde el sitio extraembrionario
es el mesodermo embrionario de la linea primitiva hacia el endodermo visceral del saco
vitelino y al intestino posterior en desarrollo de donde las células germinales primordiales



migran hacia arriba a través del mesenterio dorsal y finalmente alcanzan las génadas (4).
En el embridon de ratén en el dia 8 (4 pares de somitas) se han identificado de 15 a 100
células germinales primordiales . Estas grandes células (12 micrometros de diametro) se
encuentran en el endodermo del saco vitelino y en la region del alantoides que se origina
de la linea primitiva. Varias lineas de evidencia sugieren que el rudimento embrionario del
alantoides y el extremo caudal de la linea primitiva pueden ser consideradas como
regiones de formacion de estas células. En este contexto se ha encontrado que el
ectodermo primitivo, tomado de la regién caudal de huevos cilindros de 7 a 7.5 dias y

cultivados 7n vitro se diferencian células que tienen las caracteristicas de las células

germinales primordiales (2).

El mecanismo por el cual las células germinales primordiales son conducidas hasta su
destino final en las génadas no ha sido totalmente aclarado (4).

Existen diferentes hipotesis para explicar los mecanismos por los cuales
germinales primordiales llegan desde sus sitios de origen hasta su posicién final en las
crestas genitales. Son 4 los mecanismos conocidos actualmente:

1.- Activo que involucra movimientos ameboideos.

2.- Pasivo por crecimiento diferencial de los tejidos que rodean a las células germinales

las células

primordiales.
3.~ Pasivo vascular que considera que pueden ser transportadas por el flujo sanguineo

4.- Atraccién quimica o quimiotaxis.

Para el caso especifico de los mamiferos el transporte pasivo a través del flujo sanguineo
ha quedado descartado limitdndose éste a las aves y reptiles (4) y presentindose
probablemente en algunos mamiferos como vaca, cerdo, borrego y cabra lo cual
permitiria el intercambio de células germinales primordiales entre gemelos no idénticos en
los que se fusiona la circulacion placentaria antes de que las células germinales
primordiales lleguen al primordio gonadal forméindose asi las quimeras. Sin embargo la
idea que prevalece es que el transporte de las células germinales primordiales por via
sanguinea en mamiferos es accidental (3).

En cuanto a la posibilidad de un transporte activo de las células germinales, la presencia
de pseudépodos en las células germinales primordiales (12) apoya fuertemente la
posibilidad de esta forma de migracién. Hay gran cantidad de trabajos que apoyan este
punto de vista, se ha demostrado que en presencia de gel de colidgena con fibronectina
tridimensional las células germinales primordiales se elongan y translocan por contraccion
citopldasmica. Estudios /7 vivo que revelan que las células germinales primordiales
colocadas en monocapas celulares presentan un comportamiento locomotor de alguna
manera diferente al de las células ameboides, éstas se elongan con pseudopodios y
filopodios y frecuentemente con una lamina conductora lo cual indica una locomocién
direccional. Se sabe que a partir del dia 10 las células germinales de ratén adquieren
caracteristicas de células locomotoras y se ha visto que pasan a través de la ]Jamina basal
del epitelio del intestino hacia el mesenterio dorsal enviando pseudépodos y migran si se

les pone en cultivo (5).
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La migracién orientada hacia las génadas que en un principio pareci® poco probable esta
siendo comprobada por una serie de experimentos que han demostrado la presencia de
fibronectina en el camino migratorio de las células germinales primordiales estimulando
su migracién (13). Estudios in virro han demostrado que la capacidad de locomocidén se
ve incrementada cuando se agrega fibronectina al sustrato en el que se cultiva estas
células (5) . Se sabe que la fibronectina aporta la sustancia adhesiva que necesitan las
células germinales primordiales para su migracion. Estudios histoquimicos han
demostrado la presencia de grandes acumulaciones de fibronectina a lo largo de la ruta de
migracién. Al aislar células germinales primordiales de los mesenterios dorsales de
embriones de ratén de 10.5 dias postcoito, el 30% de ellas fueron capaces de adherirse a
cajas de cultivo cubiertas con fibronectina de plasma de bovino. Este bajo nivel de
adhesion es Sptimo para células migratorias que deben ser capaces de moverse dentro
de una red fibrilar densa que contiene fibronectina. Unos dias después de haber llegado a
las crestas genitales las células germinales primordiales pierden completamente su
habilidad para adherirse a la fibronectina. La adhesividad de estas células a la fibronectina
parece ser un proceso regulado en el desarrollo. De igual manera se ha demostrado que
las células germinales se adhieren a la fibronectina via la integrina a5 B que reconoce la
regién de fibronectina arg-gly-asp-ser. Dolci encontré que existen 3 integrinas (A3B1,
AS5B1, A6B1) en células germinales primordiales de 12.5 y 15.5 dias postcoito. Esta es la
primera evidencia directa de que estas células expresan receptores de integrina y
establecen un punto muy importante sobre el hecho de que la falta de adhesién de las
células germinales primordiales postmigratorias a la fibronectina no se debe a la ausencia
del receptor a integrina. Falta por investigar por qué las células germinales primordiales
poseen gran cantidad de integrinas y cual es la funcién de cada una de ellas. Un segundo
papel de la fibronectina parece ser el de estimular la motilidad de las células germinales
primordiales; como se ha demostrado en cultivo de tejido de estas células en monocapas
celulares sobre las que migran aumentando esta capacidad al agregarsele fibronectina
(14). La interpolacién de estos resultados puede sugerir que las multiples seiiales de las
moléculas de la matriz extracelular y/o de las células que las rodean, son necesarias para
estimular la migracién de las células germinales primordiales in vivo a lo largo del camino
de fibronectina la cual debe ser presentada a las células germinales primordiales con una
conformacidn espacial precisa (5).

Durante la migracién, las células germinales primordiales de la rata poseen un
glicoconjugado de superficie inico con a-N-acetilgalactosamina que se pierde al arribar a
las génadas (16). En el ratén se ha detectado que este glicoconjugado es ligeramente
diferente lo cual implica una diferencia entre géneros en la cubierta de migracién de las
células germinales primordiales. Estas cubiertas de glicoconjugados especificos pueden
ser importantes en el reconocimiento y guia de la migracidon (4).
Otro mecanismo para su transporte puede ser una translocacién pasiva durante los
arreglos morfogenéticos de los tejidos en desarrollo (invaginacidn del intestino posterior)
y finalmente también es posible que las células germinales primordiales sean atraidas por
sustancias quimiotacticas producidas por las génadas. Roguilska (17) demostrd que este
atractante parece no ser clase especifico ya que cuando se transplantan fragmentos de
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intestino posterior que contienen células germinales primordiales de ratén a la cavidad
celémica de un embrién de pollo, algunas de las células germinales primordiales de ratéon
se establecen en o cerca de las génadas del huésped (3,4). En cultivo las crestas genitales
ejercen un efecto de atraccidn sobre las células germinales primordiales, esto parece estar
mediado por el factor de crecimiento transformante 31 (TGF- 1) que también inhibe la
proliferacién de las células germinales primordiales in vitro (18).

La especificidad de los tiempos y la ruta de migraciéon sugieren que el proceso de
migracion se lleva a cabo por la suma de mecanismos de transporte.

Durante la fase de migracion las células germinales se multiplican por mitosis, en el caso
del ratén de 15 a 100 células que se encuentran en el dia 8 postcoito a los 9 dias
encuentran 170 a350, alos 11 a 12 dias hay 500y a los 13-14 dias hay mas de 2000 en
las crestas genitales totalmente colonizadas (se cree que se dividen 7 a 8 veces durante un
periodo de 4 dias de migracién). Las células germinales primordiales proliferan solo 2 a 3
dias después de haber llegado a las crestas genitales y menos del 126 presentan fase S en
embriones de 16 a 17 dias (2).

Es importante seflalar que desde la etapa de migracién puede ser reconocido el sexo de
las células germinales primordiales a través de la presencia del corpusculo de Barr que
representa un cromosoma X inactivo. En hembras de ratén la inactivacién es
preferencialmente del cromosoma X paterno en las membranas extraembrionarias,
mientras que la actividad del cromosoma X en el tejido embrionario cambia durante el
desarrollo embrionario encendiendo o apagando la actividad del cromosoma X paterno o
materno (19). En las células germinales femeninas uno de los cromosomas X también se
inactiva durante la migracion, pero se reactivan al llegar al primordio gonadal (20). En
las ovogonias de humanos y ratén solo un cromosoma X es activo (21,22) pero la
reactivacién ocurre cuando las células germinales entran en leptdtena de la primera
profase meidtica (23). Hay evidencia que indica que la metilacion del DNA esta
correlacionada con el mantenimiento de la inactivacidn de los genes sobre el cromosoma
X inactivo en tejidos sométicos adultos de hembras (24). En las células germinales
primordiales de la hembra el cromosoma X inactivo escapa de la metilacién lo que puede
explicar la posterior activaciéon en meiosis (25,26). Los cromosomas X permanecen
activos durante el crecimiento y la maduracién del ovocito(3).

Diferenciacion de la gonada

Waldeyer (1870) y Balfour (1878) propusieron hace mas de un siglo que la masa central
de la génada se originaba en el mesonefros, sin embargo esta idea fue abandonada hasta
que Witschi (1931,1951) llegd a la misma conclusidén estudiando anfibios y mamiferos.
En diferentes especies (ratén, bovino, humano, borrego y conejo) se han observado
corrientes celulares que conectan la génada con el tejido mesonéfrico, estas células son la
refe ovarii. De igual manera numerosos experimentos han demostrado que el mesonefros
influye en el desarrollo y funci¢n gonadal y la diferenciacién de las células germinales.
Cuando los ovarios indiferenciados de ratén son despojados de los tejidos mesonéfricos,
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es decir de la rete ovarii, se evita la diferenciacion ovarica y la meiosis (27). El
mesonefros parece ser crucial no solo para el desarrollo gonadal sino también para la
formacién de la corteza suprarrenal (28).

La génada temprana indiferenciada esta formada por un tejido mesenquimal laxo cubierto
por el epitelio celébmico y sostenido por el tejido mesonéfrico en desarrollo. Las células
mesenquimales pueden ser reconocidas a lo largo de todo el desarrollo en ambos sexos ya
que en etapas muy tempranas del desarrollo son invadidas por capilares (29). En cuanto a

su inervacion, la informacién es limitada pero se sabe que sigue a la irrigacién. El epitelio
que cubre las gonadas es llamado epitelio germinal,

antes de que tenga lugar la
diferenciacién sexual gonadal no hay separacién completa del epitelio y los tejidos
subyacentes ya que la lamina basal no est4 intacta. La capa de epitelio consiste de células
pleomorficas en proliferacion que en ciertos lugares tienen apariencia cilindrica. Las
células germinales primordiales probablemente en proceso de migracion frecuentemente
son contenidas en el epitelio (31). Durante la diferenciacién sexual gonadal el epitelio
celémico que cubre las gonadas se desarrolla diferencialmente en los dos sexos. En la
hembra la lamina basal del epitelio celomico se completa mucho antes en el desarrollo.
Como consecuencia, el epitelio permanece en algunos lugares en contacto con las células
germinales subyacentes. Las células germinales primordiales se pueden ver dentro del
epitelio mucho tiempo después de que se ha iniciado la diferenciaciéon gonadal. Se ha
encontrado también un tipo celular semejante a linfocitos en las gonadas indiferenciadas
en ambos sexos y en diferentes especies. Son células redondas que contienen muchos
ribosomas, reticulo endoplasmico esparcido y un nucleo relativamente pequeilo,
frecuentemente esférico con cromatina periférica densa. Pueden estar aisladas o formar
agregados situados cerca de las células germinales primordiales. En el ratén desaparecen
la primera semana después del nacimiento. No se conoce la funcidn de estas células.
La goénada en desarrollo frecuentemente contiene células germinales en cordones o
grupos que no solo estin conectadas al mesonefros en la parte basal de la gdénada (32)
sino también al epitelio superficial como es el caso de humano y rata. Estas
observaciones dieron apoyo a la idea de que el epitelio superficial prolifera hacia abajo
y/o las células mesonéfricas se mueven hacia arriba entre las células germinales, dando
lugar a los linajes de células de soporte o células de la granulosa (33). Byskov (1978) y
Wartenberg (1978) propusieron un origen dual de las células de la granulosa, del
mesonefros y del epitelio superficial. De hecho las células de la granulosa y las de Sertoli
presentan muchas caracteristicas funcionales y estructurales que apoyan su origen comun,
son de tipo epitelial encerradas en un compartimento especifico de células germinales,
estéan dotadas de un equipo para produccion de esteroides, poseen receptores para los
mismos estimulos (gonadotropinas y factores de crecimiento), secretan inhibina en
colaboraciéon con FSH (hormona foliculo estimulante), son capaces de expresar la
hormona antimilleriana responsable de la regresion del conducto de Miiller en el macho
en patrones temporales diferentes (34, 35). Ni las células de Sertoli ni las de la granulosa
son positivas a la reaccibn de NCAM (neural cell adhesion molecule) en etapas
tempranas, mientras que las de foliculos mas grandes, si (36). Durante el crecimiento y
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diferenciacion de los foliculos muchas caracteristicas de las células de la granulosa
cambian.

En el ratén y otros mamiferos en los que el mesonefros es pequefio y no funcional, las
células mesonéfricas parecen participar en la formacién gonadal antes de la diferenciacion
sexual gonadal (37). Es posible que el grado y tiempo de migracién de las células
somaticas a la gdnada en desarrollo dependa del estado funcional del mesonefros en esas
especies. Si las células de soporte se originan de tipos celulares iguales o diferentes puede
ser importante para entender la diferenciacion sexual de la gdénada (3).

Diferenciacidon sexual de la génada

La diferenciacion sexual en los mamiferos euterios es un proceso secuencial que se inicia
con el establecimiento del sexo cromosdmico en el momento de la fertilizacion seguida
por el desarrollo del sexo gonadal y culminando con la formacién de los fenotipos
sexuales. Cada paso en este proceso es dependiente del anterior. Se sabe que la presencia
de los dos cromosomas X es una condicién indispensable para el desarrollo normal del
ovario.

La cresta genital carece de células germinales y consiste de un epitelio superficial y un
mesénquima subyacente. Hay controversia en relacién al origen de las células somaticas
de la futura corteza ovarica . La hipotesis de Witschi (1948) sostiene que el epitelio
celémico da lugar a los elementos sométicos mientras que Byskov y Hoyer (1988)
sostienen que el blastema mesonéfrico hace la principal contribucién a las células
sométicas. De acuerdo a esta Gltima hipétesis, los tdbulos de la rete del mesonefros
penetran al mesénquima subyacente para formar los cordones primitivos que van a rodear
a las células germinales invasoras y dar lugar a los foliculos ovaricos (38).

El sexo gonadal de los mamiferos estd normalmente determinado por el sexo genético
(39). En 1959 se encontré que en mamiferos el cromosoma Y estaba asociado a la
formacién del testiculo (40). A partir de entonces muchos estudios han demostrado que
los cromosomas Y llevan la secuencia que se conoce como TDF (testis determing factor)
o gene determinante de testiculo en humanos TDY o Tdy en ratones (41, 42). En 1966 el
TDY se localizé en el brazo corto del cromosoma Y y después se propuso que la
sustancia determinante del testiculo en el brazo corto podia ser idéntica al antigeno
masculino H-Y independientemente el cariotipo y de hecho casi todos los mamiferos
que poseen testiculo son positivos a H-Y independientemente del cariotipo (43).
Actualmente se sabe que el antigeno Y no juega un papel principal en la determinacién
sexual. Los genes H-Y y TDY se mapean en diferentes porciones del cromosoma Y (44).
Actualmente se cree que en la determinacién sexual masculina que se encuentra en el
cromosoma Y participa en forma importante el gene llamado SRY (sex determining
region Y) en humanos y Sry en ratones (45, 46). De hecho se cree que este es el gene
que funciona como interruptor para dirigir la expresién de una cascada genética que da
por resultado el desarrollo testicular. Aun cuando este gene fue localizado en el
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cromosoma Y, un minimo de 19 genes, algunos autosémicos y otros en el cromosoma X,
han sido implicados en 1a diferenciacion sexual.

Se ha propuesto que ademéas del o de los genes determinantes del testiculo que se
encuentran en el cromosoma Y y los genes autosémicos necesarios para la diferenciacion
a testiculo, los genes determinantes de ovario son esenciales para la embriogénesis del
ovario (47). También se ha postulado la existencia de genes determinantes de ovario y de
acuerdo a ello los genes determinantes de testiculo son activados antes y neutralizan a los
genes determinantes de ovario, como los individuos XX carecen del gene determinante de
testiculo, los genes determinantes de ovario son libres para actuar (48,49).

En ausencia de los genes determinantes del sexo masculino, la diferenciaciéon gonadal
podra proseguir para ovario, diferenciacién que para el caso de los mamiferos no puede
ser alterada por efectos hormonales. La diferenciacién de las génadas es como la de la
mayoria de otros 6rganos, el resultado de una serie de eventos interpuestos que entre
otros incluye la interaccion célula-célula, proliferacién celular, inhibicién de crecimiento,
muerte celular programada y promocidn de tipos celulares seleccionados. La influencia
especifica de uno de estos eventos puede alterar la estructura y funciéon de la génada de
los mamiferos pero no le va a modificar el sexo genético (3).

El primer signo de un dimorfismo sexual de las gonadas es el desarrollo de células de
Sertoli primordiales y su agregacién en cordones espermatogénicos. El ovario fetal no
presenta caracteristicas tempranas de desarrollo por lo que se podria indentificar
tempranamente por exclusion hasta que posteriormente las células primitivas de la
granulosa se empiecen a organizar alrededor de los ovocitos en division para formar los
foliculos primordiales, o hasta el momento en que se identifique que la célula germinal ha
iniciado el proceso de meiosis que ocurre tempranamente en las hembras.

Se sabe que la diferenciacidon de la génada es totalmente independiente de la presencia o
tipo de célula germinal. Ni la destruccién selectiva de las células germinales con drogas
(50) ni la excisién quirargica (51) inhiben el desarrollo de la génada. De ello se concluye
que las células somaticas de la génada primitiva se pueden organizar a ovario o a
testiculo con o sin células germinales primordiales (49).

La diferenciacién endocrina del ovario se evidencia en algunas especies con el inicio de la
capacidad de sintesis de estrogenos, sin embargo el papel de las hormonas femeninas en el
desarrollo no esta totalmente claro. La sintesis de estrégenos no parece ser esencial para

el desarrolio normal del fenotipo femenino, los estrogenos pueden tener un papel en el
desarrollo del ovario mismo (49).

Antes de que se inicie la diferenciacion, la gonada indiferenciada contiene todos los tipos
celulares que necesita para diferenciarse a testiculo u ovario (Gillman 1948). La direccion
del desarrollo futuro dependera, como ya se menciond, del sexo genético (Dodal 1960,
Beatty 1960) y de factores ambientales internos y externos (4).
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La génada indiferenciada est& compuesta por :

1.- tejido medular que dara origen a los cordones medulares del testiculo

2.- tejido cortical formado por epitelio celdbmico que puede desarrollarse como
cordones sexuales secundarios para formar el ovario

3.~ mesénquima que contribuye a formar el resto de la gonada en ambos sexos
(icluyendo el tejido tecal e intersticial)

4.~ células germinales primordiales que tienen un origen extragonadal y se desa-
rrollardn a espermatogonias u ovogonias de acuerdo al sexo genético (4).

Es a partir de estas estructuras que se diferenciara el ovario, diferenciacién que consiste
esencialmente en la proliferacién de la corteza y la regresion de la médula .

Diferenciacion del ovario

Las etapas iniciales del desarrollo gonadal estan caracterizadas por un engrosamiento del
epitelio celémico localizado ventralmente sobre el mesonefros. En esta region, la lamina
basal que esta por debajo del epitelio es discontinua y la organizacidén epitelial se empieza
a hacer evidente. Se han detectado dos componentes estructurales, el epitelio y el estroma
o tejido conjuntivo. La formaciéon de los cordones epiteliales internos en la rata tiene
lugar gradualmente como lo sugiere la presencia de una lamina basal incompleta y el
contacto directo célula a célula entre las células epiteliales colocadas estrechamente y las
células estromales dispuestas laxamente en las etapas tempranas. El mesonefros parece
participar en la formacién de las crestas genitales de rata. La lamina basal de algunos
tibulos mesonéfricos se rompen inicialmente del lado del epitelio genital a medida que
este empieza a engrosar. Posteriormente se hace continuo con la lamina basal de los
cordones epiteliales internos y estas estructuras de alguna manera participan en la
formacion de la parte epitelial interna de la g6nada. Aun cuando varias células de los
tibulos mesonéfricos estén sufriendo degeneracidon, otros estan proliferando y
eventualmente se establecera la conexién con los cordones epiteliales en crecimiento. La
gonada femenina crece mas lentamente en comparacion con el testiculo y las diferencias
no son solamente en la velocidad de crecimiento sino en la diferencia del proceso
morfogenético del ovario en el que el volumen es aumentado por la proliferacién de las
células germinales primordiales y las sométicas epiteliales. Al principio del desarrollo del
ovario la wvascularizacién y la cantidad de.tejido conjuntivo son escasos pero
posteriormente el tejido epitelial sigue un patron de organizacién similar al del testiculo y
se adquiere un arreglo en forma de cordones que a diferencia de los del testiculo,
mantienen su continuidad con el epitelio superficial y las células germinales primordiales
pronto entran a la profase de la primera divisién meiética. En la parte mas interna de la
gonada femenina, las asociaciones entre algunos tiibulos mesonéfricos y las formaciones
epiteliales internas, persisten y formaran la rete ovarii (52).
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El fenédmeno de diferenciacion gonadal se debe analizar desde el punto de vista de las
interacciones epitelio estromales que eventualmente conducen al establecimiento del sexo
gonadal de acuerdo a la constitucion genética del organismo. Los procesos involucrados
en la morfologia gonadal pueden ser descritos como:

1.~ proliferacidon de células epiteliales y estromales
2.- segregacion del tejido epitelial y estromal por una lamina basal
3.- subdivisién de un componente epitelial en &areas internas y externas y el estroma que

los rodea que conduce al establecimiento de un territorio androgénico y ginogénico
4.- eventos que conducen al antagonismo cortico-medular (52)

Después de llegar a la superficie del epitelio gonadal las células germinales primordiales
se mueven hacia la corteza y junto con las células epiteliales de soporte dan lugar a los
cordones sexuales corticales. Los componentes sorniticos del ovario se originan del

epitelio celdémico y mesénquima de la pared dorsal del cuerpo y la contribucién del
mesonefros (2).

Patrones de diferenciacion ovdrica

Las lineas celulares somaéticas que se derivan del mesonefros, epitelio celémico o
mesénquima preexistente, pueblan la génada junto con las células germinales invasoras,
antes de que tenga lugar la diferenciacion sexual morfolégxca.

Hay dos patrones de diferenciacion, dependiendo de si las células germinales pnmordlales
del ovario sufren meiosis inmediata sin la produccién previa de esteroides o si llevan a
cabo una meiosis retardada con secrecion de esteroides antes de que se inicie la meiosis
(53). En especies con meiosis inmediata (ratdn, rata y hamster) las células germinales del
ovario entran en la profase de la primnera divisidn meidtica simultaneamente con, o poco
después de, que el sexo gonadal pueda ser reconocido morfolégicamente. Estos ovarios
producen pocos o ningunos esteroides de novo, hasta que los foliculos estén formados.
En especies con meiosis retardada (puerco, borrego, perro y vaca) el inicio de la meiosis
en la hembra se retarda hasta 45 dias (vaca) con respecto a la diferenciacién testicular,
tales ovarios producen diferentes cantidades de esteroides durante el periodo de retraso.
En especies con meiosis inmediata, el ovario aparece compacto cuando se inicia la
meiosis en una etapa temprana de la diferenciacion sexual. Las células germinales estan
distribuidas en forma uniforme, frecuentemente en racimos en todo el tejido ovarico
(ratén y hamster) o en una regidén cortical basicamente bien definida (humanos). En
especies con meiosis retardada, las células germinales son encerradas en cordones de
células germinales durante el periodo de retraso. En algunas especies (puerco, gato, mink,
borrego y vaca) los cordones de las células germinales estan alineados con la lAmina basal
y claramente definidos del mesénquima laxo que los rodea. Los cordones tienen forma
irregular y estan empacados estrechamente con células sométicas y germinales. Al final
del periodo de retraso los cordones celulares empiezan a romperse en la parte central del

17



ovario cerca de los cordones celulares mesonéfricos intraovaricos (refe ovarii). Este
proceso estd relacionado con el inicio de la meiosis. El desarrollo del ovario fetal
humano, representa un ejemplo transitorio entre la meiosis inmediata y retardada. Auln
cuando hay un periodo de retraso de dos a tres semanas hay poca o ninguna sintesis de
novo de esteroides. LLos cordones celulares mesonéfricos intraovaricos ocupan la médula

antes de que se inicie la meiosis y las células germinales localizadas corticalmente estan
confinadas a cordones (4).

Ovogénesis

La ovogénesis estrictamente hablando es la formacion, desarrollo y maduracién de los
gametos femeninos, comienza durante el periodo embrionario y termina de meses a afios
después en el individuo sexualmente maduro. Este proceso da por resultado la formacidn

de células capaces de dar origen a nuevos individuos que expresan y mantienen las
caracteristicas de la especie.

Tradicionalmente la ovogénesis se ha dividido en:

1.~ Proliferacién
2.~ Crecimiento
3.- Maduracién

La proliferacion ocurre en la mayoria de los mamiferos solo en la etapa fetal
y consiste en la multiplicacién mitdtica de las ovogonias, concluye con la suspensién de
estas divisiones, la entrada a la meiosis y su detencion en la profase I (dictidtena).

El crecimiento se lleva a cabo en los ovocitos primarios que estan detenidos en la
dictidtena de la meiosis, implica la sintesis de gran cantidad de macromoléculas vy
organelos que en diferente grado apoyan los requerimientos nutricionales, de sintesis,
energéticos y regulatorios que seran utilizados por el embrién durante el desarrollo
temprano. :

La maduracién consiste en el reinicio de la meiosis, la culminacién de la primera divisién
para obtener ovocitos secundarios y la expulsion del primer corpisculo polar y la

continuacién de la meiosis hasta su nuevo detenimiento en la metafase II y finalmente la
ovulacion o la atresia.

El proceso de ovogénesis en mamiferos incluye varios pasos importantes como son:

1.- Presencia de células germinales primordiales de origen extragonadal

2.- Migracion de las células germinales primordiales a los primordios de las génadas
3.- Diferenciacién sexual de las células germinales

4.- Cesacion de la mitosis (ovogonias) e iniciacién de la meiosis (ovocitos)
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5.~ Detenimiento de la meiosis en la fase de dictiétena

6.~ Crecimiento del ovocito

7.- Reinicio de la meiosis (maduraciéon meibtica) y ovulacién
8.- Término de la meiosis en respuesta a la fertilizacién (54)

Desde la aparicién de las células germinales primordiales durante el desarrollo fetal hasta
1a ovulacién de los huevos no fertilizados en adultos sexualmente maduros, la ovogénesis
representa uno de los procesos mas altamente especializados y biolégicamente regulados.

La obtencién de un ovario funcional depende de que se lleven a cabo exitosamente tres
eventos principales durante las etapas tempranas de la embriogénesis: el inicio de la
meiosis, el encierro de las células germinales en compartimentos esféricos y la
diferenciacién de las células productoras de esteroides.

Diferenciacion de células germinales a ovogoni

Después de que las células germinales primordiales invaden la génada y alcanzan la
superficie del epitelio gonadal se mueven hacia la corteza y proliferan intensamente
aumentando en forma impresionante su nimero y junto con las células epiteliales de
soporte dan lugar a los cordones sexuales corticales (55). Los componentes sométicos del
ovario se originan del epitelio celémico y mesénquima de la pared dorsal del cuerpo, y el
mesonefros probablemente también hace una contribucién. En el embrién de ratdn de 13
dias (52-60 somitas) que contiene un ovario diferenciado, la migracién se ha completado
con todas las células germinales primordiales convertidas a ovogonias que se dividen
activamente en los cordones sexuales. Las ovogonias presentan una morfologia
caracteristica (incluyendo la presencia de puentes intercelulares que conectan células
adyacentes) y una alta frecuencia de divisiones mitéticas (2), divisiones que continuaran
hasta que entren a la meiosis. La velocidad de mitosis durante el tiempo que precede a la
meiosis varia entre especies. En especies con meiosis retardada la actividad mitética es
baja durante la mayor parte del periodo de retardo pero aumenta rapidamente poco antes
de que se inicie la meiosis (56). En especies en las que la meiosis empieza poco después
de la diferenciacién sexual gonadal, el periodo de actividad baja, o es muy corto
(rata) o no existe (ratén) y la meiosis se introduce por una serie de divisiones mitéticas
poco después de la diferenciacion sexual gonadal (57). Frecuentemente grupos de células
germinales se dividen en forma sincrénica y la misma sincronia se presenta a través de la
meiosis (58, 59). Las células germinales de tales grupos estin conectadas por puentes
intercelulares y se ha propuesto que una sola célula tronco da origen a esos grupos de
células germinales. Los puentes pueden servir para la transferencia de diferentes
sustancias (productos génicos) (60). Este tipo celular es el que va a llevar a cabo la
sintesis premeiética de DNA el cual persiste a través de toda la vida del ovocito hasta la
fertilizacion o la atresia. No hay neoformacion de DNA en los ovocitos después de que
entran a la meiosis. Es importante sefialar que la fase premeiética es la mas sensible y esta
sensibilidad disminuye a medida que avanza la meiosis (3).
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Diferenciacién de ovogonias a ovocitos

Una de las caracteristicas fundamentales del paso de ovogonias o ovocitos es que las
primeras dejan de dividirse y entran a la meiosis deteniéndose en diplétena,
convirtiéndose asi en ovocitos primarios. Esta conversion depende del contacto con las
células derivadas de la rere ovarii, que son de origen mesonéfrico (53). Las primeras
células que entran a la meiosis estan localizadas en el borde interno del ovario, donde las
interacciones entre las células somaticas y las germinales ocurre primero. Se ha postulado
que las células mesonéfricas producen una sustancia inductora de la meiosis ya que
cuando se cultivan ovarios fetales de ratén con o sin mesonefros se observa que si la
separacion del ovario se llevo a cabo lo suficientemente temprano, el ovario carece de
foliculos y la meiosis est4 bloqueada. No se conoce la naturaleza de la sustancia inductora
pero evidentemente involucra sistemas de segundo mensajero (61).

Se cree que son factores derivados localmente los que tienen mayor influencia en la
induccion de la quiescencia de las células germinales después de entrar a las primeras
etapas de la meiosis y dirigir a las células somaticas para que cesen de proliferar cuando
quedan encerradas en los foliculos primordiales. Hay experimentos que indican que las
células somaticas son la fuente de una sustancia difusible que es responsable de que las
células germinales dejen de dividirse e inicien la meiosis. Los factores que la detienen en
diplétena han sido menos investigados.

El gran nimero de ovocitos que se pierde por atresia durante la foliculogénesis temprana
parece involucrar a aquellos que fracasan en detenerse en dipl6tena hacia diacinesis y por
lo tanto degeneran. Se ha planteado la hipotesis de que el contacto con las células
somaticas que lo rodean es necesario para evitar que se complete la meiosis y por ello el
factor que determina la sobrevivencia de las células germinales puede ser el encierro
dentro de los foliculos (62).

En el dia 12 de la embriogénesis pocas ovogonias (5%6) entran a la fase de preleptotena y
después a la leptétena. Una vez que se inicia la profase meidtica, aparentemente no hay
requerimientos enddcrinos para continuar la meiosis. Es durante la preleptStena (interfase
que sigue a la ultima divisién mitética) que tiene lugar la tltima replicacién de DNA en
preparacién para la meiosis. Esta actividad de sintesis sefiala la transformacion de
ovogonia a ovocito. Es posible que un factor que se origine en la rere ovarii o
simplemente el contacto con la refe ovarii induzca a la ovogonia a entrar a la meiosis. En
el embrion de ratén de 14 dias (61-62 pares de somitas) la poblacién de células
germinales esta dividida igualmente entre ovogonias y ovocitos y el dia 17 el ovario
contiene s6lo ovocitos en diferentes etapas de la profase de la primera divisién meidtica
(63). Los ovocitos progresan por la leptétena en 3-6 horas y después les toma de 12-40
horas completar la cigétena. Durante la cigbtena los cromosomas homédlogos se aparean
Yy se unen por sinapsis para formar lo que parece ser un solo cromosoma pero que en
realidad es un bivalente compuesto por 4 crométidas. En el embrion de 16 dias casi todos
los ovocitos estin en paquitena, etapa que dura cerca de 60 horas e involucra el
intercambio genético. Por ello toma aproximadamente 4 dias completar la progresién
nuclear de leptétena a paquitena. El dia 18 los primeros ovocitos estan en diplétena con
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sus cromosomas mostrando quiasmas que resultan del intercambio genético. Al
nacimiento, la mayoria de los ovocitos han entrado a la diplétena tardia mejor conocida
como dictidtena y el 5° dia postparto casi todos los ovocitos han alcanzado la fase de
dictidtena en la que permaneceran hasta que sean estimulados para reiniciar la meiosis
una vez alcanzada la madurez sexual (2).

Poco después del nacimiento el ovario esta poblado por aproximadamente 8000 ovocitos
detenidos en la meiosis y encerrados en wvarias células foliculares escamosas,
aproximadamente el 50% de los ovocitos se pierden durante las primeras dos semanas
posteriores al nacimiento y esto es atribuible en gran medida a ovocitos que dejan el
ovario a través del epitelio superficial. Durante este mismo periodo un numero de
ovocitos empiezan a crecer (5%). El inicio del crecimiento del ovocito esta
aparentemente regulado dentro del ovario, siendo el nimero de ovocitos que entran a la
fase de crecimiento una funcién del tamafio del "pool” de ovocitos sin crecimiento (64).
Los ovocitos y sus células foliculares crecen en coordinacion progresando a través de una
serie de etapas morfoldgicas (65). En ratones sexualmente maduros, los ovocitos
completan el crecimiento antes de la formacién del antro folicular; consecuentemente la
mayoria del crecimiento del foliculo ocurre después de que el ovocito ha dejado de
crecer. El crecimiento es continuo terminando en la ovulacién del ovocito maduro o en la
degeneracion (atresia) del ovocito y su foliculo. El completar el crecimiento del ovocito
toma en ratén 2 a 3 semanas un periodo relativamente corto en comparacién de los meses
o aflos requeridos para el crecimiento en algunas especies de no mamiferos. Durante la
fase de crecimiento, estando detenido en la fase de dicti6tena el ovocito aumenta 300
wveces su volumen y se convierte en una de las células mas grandes del organismo. Cada
ovocito esta contenido en un foliculo que crece junto con éste, presentando un aumento
de una sola capa de células aplanadas a tres capas de células cuboidales para cuando el
ovocito ha completado su crecimiento (66,67). Cuando el foliculo esta constituido por
dos capas de células de la granulosa, se diferencia la teca, separada de éstas por una
membrana basal. Durante un periodo de varios dias, mientras el ovocito se mantiene de
un tamaifio constante, las células foliculares sufren rapidas divisiones aumentado a mas de
50000 células. El foliculo presenta un antro incipiente de varias capas de grosor y a
medida que el antro se expande el ovocito toma una posiciéon acéntrica rodeado por dos o
mas capas de células de la granulosa. La capa mas interna se hace columnar y constituye
la corona radiada, estas células forman uniones intercelulares especializadas llamadas
uniones “gap” con el oolema, este ovocito totalmente crecido recibe el nombre de
ovocito primario.

Los ovocitos primarios totalmente crecidos en los foliculos de Graaf reasumen la meiosis
y completan la primera divisidn reductiva justo antes de la ovulacién. Este reinicio puede
ser mediado por estimulos hormonales in vive o por la liberacién de los ovocitos de sus
foliculos en un medio adecuado in vitro. Los ovocitos sufren la progresién nuclear de
dictidtena a metafase II recibiendo el nombre de ovocitos secundarios. Permanecen en
esta fase en el oviducto o en cultivo hasta que son estimulados para completar la meiosis
ya sea por la fertilizacién o la activacion partenogenética. La progresién de dictiétena a
metafase II se llama maduracién meidtica y se caracteriza por la disolucién de la
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membrana nuclear del ovocito (vesicula germinal), condensacién de la cromatina en
diferentes bivalentes, separacidon de los cromosomas homélogos, emisién del primer
corpusculo polar y detenimiento de la meiosis con los cromosomas alineados en la
metafase II. Estos ovocitos completan su meiosis con la separacién de las cromatidas y
emisién del segundo corpusculo polar en la fertilizacion (2).

Crecimiento del ovocit.

Durante toda la vida reproductiva de los mamiferos los ovarios contienen “pools” de
ovocitos: en crecimiento y en no crecimiento detenidos en dictiétena. Solo los ovocitos
totalmente crecidos reasumen la meiosis y son ovulados durante cada ciclo reproductivo.
El reclutamiento de ovocitos del “pool” de crecimiento esti aparentemente bajo el control
de las gonadotropinas, ain cuando el crecimiento del ovocito sin desarrollo folicular
ocurre en animales hipofisectomizados y en cultivo in vitro en ausencia de hormonas. El
considerable aumento de tamafio que sufre la célula es indicador de un intenso periodo de
actividad metabélica que a su vez se refleja en marcados cambios en la ultraestructura del
ovocito incluyendo la biogénesis de algunos organelos. Por ejemplo los granulos
corticales y la zona pelicida, ambos involucrados en regular la fertilizacién aparecen en el
ovocito durante el periodo de crecimiento

El primer signo de crecimiento se identifica no en el ovocito sino en las células de la
granulosa que lo rodean ya que éstas empiezan a multiplicarse (62).

Posteriormente el nicleo o vesicula germinal de los ovocitos en crecimiento incrementa
su diametro y consecuentemente el crecimiento de los ovocitos da un marcado cambio en
la relaciéon de volumen citoplasmico y nucleoplasmico aumentando de 8:1 en ovocitos
pequefios a cerca de 64:1 en ovocitos totalmente crecidos. Concomitantemente con el
aumento de tamafio del nicleo, el nuclesdlo y los cuerpos extranucleolares sufren cambios
ultraestructurales progresivos mientras que los cromosomas permanecen como
bivalentes altamente difusos. Una vez que se ha completado el crecimiento la cromatina
asume una apariencia mas condensada, especialmente en la cercania del nucledlo. Esta
transformacién en la organizacién de la cromatina se caracteriza por una envoltura
progresiva del nucle6lo por la heterocromatina. El cambio en la mayoria de los mamiferos
empieza poco después de la formacién del antro (68, 69).

A lo largo de todo el crecimiento el nucledlo aumenta de diametro. Este agrandamiento
es acompailado por cambios progresivos en la estructura nucleolar fina indicadora de un
periodo de una intensa sintesis de RNAr. El nucledlo sufre una transicién durante el
crecimiento del ovocito de difuso a reticulado compuesto primariamente por una red
fibrogranular (ovocitos pequefios) a una masa densa, exclusivamente fibrilar (ovocitos
totalmente crecidos) (70).

Durante el crecimiento hay un aumento importante en el nimerc de mitocondrias y
marcados cambios ultraestructurales. Los ovocitos pequefios contienen mitocondrias
elongadas con numerosas crestas orientadas transversalmente en la configuracién tipica y
en la mayoria de los casos contienen una sola vacuola. El crecimiento continuado del
ovocito se acompaiia por la acumulacién de mitocondrias redondas que estan vacuoladas
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y empiezan a presentar crestas arqueadas en forma columnar. Durante todo el periodo de
crecimiento las mitocondrias estan estrechamente asociadas con reticulo endoplasmico
liso e incrementan gradualmente su nimero, muchas de ellas en forma de pesa, lo cual
indica un crecimiento mitocondrial extensivo. Los ovocitos totalmente crecidos contienen
mitocondrias redondas u ovales, altamente vacuoladas que han arqueado y arreglado
concéntricamente sus crestas. Por lo tanto, la morfologia de las mitocondrias de los
ovocitos totalmente crecidos es radicalmente diferente de las mitocondrias de ovocitos
que no estan en crecimiento (71).

El aparato de Golgi también sufre grandes cambios, cambios que son indicadores de una
gran actividad de esta estructura. En ovocitos pequefios las membranas de Golgi estan en
una pila aplanada de laminas arqueadas asociadas con pocas o ninguna vacuola o
gréanulos. Durante las primeras fases de crecimiento, las membranas de Golgi se hacen
mas activas como lo evidencian las liminas que se espacian (hinchandose en las partes
terminales) por la aparicidén de vacuolas y por la proximidad de numerosas vesiculas de
lipidos. De la mitad a la parte final del crecimiento del ovocito las membranas de Golgi
presentan aumento en el niimero de lamelas apiladas muy dilatadas que estan asociadas
con numerosas vacuolas, granulos, vesiculas cubiertas y vesiculas de lipidos. Estos
cambios son consistentes con la participacién aumentada del aparato de Golgi en el
procesamiento y concentraciéon de productos de secrecién (glicoproteinas de la zona
pelucida y la formacién de los granulos corticales) (72).

En el ovocito los granulos corticales son pequefios y esféricos unidos por membrana y se
encuentran en la region cortical de los huevos no fertilizados semejando lisosomas. Estos
granulos aparecen por primera vez durante el crecimiento del ovocito asociados con la
expansién del aparato de Golgi que se ha movido a la regién subcortical. Aunque no esta
totalmente claro que los granulos corticales se deriven del aparato de Golgi cierta
evidencia sugiere que hay una contribucién de cuerpos multivesiculares al igual que del
reticulo endoplasmico granuloso. La poblacion de granulos es heterogénea con respecto a
su contenido, algunos de ellos contienen arreglos cristalinos. No esta claro si esta
heterogeneidad en contenido refleja diferencias funcionales o simplemente diferentes
grados de maduracién de los granulos (73).

La zona pehicida, cubierta extracelular gruesa que rodea a los huevos de marmiferos,
aparece durante el crecimiento del ovocito aumentando su grosor a medida que el
ovocito aumenta su didmetro. Es permeable a grandes moléculas y a virus. Los
componentes protéicos de la zona son sintetizados y secretados por el ovocito en
crecimiento, representando la principal actividad metabélica del ovocito durante este
periodo. La aparicién del material de la zona peliicida en el espacio perivitelino se
correlaciona con la iniciacidn del crecimiento del ovocito, los ovocitos que no estan en
crecimiento no tienen zona pelicida. En las etapas tempranas del crecimiento el material
de la zona aparece como parches de filamentos finos entre el ovocito y las célula
foliculares. Estos filamentos son todos igual de anchos y de varios micrones de longitud y
muestran una periodicidad estructural. A medida que avanza el crecimiento, la zona
pelucida se hace mas densa, hay una red densa y gruesa de filamentos interconectados
que rodean totalmente al ovocito y lo separan de las células de la granulosa. El contacto
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entre el ovocito y la capa mas interna de las células foliculares contintia via los complejos
de unién formados entre las microvellosidades del ovocito y las extensiones de las células
foliculares que penetran la zona pelicida. La zona es depositada durante el crecimiento en
anticipacién a su funcidn durante la fertilizacién ya que contiene los receptores a
espermatozoides (74).

El RNAr se acumula a medida que el ovocito crece lo cual esta acorde con los cambios
en la morfologia nucleolar durante este periodo. Se ha estimado que el nuimero de
ribosomas presentes en el citoplasma aumenta 3 a 4 veces a medida que el diametro del
ovocito aumenta. E]l enorme cambio en el volumen del ovocito durante este periodo de
crecimiento sugiere que la densidad de ribosomas (niimero de ribosomas por micrémetro
cibico de citoplasma) disminuye 10 veces. El numero de ribosomas presentes en
polisomas también se incrementa varias veces y el numero de polisomas, que son
abundantes en ovocitos pequefios, disminuye dramaticamente (menos de 10%% del total)
en los ovocitos grandes. Estos cambios en la poblacién de ovocitos durante el
crecimiento concuerdan con los cambios en las velocidades de sintesis de proteinas por
ovocito que aumentan dramaticamente, la velocidad por picolitro de citoplasma
disminuye durante el crecimiento (2).

En ovocitos totalmente crecidos y en ovocitos no fertilizados se encuentran estructuras
semejantes a enrejados (placas, lamelas y arreglos fibrilares). En algunos casos los
enrejados parecen agregados altamente ordenados de cadenas individuales. Las cadenas a
su vez estan compuestas por particulas que estan conectadas por puentes dando lugar a
una periodicidad. Las cadenas individuales estin interconectadas de manera que los
enrejados forman capas de hojas. La funcidon de este componente citoplasmico no se
conoce pero puede servir de vitelo o de una forma de almacenamiento de ribosomas ya
que desaparece completamente durante la segmentacion (75).

Una de las principales actividades durante el crecimiento es la sintesis de RNA ya que
virtualmente todo el RNA se sintetiza durante este periodo. La sintesis de RNA y su
acumulacién muestran una cinética bifasica con respecto al volumen del ovocito. Durante
las fases temprana y media, los cambios en la estructura nucleolar y en los niveles de
actividad de RNA polimerasa son consistentes con las altas cantidades de DNA
ribosomal. La velocidad de sintesis de RNA durante este periodo es alta con respecto a
algunas células somaticas. Cuando los ovocitos han crecido tres cuartas partes de su
volumen final contienen casi la misma cantidad de RINA que los ovocitos totalmente
crecidos (76) . Se puede decir que el aumento total es de 300 veces en RNA lo que
concuerda con cambios nucleares y tamaiflos nucleolares al igual que con niveles de
sintesis durante este periodo. El RNA se sigue sintetizando en ovocitos totalmente
crecidos aunque a menor velocidad comparada con la etapa de la mitad del crecimiento y
declina a niveles escasamente detectables después del inicio de la maduracién meibtica
). .

Otra de las actividades esenciales durante esta fase es la sintesis de proteinas, son las
mismas proteinas las que se sintetizan durante todo el crecimiento pero a diferentes
velocidades relativas y en diferentes tiempos. Cuando el ovocito ha crecido 300 veces hay
un aumento en el tamaifio del “pool” de metionina de 0.16 a 56 fiole/ovocito. El “pool”
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total de metionina sirve como precursor de la sintesis de proteinas que aumenta alrededor
de 38 veces. Usando valores absolutos, solo la mitad de la proteina presente en el ovocito
totalmente crecido puede ser considerada como sintetizada durante el crecimiento. Para
el caso de los ovocitos que crecieron in vivo, los valores absolutos de sintesis de
proteinas pueden ser sustancialmente mas altos. La presencia de componentes semejantes
a vitelo deben ser considerados ya que el ovocito de mamifero tiene la capacidad de
acumular este componente a partir de la sangre. Los ovocitos sintetizan durante esta
etapa varias proteinas codificadas por el genoma mitocondrial, esta sintesis representa
del 1 al 2% de la sintesis total, y son las mismas proteinas las que se sintetizan ain
durante la transformacidén morfolégica de las mitocondrias (77). La sintesis de las
proteinas ribosomales ocurre a diferentes velocidades durante todo el crecimiento,
representa el 1.5% y da lugar a una acumulacion que refleja el gran numero de
ribosomas ensamblados durante esta etapa.

La sintesis de las glicoproteinas de la zona pelicida asi como su secrecion ocurren en
esta fase y representa el 5 al 10% de la sintesis total, estas glicoproteinas de la zona
pelucida representan la principal clase de proteinas glucosiladas y entre ellas se encuentra
la ZP3 que funciona como receptor de espermatozoides y como inductor de la reaccion
acrosomal durante la fertilizacién (78).

Las histonas H2A, H2B, H3 y H4 representan el 0.2 a 0.3% de la sintesis total siendo la
de la H4 el 0.05 a 0.07%.

La sintesis de tubulina, principalmente la de las subunidades ¢ y B que son las mas
abundantes, representa el 1.5 a 2% de la total y se cree que es utilizada para formar los
husos relativamente grandes que se observan durante la maduracion meiética (79).

Un 1% de la sintesis es el de la actina que ocurre durante toda la fase de crecimiento La
distribucién entre a (tipo musculo) B (citopiasmica) y v (citoplasmica) es de 5, 8 y 15%
respectivamente.

La calmodulina es sintetizada y acumulada durante el crecimiento, representa el 0.3% y
ocurre a una velocidad desconocida.

No se conocen las velocidades de sintesis de la creatininquinasa pero se sabe que
representa el 1.4%, cantidad que probablemente es utilizada para mantener altos los
niveles de ATP en los ovocitos totalmente crecidos. Tampoco se conocen las velocidades
de sintesis de la glucosa 6 fosfato deshidrogenasa ya que su actividad especifica
permanece constante durante todo el periodo de crecimiento. La gran cantidad
almacenada se requiere para producir equivalentes de NADPH reductores.

La sintesis de ciertas proteinas esta regulada de una forma postranscripcional como es el
caso de las proteinas de fertilizacién, el RNA de estas proteinas es sintetizado durante
todo el crecimiento pero se traduce a velocidades extremadamente bajas. Es después de
la fertilizacion cuando esta clase de proteinas es sintetizada a grandes velocidades
utilizando el RNAm transcrito dias o semanas antes durante el crecimiento del ovocito

).
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Maduracién del ovocito

El proceso de maduracién consiste en la conversidén del ovocito primario (totalmente
crecido presente en foliculos antrales) en ovocito secundario que sera liberado en la
metafase de la segunda division meidtica para su fecundacion. Este evento que in vivo es
regulado por LH implica el rompimiento de la vesicula germinal, la formacién del huso de
1a metafase I, el movimiento del huso hacia la corteza del ovocito, la separacidén de los
cromosomas homologos con la formacién del primer corpusculo polar y el detenimiento
en la metafase II dentro del foliculo preovulatorio.

La maduracién meidtica, también llamada proceso de maduracién, involucra importantes
cambios metabodlicos necesarios para la activacién del huevo en la fertilizacion ya que
solo los ovocitos que han madurado meidticamente pueden ser fertilizados. Cabe sefalar
que los ovocitos primarios totalmente crecidos maduran espontaneamente.

El momento en que las células germinales entran al proceso meidtico varia entre sexos y
especies. Como ya se menciond, en las hembras la meiosis se inicia en forma temprana lo
que ha llevado a postular que existe un reloj interno que regula la meiosis en forma
auténoma. En apoyo a ésta se ha encontrado que células germinales ectdpicas,
localizadas en la glandula adrenal fetal (ratén) empiezan la meiosis al mismo tiempo que
las células germinales femeninas en ¢l ovario, sin embargo el hallazgo de una sustancia
inductora en las glandulas adrenales fetales del humano en ambos sexos ha restado valor a
las observaciones anteriores (3).

Se sabe que las primeras células germinales que entran a la meiosis en el ovario fetal son
siempre las que estan en la parte basal del ovario cerca de la conexién mesonéfrica y
gradualmente las ovogonias con una localizacidon mas periférica entran a la meiosis (80).
Fueron estas observaciones las que llevaron al planteamiento de la hipétesis de que las
células derivadas del mesonefros inducian la meiosis 1o cual era apoyado por el hecho de
que en cultivo de ovarios fetales la meiosis era dependiente de la presencia del tejido
mesonéfrico en ratdn y hamster pero no en rata y conejo (3).

La maduracién o competencia meidtica sucede en dos pasos:

1.~ la adquisicion de la capacidad de sufiir el rompimiento de la vesicula germinal con la
progresién a metafase 1 y después a metafase II (81). Ciertas evidencias sugieren que la
adquisicion de la competencia meidtica es dependiente del tiempo pero independiente de

la presencia de las células foliculares, contactos celulares heterdlogos y crecimiento
celular (82).

2.- la transicion de G2 a la fase M del ciclo que esta regulada por un factor citoplasmico
promotor de la maduracion QMPF). La actividad de MPF aparece durante la maduracién
meibtica de los ovocitos, alcanzando sus niveles mas altos en 1a metafase de la meiosis 1y

II, disminuye en la anafase-telofase de la meiosis I y después de que se ha completado la
meiosis (83).
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Los eventos estructurales asociados con la transicion de G2 a M involucran varias
modificaciones importantes en la estructura nuclear y citoplasmica. Estos cambios pueden
incluir la aparicién de una cubierta perinuclear de heterocromatina, la pérdida de un
arreglo de interfase de los microtubulos y la aparicion de centrosomas fosforilados (84).
Se ha planteado que la FSH podria tener un papel en la adquisicién de la competencia
meibtica .

El rompimiento de la vesicula germinal es un proceso que in virro se inicia con una ligera
ondulacion de la envoltura nuclear que continlia incrementandose en las siguientes 1-2
horas. Estas ondulaciones pueden estar relacionadas con la condensacién de los
cromosomas que se inicia durante este periodo. Los poros nucleares desaparecen
aproximadamente en 1 hora de cultivo, los rompimientos de la envoltura nuclear son
visibles dos horas después. A las tres horas de incubaciéon la envoltura nuclear es
dispersada completamente en pares de membranas que se unen a las del reticulo
endoplasmico y quiza jueguen un papel en la formacion de la envoltura pronuclear y
nuclear (85). El tiempo en el que desaparece la membrana nuclear es de 11 minutos. La
desaparicién del nucledlo ocurre poco después de entrar en contacto con el citoplasma.
En contraste, la 1amina nuclear, una red fibrosa que comprende laminina A, B y C que
esta en la membrana nuclear interna, persiste al rompimiento de la vesicula germinal y
parece desintegrarse justo antes de la metafase de la meiosis I. Durante la maduracién
meidtica también hay cambios en el nimero y distribucidon de los granulos corticales en
preparacion para la fecundacién y su papel bloqueador de la polispermia (86, 87).
Durante esta etapa del desarrollo los cromosomas del ovocito (bivalentes) pasan por la
metafase I y telofase I deteniéndose en la metafase II. Los cromosomas difusos de la
dictidtena (semejantes a los plumosos) sufren una condensacidn significativa a lo largo
del margen interno de la envoltura nuclear, concomitantemente con el comportamiento
ondulatorio de la envoltura (88). Durante este periodo los quiasmas se mueven hacia los
extremos de los cromosomas. La cromatina se hace heterocromatica y contiene densos
granulos que incrementan su numero a medida que aumenta la condensacion de los
cromosomas que ocurre dentro del vestigio agranular del nicleo dentro de los 20 minutos
de disolucion nuclear. Después de 2 a 3 horas de cultivo, cuando la condensacién de los
cromosomas casi se ha completado, el bivalente tiene forma de V y es telocéntrico y esta
frecuentemente asociados con fragmentos de la envoltura nuclear. Poco después los
cromosomas altamente condensados se arreglan circularmente en el centro del huevo,
pierden sus contactos con los fragmentos nucleares y se arreglan en el ecuador de la
metafase Y.

Durante el periodo de rompimiento de la vesicula germinal y condensacién de los
cromosomas aparecen los cinetocoros con microtibulos asociados al igual que otros
centros de organizacion de los microtiibulos. Los microtiibulos se extienden desde estos
centros a través de rompimientos de la envoltura nuclear al nucleoplasma (70,71).
Aparentemente hay un cinetocoro asociado con cada cromatida de cada homodlogo
cromosomal. A diferencia de la situacién en la mayoria de las células, 1os polos del huso
del ovocito carecen de centriolos y estdn compuestos solamente de bandas del llamado
material pericentriolar que se asocia con los polos del huso durante la prometafase y esta
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altamente fosforilado y condensado en metafase; desaparece de los polos del huso
durante la telofase. En paralelo con estos cambios progresivos en la organizacion del
material pericentriolar en los polos del huso, los centrosomas citoplasmicos que también
contienen este material y microtubulos, sufren alteraciones en el nimero y localizaciéon
durante la maduracién meidtica. Estas estructuras son mucho mas numerosas en
prometafase a anafase de la meiosis y estan localizadas en la corteza del ovocito, excepto
en el sitio de anclaje del huso (89). El tamafio del huso aumenta progresivamente. Uno de
los polos del huso esta localizado cerca de la corteza de la célula, el huso estd rodeado
por un area densa compuesta por mitocondrias, vacuolas y granulos. Los granulos
corticales estan excluidos del sitio de anclaje del huso donde se localiza una grussa banda
submembranosa de filamentos de actina. A medida que la meiosis procede a anafase, los
bivalentes se mueven hacia los extremos opuestos del huso y éste gira 90°. Estos
movimientos aparentemente involucran la participacién de los microfilamentos. Es
notorio que los ovocitos en maduraciéon pasan 6 horas en prometafase I (periodo desde la
condensacién inicial de los cromosomas a la alineacién de los bivalentes en la placa de la
metafase I) y cerca de 4 horas en la metafase II. Este largo periodo probablemente refleja
el tiempo necesario para sintetizar y ensamblar el huso.

En cultivo, la anafase y la telofase se presentan durante las 10 a 13 horas y es en este
periodo aparece una saliente destinada a ser el corpusculo polar. Durante la telofase se
forma el cuerpo medio (un anillo membranoso vacuolar basofilico alrededor de la regién
central del huso) y se inicia el pellizcamiento del corpiisculo polar. La separacién de los
cromosomas homélogos tiene lugar simultidneamente con la segmentacién asimétrica del
citoplasma del ovocito conteniendo una mitad del complemento original de cromosomas
(telofase tardia). Ademas de los cromosomas, el primer corpuiisculo polar contiene una
variedad de organelos incluyendo mitocondrias, ribosomas y granulos corticales (90).
Aun cuando ocasionalmente se encuentra un huso en el primer corpusculo polar
raramente es una estructura bien definida y los cromosomas empiezan a degenerar en la
telofase I tardia. Sobre el huso de la metafase II de los ovocitos no fertilizados hay un
area deficiente en organelos como los granulos corticales pero rica en microfilamentos
submembranosos de actina. Aun las membranas plasmaticas que estan encima del huso
son relativamente lisas, mientras que el resto de la superficie del huevo posee gran
cantidad de microvellosidades. L.os centros de organizaciéon de microtibulos no asociados
con el huso se encuentran en el citoplasma cerca de la corteza de la célula. La progresién
mas alla de la metafase II con separacion de cromatidas y emision del segundo corpusculo
polar debe esperar la fertilizacidn o la activacion partenogenética.

Se ha visto que el reinicio de la meiosis también implica una reduccién en el namero de
uniones estrechas entre las células de granulosa y aumenta las uniones internalizadas o
nexus anulares. Se ha demostrado que hay una disminucidén en el RNAm de las uniones
“gap” de las células de la granulosa en foliculos preovulatorios 90 horas después del pico
de LH en ratas (38). El aumento de la LH anula la accién de OMI lo cual va a permitir el
reinicio de la meiosis (91). Estos eventos estan correlacionados con el aumento en la
secrecion de progesterona y la disminucién en la densidad de las particulas de las uniones
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“gap” de las células de la granulosa (92). Se ha demostrado que la LH controla el
reinicio de la meiosis independientemente de su efecto esteroidogénico ya que la

inhibicion de la esteroidogénesis no altera el efecto de la LH sobre el reinicio de la
meiosis (93).

Como ya se mencioné durante la fase de maduraciodn se presentan cambios importantes
en la actividad metabdlica de los ovocitos. Aun cuando la sintesis de RINA continta en
ovocitos totalmente crecidos, la sintesis de RNA casi no es detectable después del
rompimiento de la vesicula germinal y condensacion de cromosomas. La cesacién esta
aparentemente asociada con la disolucién del nucledlo. La mitad del RNA. poliadenilado
acumulado durante el crecimiento del ovocito es degradado o desadenilado durante la
maduracion meiotica, razén por la cual en el periodo cuando ciertos mensajeros maternos
son utilizados por primera vez hay un decremento de los niveles totales de RNA
poliadenilado que es heredado al ovocito no fertilizado. A medida que avanza la
maduracién meiética el “pool” de metionina sintetizado en la fase de crecimiento
disminuye, disminuciéon que es de caracter fisioldgico. La velocidad de sintesis se reduce
dramaéticamente después del rompimiento de la vesicula germinal y la condensacién de
los cromosomas, parece ser que el decremento de la sintesis absoluta de proteina refleja
la conversién del RNA del ovocito y/o algin mecanismo de control traduccional.

El descenso en la sintesis total de proteinas se refleja en una gran variedad de proteinas
especificas como la tubulina, actina, histonas y proteinas ribosomales que disminuyen
entre un 30 a un 50% y la sintesis de lactatodeshidrogenasa disminuye de un 80 a 90 %
durante la maduracién meioética. La sintesis de las glicoproteinas de la zona pelucida
disminuye a niveles extremadamente bajos, de igual manera se ha observado la aparicidon
y desaparicién de ciertas proteinas, cambios ocurren después del rompimiento de la
vesicula germinal. Se cree que los cambios son el resultado de la mezcla del nucleoplasma
y el citoplasma y se esperaria que participara en la regulacién de la progresion del ciclo
celular meio6tico. Esta regulacion podria estar mediada por las subunidades reguladoras
MPF, p34cdc2 y ciclinas al igual que las proteinas estabilizadoras de MPF tales como el
factor citostatico CSF y c-mos (94).

Ademas del control traduccional, modificaciones post traduccionales de tales protemas
det ciclo celular constituyen un mecanismo critico por medio del cual se regula la
progresion meiodtica (3)

La maduracidén meidtica representa la etapa final de la preparacién del ovocito para la
fertilizacion y desarrollo temprano. Los cambios bioquimicos que ocurren en este periodo
parecen involucrar modificaciones post traduccionales en la proteinas que controlan el
ciclo y que son esenciales para la progresidon meidtica.
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Control de la inhibicién de la meiosis

La inhibicién de la meiosis esta regulada por una serie de factores entre los cuales esta la
presencia de AMPc. Se sabe que el descenso de los niveles intracelulares de AMPc sefiala
la reentrada de los ovocitos a la meiosis. No hay disminucién de los niveles de AMPc
antes del rompimiento de la vesicula germinal im vitro o in vivo (95). Ademas el AMPc
esta involucrado en la regulacion de la transicion de G2 a M durante el ciclo mitotico. La
participacion de AMPc en la maduracidn meidtica implica que, como en muchas
situaciones biolodgicas, actila via una proteinquinasa AMPc dependiente, una enzima
consistente de una subunidad catalitica © y una reguladora ® (96). Aun cuando este
complejo R-C es enzimaticamente inactivo, la union de AMPc a la subunidad R
(inhibitoria) da por resultado la disociacion del complejo y la activacién de la subunidad
C. Asumiendo que la continua fosforilacion de una proteina del ovocito por la
proteinquinasa (PK) es esencial para mantener el detenimiento meibtico, los niveles de
AMPRc pueden por ello regular la maduracién meiética determinando la cantidad de
subunidad C libre (bajo AMPc) las fosfoproteinas del ovocito serian fosforiladas y se
podria iniciar la maduracidén meibtica. Hay evidencias que sugieren que el AMPc es solo
uno de los componentes del complejo sistema que mantiene a los ovocitos en dictiétena.
El incremento de AMPc en las células del cumulus es notorio en presencia de F y la
produccién de la progesteronaSH o toxina del célera que dan por resultado una
inhibicidn de la maduracién meidtica sin aumento detectable de los niveles de AMPc. Lo
cual sugiere que un factor inhibitorio diferente a AMPc es transferido del cumulus al
ovocito (97).

Los activadores proteinquinasas de la subunidad C inhiben la meiosis actuando
distalmente a un descenso en la actividad de PK AMPc dependiente antes de los cambios
en el metabolismo de la fosfoproteina del ovocito que es necesaria para el reinicio de la
meiosis.

Otro de los factores que intervienen en la regulacidn del reinicio de la meiosis es el calcio
a través de la calmodulina (98). Se sabe que los inhibidores del transporte del calcio
transmembranal evitan el rompimiento de la vesicula germinal in vitroe. El aumento del
calcio extracelular disminuye la efectividad del dbAMPc como inhibidor de la meiosis y la
disminucién del calcio aumenta su efectividad. Los niveles de calcio y AMPc pueden
actuar sinergisticamente a través de un paso dependiente de calmodulina para regular la
maduracién meiodtica.

Se sabe que la LH induce la maduracién de los ovocitos y la produccién de la
progesterona en foliculos intactos iz vitro, sin embargo la LH aparentemente no induce la
maduracién via la sintesis de progesterona (99). No se sabe si otros esteroides como el
estradiol y la testosterona jueguen algiin papel en la regulacion de la maduraciéon
meidtica. De hecho un niimero de esteroides potencian la inhibicién inducida por FSH de
la maduracién meibdtica de los ovocitos encerrados en las células del cumulus in.vitro,

solo inhiben la maduracién de los ovocitos desnudos cuando sus niveles de AMPc estan
elevados por exposicion a dbAMPc o forskolina.
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Se ha sugerido que un producto de las células de la granulosa conocido como inhibidor
de la maduracién (OMI) es el que mantiene a los ovocitos en dictidétena (100). Lo cual
concuerda con el hecho de que el liquido folicular inhibe la maduracién del ovocito in
vitro. El OMI es un polipéptido con un PM de 1-2 kilodaltons, resistente a una
temperatura de 60°C y al tratamiento con carbdn, y es destruido con tripsina lo cual
confirma que es un péptido/proteina no esteroidal. Es secretado por las células de la
granulosa de pequeiios foliculos antrales y se encuentra en el liquido folicular de los
ovarios de una variedad de mamiferos pero no ha sido caracterizado en humanos u otros
primates. El OMI aparentemente ejerce su actividad inhibitoria via las células del cumulus
ya que previene la maduracioén de los ovocitos cultivados con células del cumulus pero no
interfiere con la maduracién de los ovocitos desnudos. De lo anterior se puede concluir
que el OMI puede atravesar por las uniones estrechas entre las células del cumulus y el
ovocito. Se ha visto que los foliculos preovulatorios tienen relativamente . bajas
concentraciones de OMI y que éste no es especie especifico. Es posible que la accidn
inhibitoria de OMI sea potenciada por AMPc lo que sugiere que OMI podria participar
en algunos de los efectos de AMPc sobre los ovocitos encerrados en el cumulus in vitro
97).

Recientemente se ha evidenciado que una hipoxantina y/o adenosina, los componentes de
bajo peso molecular del liquido folicular, también participan en la prevencién de la
maduracién espontinea de los ovocitos in vitro.

Las uniones estrechas representan regiones de continuidad fisica entre las células, en
muchos sistemas biolégicos sirven como mediadores de la comunicacién intercelular y el
acoplamiento metabdlico permitiendo el paso de pequeiias moléculas entre las células. A
lo largo del crecimiento del ovocito y la foliculogénesis, las uniones estrechas median la
comunicacion intercelular entre los ovocitos y las células de la granulosa y los mantienen
acoplados. Antes de la ovulacién hay una disminucién significativa de uniones “gap” y el
ovocito y las células de! cumulus pierden su acoplamiento como resultado de la
mucificacion y la expansién del cumulus (101) En este estado el cumulus es retractado de
la superficie del ovocito. La pérdida de uniones estrechas del cumulus esta temporalmente
correlacionada con el rompimiento de la vesicula germinal y la expansién del cumulus
(102). Aun cuando el acoplamiento entre el ovocito y las células del cumulus termina
antes de la ovulacién, no se completa hasta después del rompimiento de la vesicula
germinal. Podria pensarse que es la terminacién de la comunicacién entre el cumulus y el
ovocito y por lo tanto la cesacién de la transferencia del factor inhibidor OMI lo que
determina el inicio de la maduracién meiética, sin embargo factores como niveles
intracelulares de AMPc, enzimas reguladoras de los niveles de AMPc, calcio,
calmodulina, esteroides etc. también tienen participacién en esta regulacién. Hasta el
momento no ha podido quedar totalmente aclarada cuél es la interaccién de todos estos
factores ni in vivo ni in vitro, pero es claro que la integridad del foliculo mantiene al
ovocito del mamifero en el detenimiento meiético.
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Foliculogénesis

Los foliculos son las principales unidades funcionales del ovario de mamifero, su funcién
es aportar el sistema de soporte necesario para que la célula germinal femenina se
desarrolle, logre su maximo potencial y finalmente al ser ovulada, dé continuidad a la
especie. El foliculo estd constituido por un gameto femenino y por células somaiticas que
contribuyen de diferentes formas a realizar sus funciones. Aportan los requerimientos
nutritivos del ovocito para su crecimiento, posteriormente controlan la maduraciéon
nuclear y citoplasmica del ovocito contenido en aquellos foliculos que son seleccionados
para ser ovulados y finalmente contribuyen a la atresia y destruccion del ovocito. Estos
efectos directos de las células foliculares sobre el desarrollo y destino del ovocito son
mediados por cambios en el micromedio dentro del foliculo y llevados a cabo en gran
parte por productos que se secretan al liquido folicular (103).
El proceso de formacién de foliculos no ha sido claramente descrito pero se sabe que es
un proceso en el que células poco diferenciadas son condicionadas a ciertos patrones de
desarrollo y se ensamblan. En ¢él, diferentes tipos celulares sufren un crecimiento y
maduracion coordinada para formar una estructura morfoloégica y funcionalmente
compleja (62).
La formacién de foliculos primordiales en los ovarios de mamiferos se conoce como
foliculogénesis. Las descripciones clasicas de este proceso basadas en observaciones al
microscopio de luz consideraban las siguientes etapas de desarrollo:
1.- sincicio celular de ovocitos en la que grupos de ovocitos interconectados estaban
rodeados de células estromales delgadas
2.- ovocitos desnudos en la cual
interpuestas

3.- foliculo independiente en la que los ovocitos se rodeaban de células de la granulosa
vy por la membrana basal.

los ovocitos estaban juntos en racimos pero sin células

Actualmente el punto de vista mas aceptado por los autores modemos es el propuesto
por Byskov et al (104) que interpretaron la continua asociacion de los cordones sexuales
gonadales con los tubulos mesonéfricos como una sola estructura que llamaron rete
ovarii y la han dividido en tres regiones distintas:

1.- extraovarica

2.- de conexién

3.- intraovérica.

AXGn cuando estos autores suponen alguna contribucién por las células del epitelio en
algunas especies de mamiferos, ellos describen Ia formacién de los foliculos primordiales

como un proceso de migracidn de células pregranulosas de la rete extraovarica a la
intraovarica (105).

En la mayoria de los mamiferos la proliferacién de las ovogonias esta restringida a la
etapa prenatal o poco después del nacimiento, que es cuando las ovogonias dejan de
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dividirse activamente y se transforman en ovocitos primarios quiescentes. Las ovogonias
desnudas (sin cubierta folicular) estan conectadas como un sincicio via los puentes
intercelulares. Una vez que las ovogonias son aisladas y rodeadas por células foliculares
aplanadas, las células de la pregranulosa, se forman los foliculos primordiales que se
encuentran en la corteza interna del ovario. Estos foliculos constituyen la reserva en
reposo de foliculos que no estan en crecimiento y que son progresivamente “utilizados”
durante la vida reproductiva, su tiempo de aparicién varia entre las diferentes especies.
Existen discrepancias entre los diferentes autores en relacion a los tiempos de aparicion
de estos foliculos, para el caso de la rata Mauledn (1978) opina que ocurre en primer dia
postparto y Veno (1989) que es después del primer dia postparto. (18, 106).

Cuando los ovocitos alcanzan la diplétena, deben ser encerrados en un foliculo junto con
las células de la granulosa. En muchas especies los ovocitos individuales son rodeados
por las futuras células de la granulosa que son delineadas por una lAmina basal intacta, en
algunas especies (perro) mas de un ovocito es encerrado dentro de un foliculo (foliculo
poliovular). Si los ovocitos en etapa diplétena no son encerrados en un foliculo,
degeneran (107).

Los foliculos se empiezan a formar en la parte interna de la corteza del ovario donde los
ovocitos alcanzan primero la diplétena. En muchas especies las células de la granulosa de
estos foliculos en desarrollo estan conectados con los cordones de la refe derivados
intraovaricos mesonéfricos. Se ha demostrado que la formacién del foliculo depende de
que un nimero suficiente de células mesonéfricas hayan invadido el ovario en desarrollo.
Estos experimentos también indicaron que la desaparicion del epitelio superficial del
ovario no afectaba la foliculogénesis temprana, siendo poco probable que este epitelio sea
una fuente importante de células de la granulosa, por lo menos durante la formacion de
los primeros foliculos. Estas observaciones no excluyen la contribucion del epitelio
superficial o de células mesenquimales a la capa de células de la granulosa. Es posible que
los foliculos formados tardiamente, en la periferia del ovario, contengan menos células
mesonéfricas que los formados mas temprano y situados centralmente (108).

De hecho los foliculos que se forman primero en el centro del ovario fetal o neonatal
presentan un patréon diferente de formacién, crecimiento y diferenciacion comparado con
el de los foliculos de un ovario maduro. Esto puede reflejar que las células de la
granulosa cambien en relacién con su origen, sensibilidad a hormonas y factores de
crecimiento, dependiendo de la etapa de desarrollo en que se forman los foliculos lo cual
esta relacionado con la localizacion de éste dentro del ovario.

La foliculogénesis temprana en el centro del ovario depende de la migraciéon de las
células de la refe extraovéarica, que se dividen mitoticamente, hacia la refe intraovarica
que rodea a los ovocitos centralmente y no de una proliferaciéon local (109). Algunas de
estas c€lulas se convierten en células de la granulosa mientras que otras de la rete
intraovarica se diferencian en las primeras células intersticiales (110).

Simultdneamente con el inicio del crecimiento del ovocito, las células somaticas que lo
rodean empiezan a proliferar y las células aplanadas de la granulosa se hacen cuboidales
encerrando a la célula germinal en varias capas, formandose asi el foliculo primario. Esta
fase inicial del crecimiento del ovocito y el desarrollo del foliculo preantral parece ocurrir
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independientemente de las hormonas gonadotrépicas (62). Una vez que el foliculo ha
acumulado unos miles de células de la granulosa, para formar una estructura multilaminar
sélida, el espacio extracelular se expande para formar una cavidad llamada antro,
probablemente en respuesta a una regulacion hormonal endégena. En el foliculo antral
existen dos poblaciones especificas, las células del cumulus, organizadas como un epitelio

pseudoestratificado que encierra al ovocito y las células de la granulosa murales, que
capas internas de la pared del foliculo y forman un epitelio

comprenden las

pseudoestratificado en contacto con la lamina basal que es adyacente a la teca externa.
Finalmente en respuesta a la estimulacién hormonal ocurren dos eventos principales en el
complejo cumulus-ovocito: el ovocito totalmente crecido completa su primera division
meidtica y se detiene, otra vez, en la metafase II y las células del cumulus que rodean a la
célula germinal sufren una expansion o mucificacién, consistente en la depésito de una
matriz extracelular rica en acido hialurénico que hace que las células se separen.
Finalmente el ovocito de la metafase II, ain encerrado en las células del cumulus
dilatadas, es ovulado al oviducto y esta listo para la fertilizacién. La asociacion entre las
células germinales y las somaticas de la granulosa persiste a través de todo el crecimiento
y esta asociacidén es crucial para el crecimiento y diferenciaciéon del ovocito, al igual que
para las células de la granulosa, asegurando con ello la ovogénesis (111).

El mecanismo que dispara el crecimiento folicular inicial no se conoce pero si se sabe que
una vez que se inicia continaa hasta el final del periodo reproductivo. Se ha reportado
que las gonadotropinas exdégenas estimulan el inicio del crecimiento folicular. Varios
estudios de foliculos preantrales en cultivo han demostrado un crecimiento folicular
exitoso que depende de FSH y se retarda en animales hipofisectomizados, fetos humanos
anecefialicos y ratones tratados con antigonadotropinas (3). También se ha planteado que
son factores intraovaricos (factores de crecimiento locales) los que la disparan o ain que
puede ser un evento al azar. Las hormonas intraovaricas o una sustancia inhibitoria que
emana de los foliculos en degeneracién pueden influenciar el inicio del desarrollo
folicular. Se ha sugerido que el factor de crecimiento de fibroblastos bovinos (b FGF)
derivado del epitelio superficial (germinal) del ovario, puede jugar un papel en el proceso
de desarrollo temprano de los foliculos. Se postulado que la sefial de iniciacién proviene
de los ovocitos (62).

En foliculos preantrales de hamster se ha visto que el crecimiento es estimulado por el
factor de crecimiento epidermal (EGF) y por el factor de crecimiento transformante (TGF
o) in vivo e in vitro. Parece ser que EGF participa en la iniciacién del crecimiento
folicular. Otros factores, especialmente aquellos que estimulan el crecimiento y la
esteroidogénesis como el factor semejante a insulina (I y II) son candidatos para disparar
el inicio del crecimiento folicular (3).

Es dificil técnicamente discriminar entre foliculos que estan aun quiescentes y los que ya
empezaron a crecer, la transicién no se puede detectar solo por morfometria y atin mas,
cuando la deteccidn se realiza con marcadores de proliferacidén celular, los estudios de
cinética celular no pueden identificar a los foliculos que recién han entrado a la fase de

crecimiento(62).
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Los datos sugieren que las hormonas circulantes afectan la velocidad a la cual los
foliculos primordiales quiescentes empiezan a crecer. Un hecho importante es que el
“pool” de foliculos primordiales en reposo es disminuido no solo por los foliculos que
entran a la fase de crecimiento sino también por atricién (muerte y desapariciéon) de los
foliculos primordiales (80). El nimero de foliculos que empiezan a crecer varia con la
edad del animal, mas foliculos empiezan a crecer por unidad de tiempo en ovarios de
roedores infantiles que en adultos (62).

procede ain en ausencia de

Una vez que se iniciado el crecimiento folicular este
gonadotropinas, hormona del crecimiento o tiroidea, hasta una etapa relativamente tardia

del desarrollo. En cuanto a la velocidad de proliferacién de las células de la granulosa, el
determinante mas significativo es el tamafio folicular. Bajo diferentes condiciones
fisiolégicas, la proliferacion de las células de Ia granulosa aumenta con el tamaiio del
foliculo, hasta la pentltima etapa de crecimiento. Esto sugiere que los factores autocrinos
y paracrinos son de gran importancia para controlar el crecimiento folicular. Las seiiales
de un compartimento folicular probablemente influencian la proliferacién de otros
compartimentos. Las células de la teca tambi€n parecen secretar factores que influencian
la velocidad de proliferacién de las células de la granulosa ya que al cocultivar células de
la granulosa con las de la teca se observa un aumento en el nimero de células y en la
incorporacién de {3H TdR . Las células de la teca secretan TGF-f3 que estimula la
incorporacién de [3H TdR por células de la granulosa en cultivo. Las células de la teca
de foliculos de tamaifio mediano (que crecen rapidamente) se tifien mas intensamente para
TGF- 8 pero esta intensidad de tincion disminuye en grandes foliculos preovulatorios

(que crecen mas lentamente).
Las condiciones intraovaricas tienen también un impacto en las velocidades de
proliferacidn celular. El flujo sanguineo del ovario varia marcadamente durante el ciclo

estral y el fluyjo sanguineo a varias regiones dentro del ovario puede ser afectado
drasticamente por la presencia de grandes foliculos preovulatorios o cuerpos Iiuteos. La
red microvascular de los foliculos que estan madurando es por lo menos dos veces mas
densa que la de los foliculos maduros (118). Por lo tanto las diferencias en el flujo
sanguineo alteran la disponibilidad de nutrientes a las células en proliferacién que a su vez
van a influenciar sus tiempos de generacién.

Las variaciones en las velocidades de proliferacidon, como ya se mencioné, son afectadas
por hormonas hipofisiarias y esteroideas. Se ha visto en ratas adultas que foliculos de
tamailos similares crecen a diferentes velocidades en diferentes dias del ciclo estral; las
células de la granulosa de grandes foliculos (mas de 600 células) crecen mas lentamente
durante la gestacién que durante el ciclo estral. Estos efectos pueden ser adjudicados a
variaciones de esteroides circulantes en estos estados reproductivos ya que se ha visto
que cuando se les administran estrégenos a ratas inmaduras hipofisectomizadas a altas
concentraciones de DES sus ovarios aumentan grandemente de tamafio y se llenan de
foliculos grandes que carecen de antro.

Los factores ambientales también han demostrado jugar un papel en el crecimiento
folicular, la dieta, Ia hora del dia y la estacion del afio afectan la velocidad de proliferacién
de las células de la granulosa. El indice mitotico de las células de la granulosa de foliculos
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de tamafio medio fue significativamente mas alto a medio dia en ratas en estro expuestas
a una alternancia de luz 12x12 en comparacion con las que fueron expuestas a luz 14x10
(62).

La mayoria de las sefiales de maduracion funcional de las células de la granulosa y de la
teca aparecen durante la penaltima etapa de crecimiento (8® y 9* generacion). Las células
de la granulosa de ratas hipofisectomizadas y tratadas con DES carecen de antro, de la
capacidad de producir estradiol y/o receptores a LH sobre las células de la granulosa.
Cuando son tratadas con FSH o PMSG (gonadotropina del suero de yegua prefiada)
desarrollan antros, adquieren receptores a LH y desarrollan actividad de aromatasa 24
horas después de la exposicién. Por lo tanto queda demostrado que FSH es el inductor
primario de la maduracion de las células de la granulosa disparando no solamente la
aparicidon de los receptores a LH y la enzima aromatasa sino tambi€n otras caracteristicas
funcionales de madurez, incluyendo la sintesis de proteoglicanos, activador de
plasminégeno, IGF-1 y la expresién del gene de la inhibina. FSH actia solo como una
seflal permisiva de maduracién de las células de la granulosa; es la célula de la granulosa
mas que la FSH la que determina la naturaleza de la respuesta celular. Todos los foliculos
del ovario estan probablemente expuestos en forma igual a FSH pero solo los foliculos
de las etapas tardias responden a la hormona adquiriendo caracteristicas de maduracién
funcional. La naturaleza de la respuesta ha sido predeterminada y el estimulo de FSH
simplemente sirve para disparar su expresién. En esta etapa del desarrollo las células de la
granulosa estin limitadas a dos posibles alternativas de desarrollo, maduracién funcional
© muerte.

Al responder a FSH el foliculo adquiere la maquinaria necesaria para la maduracién final
(luteinizacidn), esta listo para luteinizarse; la exposicién a LH dispara al foliculo para que
complete su desarrolio programado. Se ha visto que un nimero de seiflales diferentes a la
LH también pueden disparar la luteinizacién. Entre ellas se encuentran la FSH altamente
purificada, AMPc, GMPc y la escisién quirargica del ovocito del foliculo. Sin importar
cudl sea el factor que dispare, la respuesta de las células de la granulosas es siempre igual
lo cual indica que las seiflales inductivas sirven solo para que entre en accién una
respuesta preprogramada mas que instruir a la célula a escoger programas de desarrollo
alternativos.

Ademaés de las hormonas y los factores de crecimiento, la matriz extracelular y el
contacto célula-célula también afectan la expresidn fenotipica de las células de la
granulosa totalmente maduras. La asociacion intercelular entre las célula de la granulosa
es esencial para la adquisicién de receptores a LH; la FSH sola no puede inducir el
receptor en células de la granulosa monodispersas en cultivo, solo puede inducir la
enzima aromatasa (62).
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Control de la foliculogénesis

A pesar de la existencia de gran cantidad de foliculos en crecimiento muy pocos son los
que maduran hasta la etapa preovulatoria en cada ciclo estral o menstrual. El nimero de
foliculos que maduran cada ciclo es regulado con limites muy estrictos por un mecanismo
global clasico que involucra a la FSH, inhibina y/o estradiol.

En ratas, los foliculos que sobreviven para ovular son aquellos que alcanzaron la 82
generacion de desarrollo durante los aumentos secundarios de FSH que ocurren en la
mafiana del estro. Estos foliculos seran capaces de ovular en respuesta a un aumento de
LH 3 dias después, los foliculos que llegan a la 8" generacion de desarrollo, cuando las
concentraciones de FSH son bajas, nunca maduran totalmente y sufren atresia.

Como parte de su respuesta a niveles elevados de FSH los foliculos de la 8® generacion
empiezan a sintetizar y a secretar factores que suprimen la secrecién de FSH. Esta seiial
de retroalimentacién negativa de los foliculos es probablemente la inhibina o el estradiol o
una combinacién de ambos. La magnitud de la sefial de retroalimentacion negativa
emitida por cada foliculo se cree esta correlacionada directamente con su grado de
madurez. Los niveles de FSH estaran determinados por la sefial de retroalimentacién
negativa acumulada de todos los foliculos, cada uno secretando una cantidad diferente de
acuerdo a su etapa de maduracidn. El nivel de FSH determina la velocidad a la cual cada
foliculo va a progresar a la siguiente etapa de maduracién. La continua retroalimentacién
entre todos los foliculos en maduracion y la secrecidon de FSH regula el nimero de
foliculos que alcanzan la etapa preovulatoria.

La cantidad de foliculos que mueren en la octava generacién de crecimiento tienen un
papel importante, Mientras mas grande sea la generacion de foliculos interactuantes
mucho mas estrictos seran los controles de los tiempos de ovulacion. Esto ocurre a
expensas de un nimero cada vez mayor de foliculos que sufren atresia. En ratas jévenes
ciclando, la extensa atresia de los foliculos antrales tempranos ocurre durante la seleccidn
de una “cuota’™ ovulatoria apropiada, probablemente debido a que hay exceso de foliculos
disponibles y solo unos cuantos son seleccionados. Cuando hay pocos foliculos en la linea
de crecimiento la longitud de un ciclo reproductivo se hace mas variable pero menos
foliculos sufren atresia durante el proceso de seleccidn. Las ratas empiezan a presentar
ciclos estrales irregulares a medida que el nimero de foliculos primordiales disminuye en
sus ovarios con la edad. El naimero de 6vulos liberados se mantiene constante en todas las
ratas que ovulan.

La LH, al igual que la FSH, es crucial para la maduracién final de los foliculos
preovulatorios, en ratas concentraciones de LH por debajo de los limites basales pueden
evitar la maduracién de los foliculos preovulatorios. Esta condicién ocurre durante el
periodo prepuberal, embarazo, pseudoembarazo y lactancia (62)
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Tipos de foliculos
Existen 8 tipos principales de foliculos:

- pequefios sin crecimiento que son los foliculos primordiales (1-3a en ratones)

- preantrales que son los primarios de una capa y secundarios multilaminares (3b-5b)
que se caracterizan principalmente por aumento en el tamaifio del ovocito y en el
nimero de células de la granulosa antrales

~ terciarios o de Graaf (6-8) cuya caracteristica es la formacioén de un antro lleno de
liquido folicular y un mayor incremento en el namero de células de la granulosa y
estos pueden ser pequefios o grandes para indicar su grado de expansion y los
antrales grandes a su vez se describen como no ovulatorios o preovulatorios para
indicar su madurez de acuerdo al criterio funcional aceptado (103).

La llamada fase prefolicular no es propiamente una fase sino mas bien un breve periodo
en la organogénesis ovérica antes del inicio de la foliculogénesis. Esta fase puede ocurrir
en la vida embrionaria, en neonatos o aun en etapas prepuberales, dependiendo de la
especie. Pareceria carente de funcién esteroidogénica en algunas pero no en todas las
especies. La sintesis de esteroides en los ovarios de roedores es indetectable o muy
limitada antes de que se formen los foliculos. El ovario de rata empieza a formar foliculos
en el dia 1 postnatal y no responde a la produccién de estrégenos estimulada por
gonadotropinas durante el periodo fetal (103).

En el ovario prefolicular existen juntos los ovocitos y las células de la granulosa dentro de
cordones irregulares organizados en nidos en la corteza ovérica. El arreglo de ovocitos y
células de la granulosa es empaquetado cercanamente con una aposiciéon de membranas
ya que en esta etapa no se ha formado la zona pelicida que separa a las células de la
granulosa del ovocito y una serie de vellosidades foliculares terminan en uniones *“gap” en
el plasmolema del ovocito (18). Es en esta etapa cuando las células de la granulosa
pueden servir primariamente para proveer nutrientes al ovocito. Se ha demostrado que
mas del 85% de los nutrientes son tomados primero por las células de la granulosa
vecinas antes de ser transferidas al ovocito funcion que es continuada en los foliculos en
desarrollo de los adultos por las células especializadas de la granulosa, la corona radiada.
Esta claro que los aminoacidos no polares como leucina y valina pueden ser capaces de
pasar las células de la granulosa e interactuar directamente con el ovocito mientras que la
mayoria de los aminodcidos entran cooperativamente al ovocito (18).

Las células de la granulosa en los ovarios prefoliculares parecen ser activas para
fagocitar a las células germinales en degeneracién.

Los ovocitos y las células de la granulosa son enteramente interdependientes en la
formacién de los foliculos, sin cualquiera de los dos no puede ocurrir una
esteroidogénesis sustancial ni crecimiento del ovocito. Por ello un aspecto muy
importante de la fase prefolicular es el establecimiento de las asociaciones entre las
células de la granulosa y el ovocito que conducen a la foliculogénesis.
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No se ha descrito claramente el proceso de formacién de foliculos. Se ha sugerido que el
foliculo se forma por la fragmentacién de los cordones ovaricos en ovarios de animales
recién nacidos, algunos foliculos primordiales frecuentemente estan conectados a otro por
puentes intercelulares tubulares quiza en las regiones donde la fragmentacidn de los
cordones no ha sido completada (50).

Foliculos preantrales

Los foliculos preantrales se desarrollan de foliculos primarios y se caracterizan por el
aumento de tamaifio del ovocito y la proliferaciéon de las células de la granulosa estos son
también llamados foliculos secundarios (18). No se conocen los factores responsables de
la iniciacién del crecimiento de los foliculos a partir del “pool” de no crecimiento. Pero se
ha demostrado que el desarrollo subsecuente de los foliculos preantrales no es
dependiente de gonadotropinas y contimta después de la hipofisectomia (113). A medida
que el foliculo aumenta de tamafio las células de la teca se diferencian de células del
estroma del ovario, formando con ello una cubierta de células aplanadas alrededor de la
membrana basal folicular. L.a formacién de la capa de la teca es variable entre los
foliculos individuales, en el ratén se hace distinta en la etapa de muiltiples capas, en
hamster se diferencia en foliculos con 7 a 8 capas de células de la granulosa y la
diferenciacién entre teca interna y externa ocurre posteriormente cuando ocurre la
formacioén del antro para el caso del raton.

Foliculos antrales

La formacion de la cavidad antral en el foliculo secundario lo convierte en un foliculo
terciario

Durante la primera fase, el crecimiento del ovocito y del foliculo son lineares y estan
positivamente correlacionados. Una vez que el ovocito estd cerca del tamafio maximo,
poco después de la formacién de la cavidad antral, sigue la segunda fase del crecimiento
folicular consistente en actividad mitética de las células de la granulosa y de la teca y la
acumulacién de liquido folicular que se hace el elemento dominante. Existe una relacién
muy intima entre el ovocito y las células de la granulosa que lo rodean. La poblacién de
células de la granulosa no es uniforme pero a medida que el foliculo antral se desarrolla
estas células se organizan en regiones distinguibles con funciones especializadas. Las
células de la granulosa en la capa inmediata al ovocito (corona radiada) establecen un
intimo contacto con el ovocito hasta la etapa preovulatoria por medio de procesos
celulares que atraviesan la zona pelicida y forman complejos de uniones “gap™ con el
oolema. Estas son las células que sirven de nodrizas, proveyendo nutrientes para el
crecimiento del ovocito y probablemente intercambiando factores reguladores con el
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ovocito y con ello liberando las sefiales requeridas para la maduracion coordinada del
foliculo y el ovocito. Las células del cumulus comprenden una masa celular que rodea al
ovocito (cumulus oophorus) y pega el ovocito a la pared del foliculo. Las células del
cumulus fisicamente soportan al ovocito dentro del foliculo y pueden contribuir a sus
necesidades nutricionales y reguladoras. La mayoria de las células de la granulosa forman
la region mural o parietal que son las que cubren la cavidad folicular. L.as células murales
adyacentes a la membrana basal son las primeras en diferenciar su capacidad de respuesta
esteroidogénica a LH basada en la adquisicion de sitios de unién a LH (18).

Esta bien establecido que la sintesis de RNA aumenta durante el crecimiento folicular y
alcanza su pico antes de que se forme la cavidad antral.

Después de la formacién del antro el indice mitdtico en las células del cumulus es tres
veces mayor que en las murales y ain en las células murales hay un gradiente ya que se
marcan tres veces mas las células mas profundas del cumulus (114).

Dominancia folicular

El namero de foliculos que es reclutado generalmente es mayor que el nimero
caracteristico de los foliculos ovulatorios para una especie dada. Solamente el nimero
especie especifico de foliculos contimia creciendo por mas dias y alcanza el tamafio
ovulatorio, estos son los foliculos dominantes ya que se cree que una vez que han sido
seleccionados de alguna manera evitan el crecimiento y diferenciacién de los foliculos
hermanos y evitan el reclutamiento de otros foliculos. No se sabe qué determina cual o
cuales foliculos son seleccionados. Si se plantea la hipotesis de que los foliculos son
reclutados debido a que son expuestos a elevaciones ligeras de la FSH circulante justo
alrededor del momento cuando normalmente deberian empezar la atresia, quiza se podria
decir que el foliculo seleccionado esta exactamente en la etapa de desarrollo adecuada en
el momento adecuado y por lo tanto es capaz de responder mejor a la ligera elevacion de
FSH para continuar con su crecimiento (115).

Para explicar la razén por la cual los foliculos subordinados no continian su crecimiento
existen 2 hipétesis. Una de ellas plantea que el foliculo dominante secreta algin factor
que hace imposible el crecimiento y desarrollo de los foliculos subordinados. En especies
monotocas tal factor deberia de ser de naturaleza endocrina ya que induciria regresion de
los foliculos subordinados en ambos ovarios. Aun cuando ésta parecia ser adecuada y que
se habia descrito una proteina reguladora del foliculo (FRP)(116), estudios posteriores
parecen no apoyar estos resultados. Alternativamente el foliculo dominante podria causar
la regresiéon de los subordinados indirectamente via una retroalimentaciéon negativa. De
acuerdo a esta hipotesis la secrecién de reguladores de retroalimentacién, como el
estradiol e inhibina, por el foliculo dominante (o quiza por toda la cohorte de foliculos)
durante los primeros dias después del reclutamiento podrian provocar una disminucién en
los niveles de FSH que no podrian sostener el crecimiento de los subordinados. El
foliculo dominante, para no sufrir atresia, deberia de haber alcanzado una etapa de
diferenciacién en la cual pudiera sostener el crecimiento en presencia de bajos niveles de
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FSH circulante. Se ha demostrado que niveles de FSH que son insuficientes para el
reclutamiento de foliculos son suficientes para mantener el crecimiento folicular una vez
que se ha iniciado (117). La capacidad del foliculo dominante para seguir creciendo y
desarrollandose se puede deber a un mayor flujo sanguineo a través del foliculo y/o
adquisicion del foliculo dominante de receptores a LH en las células de la granulosa
(118).

Aunque se podria pensar que existe un gran desperdicio de foliculos durante el desarrollo
folicular el hecho es que teniendo una serie de foliculos que alcanzan la etapa en la que
una ligera elevacién de FSH puede reclutarlos para otro crecimiento asegura que cuando
ocurra una ligera elevacién de FSH los foliculos van a ser reclutados rapidamente y el
reclutamiento de mas foliculos que el nimero ovulatorio asegura que por lo menos uno
va a estar en la etapa exacta de maduracion para continuar con su desarrollo.

La secrecion de grandes cantidades de estradiol por los foliculos seleccionados parece ser
de primordial importancia y los separa de los subordinados. En la mayoria de los
mamiferos la sintesis folicular de estradiol requiere de la cooperacidén de tipos celulares
endocrinos y de ambas gonadotropinas, con células de la teca produciendo andrégenos en
respuesta a LH y células de la granulosa aromatizando a los androgenos a estradiol en
respuesta a FSH y posteriormente en el desarrollo folicular en respuesta a FSH y LH
(119). La mayor capacidad de secretar estradiol se origina de la mayor capacidad de las
células de la teca para responder a LH secretando andrégenos y de las células de la
granulosa para aromatizar los andrégenos.

Se sabe que elevaciones pequeifias pero sostenidas de LH son cruciales para el desarrollo
de foliculos ovulatorios. LH estimula la diferenciacion de la teca incluyendo una mayor
capacidad de secretar androgenos. La aromatizacién de andrégenos por células de la
granulosa aumenta la produccién de estradiol que es crucial para que continte la
diferenciacion de las células de la granulosa.

En ratas, una vez que ha sido seleccionada la cohorte de foliculos, procede la
diferenciacion del foliculo para que proceda el aumento en la secrecion de estradiol
rapidamente en un lapso de 2-3 dias. Los cambios en la capacidad esteroidogénica de los
foliculos ovulatorios de rata parecen estar mediados por cambios en los niveles de RNAm
para las enzimas esteroidogénicas apropiadas. Se ha demostrado que los niveles del
RNAm para 17a hidrolasa y aromatasa aumentan durante el desarrollo de foliculos
antrales antes de la elevacidon de LH (119). Los niveles de estos mensajes descienden
precipitadamente en foliculos que han sido expuestos a niveles elevados de LH. Los
niveles de RNAm para P450 scc aumenta en respuesta a un incremento de
gonadotropinas y este mensaje se expresa constitutivamente junto con un cambio en la
produccién de progesterona durante la fase luteal. Los mecanismos que permiten que
concentraciones basales y aumentos de LH y FSH provoquen resultados completamente
diferentes no se conocen totalmente (115).
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Fisiologia del foliculo

En todas las especies de mamiferos son dos los principales tipos celulares involucrados en
la esteroidogénesis:

a.- células secretoras que responden a LH que comprenden células de la teca interna de la
envoltura folicular y las células intersticiales del estroma

b.- células que responden a FSH consistiendo exclusivamente de células de la granulosa
que solo después de la maduracién folicular adquieren la capacidad de responder a LH

Las células de la granulosa y las tecal/intersticiales tienen origenes embrionarios
diferentes. Las células de la granulosa se derivan principalmente, aunque quizd no
exclusivamente, de ciertas células de la refe intraovarica que se asemejan mucho a las
células de la granulosa en términos de sus organelos y microfilamentos (103). Como ya se
mencioné anteriormente, a medida que madura el foliculo, las células de la granulosa se
van a diferenciar de acuerdo a su posicién, hecho que les va a conferir funciones
diferentes.

Las células de la teca parecen diferenciarse de las células mesenquimales en el estroma del
ovario. La teca no esta presente en .los foliculos primarios pero se diferencian a medida
que los foliculos crecen y maduran, es evidente que las células de la teca se originan
continuamente a lo largo de la vida reproductiva. Las células mesenquimales progenitoras
son quiza células del tejido conjuntivo laxo, se ha sugerido que también se pueden formar
de ciertas células de la rete ovarii (ratéon) que estan inicialmente contiguas a las células de
la granulosa pero que se separan por asociacién con el ovocito cuando el foliculo es
encerrado.

Las células intersticiales primarias tienen su origen en las células mesenquimales y en las
de la rere ovarii. Las células intersticiales secundarias que se encuentran en el ovario
adulto, se derivan de células de la teca en foliculos atrésicos (120). Mientras que el
ovocito y las células de la granulosa que rodean a un foliculo atrésico degeneran y son
eliminadas del ovario, las células de la teca en la envoltura folicular sobreviven como
pequeilas islas de células esteroidogénicas en el estroma ovarico. Sobre esta base se
pueden esperar ciertas similitudes en funcion de células de la teca y células intersticiales
secundarias de los ovarios adultos. Las células de la teca y las intersticiales
probablemente no tienen propiedades biosintéticas idénticas ya que las células
intersticiales, en contraste con las de la teca, son menos influenciadas por sustancias
regulatorias paracrinas secretadas por la membrana granulosa pero ellas pueden recibir
innervacion simpatica directa. Las células intersticiales secundarias también difieren de las
de la teca en su actividad biosintética de andrégenos que no solo persiste durante toda la
vida reproductiva sino que contintia en ovarios viejos (103,121).
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Células de la teca

La diferenciacion de las células de la teca y la sintesis de andrégenos aromatizables es una
condicién obligatoria para la produccion folicular de estradiol y la diferenciacion de las
células de la granulosa. Estudios previos indican que la diferenciacién de las células de la
teca es dependiente de aumentos sutiles en las concentraciones de LH (122). Se ha
demostrado también que las células de la teca de foliculos antrales pequefios y
preovulatorios requieren de la sintesis de LH/AMPc para la biosintesis de andrégenos,
mientras que cuando las células de la teca se luteinizan la esteroidogénesis es menos
dependiente de LH o de AMPC, por lo menos en cultivo (119, 123).

La diferenciacion de esta capa se inicia en el foliculo primario y consiste de fibroblastos y
células epiteliales y posiblemente transicionales. En la rata la teca externa es aparente
alrededor de pequeilos foliculos antrales con un diametro de 0.1 a 0.25 mm consistiendo
de fibroblastos, células de musculo liso y una variedad intermedia. Algunas de las células
definitivamente muestran caracteristicas ultraestructurales de miusculo liso y se ha
demostrado la presencia de actina y miosina en varias capas de células de la teca externa
que rodea a los grandes foliculos de Graaf (18, 62).

La teca sufre una marcada diferenciaciéon morfolégica. Muchas células de la teca interna
localizadas justo por fuera de la membrana basal son ricas en reticulo endoplasmico liso y
poseen caracteristicas esteroidogénicas mientras que otras de las células de la teca interna
estan altamente vascularizadas (62).

Las células de la teca estin unidas por uniones estrechas. Se ha reportado una
distribucion de nervios colinérgicos y adrenérgicos en la teca de numerosas especies. En
la rata los nervios adrenérgicos estin presentes en los vasos sanguineos de la teca interna,
en las células fibromusculares de la teca externa y en el estroma. La actividad colinérgica
esta representada por una densa zona de la teca externa que alcanza su maxima densidad
en el foliculo preovulatorio, fibras nerviosas que contienen sustancia P corren cerca de los
foliculos primordiales en el estroma cortical de ratas. En los vasos sanguineos y en la teca
externa se han identificado un niimero de péptidos reguladores siendo el mas abundante el
neuropéptido Y. La agregacion y diferenciacién final de la teca folicular ocurre bajo la
influencia de factores de crecimiento que emanan del complejo ovocito-granulosa.
Indudablemente existen interacciones reciprocas entre las células de la teca y las de la
granulosa que deben tenerse en cuenta cuando se consideren las propiedades
morfoldgicas, bioquimicas y esteroidogénicas de los compartimentos aislados y se ha
demostrado que existe una retroalimentacidn positiva entre los compatimentos tecal y
granulosa. La produccion de factores de crecimiento por la teca puede influenciar por via
paracrina a las células de la granulosa. En rata las células teca/intersticiales secretan TGF
B. En todas las especies la teca interna esta separada de las células de la granulosa por
una banda PAS positiva que es la lamina basal. El tiempo de aparicién de la teca interna
bien diferenciada wvaria en relacién al desarrollo de las células de la granulosa de una
especie a otra, en raton es de 3 capas de células de la granulosa y en hamster de 6. En
roedores y muchas otras especies, las células de la teca son la principal fuente de
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precursores de androégenos que son transportados al compartimento granuloso para su
conversidn a estrégenos.

La teca interna desarrolla un aporte vascular que se desarrolla en la porcion interna
adyacente a la membrana granulosa. La vascularizacién de la teca interna esta ligada a
arteriolas externas y a vénulas en la teca externa. Este patrén no cambia durante todo el
desarrollo, excepto por la expansion de los vasos sanguineos para mantener el
crecimiento folicular, este patrén es igual para todos los mamiferos (18).

Los productos esteroideos mas abundantes de las células de la teca maduras en todas las
especies son los compuestos C 19 incluyendo los 4-ene-3f3 hidroxiesteroides y los
andrégenos 5 o reducidos que son los producidos por el catabolismo del colesterol.
Como la teca interna esta altamente vascularizada a medida que el foliculo madura, es
razonable que, la internalizacion de la lipoptroteina en la sangre sea la principal fuente de
colesterol para la esteroidogénesis de la teca in vivo. La esteroidogénesis en ausencia de
lipoproteina de colesterol in vitro es limitada (103). Es aparente que los cultivos de las
células intersticiales ovaricas producen intermediarios 5-ene-3 f3 hidroxi y 4- en 3 -oxo
(124). La accién de LH via receptores especificos presentes en las célula de la teca en
todas las etapas foliculares (125) y la produccién consecuente de AMPc proveen el
principal estimulo para estas actividades esteroidogénicas (126).

Estudios con células intesticiales de ratas hipofisectomizadas en cultivo indican que las
célula expresan constitutivamente AS5S- 3P- hidroxiesteroide deshidrogenasa y tienen
receptores funcionales a LH pero no son esteroidogenicamente activos hasta que son
inducidos a diferenciarse con LH o con prostaglandina E2 (PGE2) (127).

La accion esteroidogénica de LH sobre las células de la teca aparentemente incrementa
las actividades 17 a-hidroxilasa:C-17, 20-liasa en ovarios o foliculos de rata. Estas
actividades de enzima estan limitadas en velocidad y parecen ser el sitio en el cual LH
estimula la produccidon de esteroides C19 por células de la teca a medida que los foliculos
progresan de las etapas antrales pequeifias a foliculos preovulatorios tempranos en rata y
donde la produccién ovarica de andrégenos es restringida sustancialmente, en los
foliculos preovulatorios tardios (103).

Aun cuando la progesterona no es limitante como un intermediario para la produccion de
andrégenos tecales en pequefios foliculos antrales, la acumulacion de progesterona en
pequeilos foliculos antrales y preovulatorios de rata es estimulada in vifro por hCG lo
cual indica que la activacién del receptor a LH también estimula un paso en la conversién
de colesterol a progesterona. La produccién de progesterona por las célula de la teca esta
regulada hormonalmente y varia con la etapa de desarrollo folicular. El efecto de LH es
probablemente el resultado de una actividad incrementada del rompimiento de la cadena
lateral C 27.

La androstendiona es el principal esteroide aromatizable C 19 producido por las células
de la teca interna aislada. La mayor abundancia de androstendiona que de testosterona se
debe a una deficiencia en 17 P hidroxiesteroide deshidrogenasa, un hecho que tiene
significado en la cooperacioén esteroidogénica de las células de la teca y de la granulosa.
El segundo metabolito 5 o reducido mas abundante es 5 a- androstane 3 o, 17 B-diol que
puede ser derivado de la testosterona por las mismas reacciones que la androstendiona y
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puede ser el resultado de la conversiéon de androsterona a 5 o androsten-3c,17 B-diol en
una reaccion reversible catalizada por una aparentemente débil actividad tecal de 17 3~
hidroxiesteroide deshidrogenasa.

La actividad de las 5 a reductasas, que es la mas alta antes de entrar a la pubertad,
disminuye grandemente en los ovarios de ratas adultas. Rutas alternas del catabolismo de
progesterona, ademas de las involucradas en la producciéon de andrégenos, también
ocurren en las células de la teca.

Las células de la teca también pueden aromatizar andrégenos y contribuir directamente a
la secrecién de estrogenos en varios grados dependiendo de la especie y la etapa folicular.
La mayoria de los estudios indican que la actividad de aromatasa (conversién de
esteroides C 19 a estrogenos) en las células de la teca no es significativamente mayor que
en las células de la granulosa.

Hay poca informacion directa para distinguir las funciones esteroidogénicas de las células
intersticiales secundarias de las de la teca interna y en general se asume que las vias
biosintéticas son similares (103).

Se ha demostrado que las células de la teca también sintetizan renina, relaxina,

prostaglandina y factores angiogénicos (62).

Células de la granulosa

Mientras que las vias esteroidogénicas de las células de la teca e intersticiales funcionan
primariamente en la produccién de novo de los androgenos, las vias de las célula de la
granulosa estéan organizadas principalmente para el metabolismo de los esteroides C 19
(andrégenos) a estrdégenos y para la sintesis de novo de progesterona y sus metabolitos
C21. La cooperacion entre los compartimentos de la teca y de la granulosa parece ser
crucial para el control por las gonadotropinas de la secrecién hormonal esteroidea en
todas las especies. Esta cooperacién toma forma de intercambio de vias intermediarias de
esteroides, efectos esteroidales directos sobre actividades enzimaticas y regulaciéon
paracrina. Evidencias de estudios in vivo e in vitro indican que las células de la granulosa
de grandes foliculos antrales y preovulatorios son el sitio principal, aunque no exclusivo,
de la actividad de aromatasa y biosintesis de estrogenos. La regulacion de actividad de
aromatizacién de andrégenos en las células de la granulosa de todas las especies es por
accién de FSH .

Estudios con células de la granulosa de rata sugieren que el citocromo P-450 aromatasa
es inducido por FSH o dbAMPc. Ademas de la accion de FSH para inducir la enzima
aromatasa en las células de la granulosa, la biosintesis de estrégenos requiere la
cooperacion de las células de la teca aportando los sustratos de andrégenos para la
reaccién de aromatizacion.

La produccién de progesterona y sus metabolitos (progestinas) es una de las principales
actividades biosintéticas de las células de la granulosa en grandes foliculos antrales y
preovulatorios. La biosintesis de progesterona ocurre inicialmente en respuesta a la
estimulacién con FSH, pero esta accién es posteriormente aumentada por LH después de
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que sus receptores se han diferenciado. ILH sola no estimula la biosintesis de progesterona
en células de la granulosa en cultivo de ratas hipofisectomizadas. Una mayor estimulacién
de la biosintesis de progesterona ocurre in vivo después del aumento de LH,
frecuentemente después de un decremento en la produccidén cuando las células de la
granulosa sufren diferenciacidn (luteinizacion).

La via biosintética de progesterona en las células de la granulosa es tipica en todas las
células esteroidogénicas, involucrando la conversiéon de colesterol a pregnenolona y
después a progesterona. En etapas antrales y preovulatorias, el colesterol intracelular se
deriva casi totalmente de la sintesis de novo y quizd en pequefias cantidades de
almacenes enddgenos de lipidos, el colesterol asociado con lipoproteinas en la sangre no
pueden penetrar la capa granulosa avascular. Solo después de la ovulacién es cuando la
lipoproteina extracelular puede ser la principal fuente de colesterol como precursor para
la biosintesis en células granulosa-luteinicas.

La aparente reaccion limitante para la biosintesis de progesterona, regulada por la accion
de FSH sobre las células de la granulosa, es el rompimiento de la cadena lateral del
colesterol. Se ha sugerido que los efectos de la estimulacién hormonal de esta actividad
enzimatica involucran un aumento en la asociacion de colesterol con P-450 scc via un
péptido activador de bajo peso molecular. FSH también puede aumentar la actividad de la
enzima que rompe la cadena lateral en este tipo celular. La P-450scc y adrenoxina
aumentan solo en la fase luteal temprana y media, lo cual sugiere que la induccidén en esta
etapa es primariamente el resultado de la estimulacién con LH.

FSH y subsecuentemente LH estimulan grandemente la actividad de las células de la
granulosa de A5, 3 B hidoxiesteroide deshidrogenasa : A5-4 isomerasa. Después de la
estimulacién con gonadotropina la actividad de A5, 3 B hidroxiesteroide deshidrogenasa
aparentemente no es limitante para la sintesis de progesterona en células de la granulosa
de ratas inmaduras que no acumulan substancialmente pregnenolona durante la sintesis de
progesterona.

El metabolismo de la progesterona a 20 o dihidroprogesterona es influenciada por la
estimulacion de 20 o hidroxiesteroide deshidrogenasa. En contraste LH aparentemente
no es requerida para la misma actividad de esta enzima en los ovarios en proestro de rata.
La conversiéon de progesterona a 20a dihidroprogesterona en el cuerpo luteo de la rata es
importante para regular la actividad progestacional durante la gestacién y el parto (118).
Las células de la granulosa (excepcién de bovino) no tienen actividades significativas de
enzimas de rompimiento de cadena lateral de C 21 y sintetizan pocos o ningunos
esteroides C 19 de pregnenolona o progesterona (128).

Las células de la granulosa poseen considerable actividad de 17f3 hidroxiesteroide
deshidrogenasa que actia sobre esteroides C 19, androstendiona y testosterona, al igual
que productos de aromatizacion, estrona y estradiol. Aun cuando la androstendiona es el
principal andrégeno ovarico en la mayoria de las especies, la reaccién 1783
hidroxiesteroide deshidrogenasa favorece la produccién de estradiol como el principal
estréogeno ovérico. La presencia de 5 o reductasa y 3 o hidroxiesteroide deshidrogenasa
en las células de la granulosa también permite que los androégenos derivados de la teca
sean convertidos a varios metabolitos reducidos del anillo A. FSH no influencia la
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produccion de metabolitos 5 o reducidos de testosterona (androsterona y 5 o androstane-
3 o, 17 B diol) en cultivo de células de rata.

Desde el punto de vista fisiolégico la aromatizacién de los andréogenos derivados de la
teca es quiza la via mas importante de metabolismo de andrégenos de las células de la
granulosa (103).

Se ha demostrado que las células de la granulosa tienen receptores a LH, FSH, somato-
medina C, factor semejante a insulina (IGF-1), GnRH y activador de plasminégeno (62).

Cooperacidn teca-granulosa

Las células de 1a teca son estimuladas por LH para producir andrégenos aromatizables y
la células de la granulosa responden a FSH con un aumento en la actividad de aromatasa
pero sin la produccion de novo de sustratos C19.

La teoria moderna de dos tipos celulares/dos gonadotropinas se demuestra con el hecho
de que las células de la teca interna (y quiza también las células intersticiales) son
estimuladas por LH para producir andréogenos que a su vez atraviesan la membrana basal
para ser utilizados para la biosintesis de estrégenos dentro de las células de la granulosa
en una reaccién estimulada por FSH. La evidencia en varias especies de la exclusiva
localizacién de sitios de unidén a FSH en las células de la granulosa y de sitios de union
inicialmente sobre las células teca-intersticiales y solo después sobre las células de la
granulosa. La evidencia in vitro apoya el concepto de cooperacién metabdlica en la
biosintesis de estrogenos por dos tipos celulares y es de tres tipos:

1.~ los andrégenos producidos en la teca salen de estas células para participar en la

biosintesis de estroégenos, siendo la diferencia que los androgenos se difunden hacia la
capa de las células de la granulosa

2.- la adicién de androgenos aromatizables a las células de la granulosa es esencial para la
produccidn significativa de estrégenos y la adicién de pregnenolona u otro precursor
C21 a las células tecales tiende a aumentar la produccidon de androgenos

3.-la recombinacion de tejido aislado de la teca y células de la granulosa coincubado
demuestran sinergismo en la sintesis de estrogeno siempre y cuando los dos tipos

celulares sean estimulados por las gonadotropinas apropiadas in vitro o sean derivadas
de foliculos esteroidogénicamente activos.

La hipétesis de la cooperacion celular requiere que los andrégenos de origen tecal
difundan a través de la membrana basal para que tengan acceso a la enzima aromatasa de
las células de la granulosa, difusién que ocurre y de hecho hay un gradiente de

andréginos desde la teca a través de la membrana basal hacia las células murales y
finalmente hasta el liquido folicular.
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En cuanto a la actividad esteroidogénica de los foliculos hay evidencia indirecta que
sugiere que en varias especies se adquiere una actividad esteroidogénica limitada en la
etapa preantral aunque se expresa débilmente hasta la etapa antral.. Los receptores a FSH
se encuentran en las células de la granulosa de todas las etapas foliculares, incluyendo
foliculos preantrales tempranos (129). La contribucién precisa de los foliculos preantrales
a la produccién de esteroides ovaricos no esta bien entendida, principalmente debido a las
dificultades para estudiar las actividades secretorias relativamente bajas in vivo y porque
la metodologia para aislar foliculos preantrales no esta bien desarrollada.

Como las células de la teca de ratas inmaduras producen cantidades minimas de
estrogenos (130) y las preparaciones de células intersticiales en cultivo solo producen
pequeflas cantidades de estrogenos (131), la sintesis neonatal de estrégenos ovaricos in
vitro puede ser un indicador de la actividad de aromatasa en las células de la granulosa.
Sin embargo es posible que las células tecales e intersticiales neonatales en esta etapa
difieran de aquellas en ratas mas viejas y sean capaces de biosintetizar estréogenos.

El crecimiento folicular en la rata neonatal empieza el dia 2 postparto con foliculos
multilaminares formados el dia 6 pero es hasta el dia 10 que los primeros foliculos con
antro aparecen en numeros significativos. Los datos sugieren que los foliculos preantrales
del periodo neonatal pueden responder a gonadotropinas y producir esteroides. Se ha
demostrado que hay actividad de AS 3B hidroxiesteroide deshidrogenasa en células
intersticiales en ovarios que a los 4 y 5 dias son capaces de convertir progesterona
marcada a estrogenos y se ha sugerido que las células intersticiales son responsables de
estas actividades esteroidogénicas en la rata neonatal (132). Los sitios de uniéon de FSH,
que se cree son especificos de las células de la granulosa, se han demostrado también en
el ovario los dias 5 y 6 (133) y se ha encontrado que FSH estimula la produccién de
AMPc y de esteroides en ratas de 4 dias.

Otros estudios con ovarios de ratas de 4 dias de edad, en cultivo, han demostrado que la
produccidn es estimulada por (Bu)2AMPc y la conversién de testosterona a estradiol es
también estimulada por (Bu)2AMPc o FSH. La produccidén de estréogenos en estos
estudios no fue estimulada substancialmente por FSH sola pero se incrementd
grandemente por FSH en combinacién con LH, lo cual concuerda con la forma de
regulacidn de “dos tipos celulares - dos gonadotropinas™.

Estudios incubando in vitro ovarios de rata establecieron que FSH, LH o PGE2
estimulan cada una en diferente grado la produccion de progesterona, androstendiona y
estradiol en ovarios de 6 dias y no antes. En estos estudios foliculos preantrales
secundarios eran las etapas mas avanzadas, lo cual sugiere que la regulacion por
gonadotropinas de la sintesis de novo de las tres principales clases de esteroides puede ser
producida por los foliculos preantrales en desarrollo en cooperacién con las células
intersticiales. La LH fue el estimulo mas potente para la produccién de androstendiona y
estradiol. La actividad de fosfodiesterasa limita la respuesta esteroidogénica a
gonadotropinas en ovarios tempranos. Las capacidades esteroidogénicas se diferencian en
los ovarios neonatales de rata ain antes de la total capacidad de respuesta a
gonadotropinas y antes de la formacién de los foliculos antrales. La capacidad de
respuesta a LH puede ser también regulada por la accién local de esteroides.
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No se conocen los niveles a los cuales las actividades esteroidogénicas de los ovarios
neonatales de rata pueden ser influenciadas por los altos niveles de FSH circulante y otras
hormonas hipofisiarias presentes en este periodo. Solo se puede especular que las vias
esteroidogénicas presentes en los ovarios neonatales de rata pueden ser expresadas como
resultado de la cooperacion de foliculos preantrales y células intersticiales presentes en
ovarios en edades de desarrollo posteriores, incluyendo adultos. Los esteroides
secretados por los foliculos preantrales en todas las etapas de desarrollo pueden estar
influenciados por concentraciones locales dentro del ovario, afectando con ello la funcién
folicular o maduracién. Sin embargo hasta el momento todos los estudios realizados no
han aportado la evidencia concluyente de que ocurra una esteroidogénesis significativa
dentro del comportamiento folicular.

Muchos estudios in vivo con ratas normales inmaduras o hipofisectomizadas indican que
los ovarios que consisten primariamente de foliculos preantrales grandes son
esteroidogénicamente capaces de responder a gonadotropinas. Los grandes foliculos que
se forman en ratas hipofisectomizadas no muestran una sintesis auténoma de estrogenos
sino que requieren la estimulacién con FSH o andrégenos aromatizables. Parece ser que
la actividad significativa de aromatasa ocurre solo cuando los foliculos antrales se forman
en respuesta a la estimulacién con FSH (103).

Las células de la granulosa aisladas de foliculos primarios y preantrales de ovarios de
ratas normales o hipofisectomizadas tienen una minima produccién de progestinas o
estrégenos cuando se cultivan sin gonadotropinas aun en presencia de sustratos
aromatizables. Otra caracteristica de la citodiferenciacion de las células de la granulosa
como la formacién de receptores a LH, también estan ausentes en las células en cultivo
sin gonadotropinas indicando que estas células estan minimamente diferenciadas. Es por
ello aparente que las enzimas esteroidogénicas clave estan ausentes o débilmente
expresadas en células de la granulosa de foliculos preantrales de ratas hipofisectomizadas
o inmaduras normales. Como los foliculos preantrales pueden, y probablemente lo hacen,
desarrollarse sin el apoyo de gonadotropinas, es probable que las células de la granulosa
de por lo menos las etapas preantrales tempranas no sean muy activas
esteroidogénicamente. Es probable que los incrementos ciclicos en gonadotropinas
circulantes actuen de manera coordinada para estimular la citodiferenciacion y
esteroidogénesis de células de la granulosa en foliculos preantrales tardios. Las células de
la granulosa de foliculos preantrales de ratas responden en cultivo a FSH con una
secrecién aumentada de esteroides C21 y una actividad incrementada de aromatasa. estos
efectos esteroidogénicos i vitro generalmente aparecen después de 24 horas lo cual
sugiere la necesidad de induccién de enzimas esteroidogénicas.

Se sabe que ciertas enzimas esteroidogénicas estan presentes (aunque quizd no
expresadas en forma maxima) en foliculos preantrales que no han sido estimulados con
gonadotropinas. Las células de la granulosa aisladas de ratas inmaduras, en cultivo, son
capaces de convertir pregnenolona exdgena a progesterona, 20a dihidroprogesterona y
probablemente cantidades menores de metabolitos de esteroides C21 S« reducidos (142).
También pueden convertir testosterona rapidamente a sus metabolitos Sc& reducidos,
incluyendo Sa androstane-3ct, 178 diol y androstane. La demostracién histoquimica de la
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actividad de AS 3f3 hidroxiesteroide deshidrogenasa en el ovario de rata indica que esta
enzima esta expresada fuertemente en las células de la granulosa de foliculos
preovulatorios pero esta expresada solo débilmente en las etapas antrales anteriores. Esto
coincide con la evidencia bioquimica de que la induccion de esta enzima requiere la
estimulacion de FSH .

Son diferentes’los factores que pueden ser responsables de la limitaciéon en la competencia
esteroidogénica de foliculos preantrales. Las células de la granulosa tienen‘receptores a
FSH que por 1o menos en los foliculos preantrales tardios estan funcionalmenté acoplados
a'adenilciclasa,réstos -receptores no funcionan éptimamente ya que'se requiere estréogenos
para aumeéntar la produccion de AMPc estimulado por FSH. Esta respuesta aumentada de
AMPc permite que FSH incremente la actividad de aromatasa y sintesis de estrogenos, asi
como el nimero de receptores a gonadotropinas y sitios de unién a AMPc (135). Estos
cambios estan asociados con el desarrollo del foliculo antral. Aiin cuando se asume que
FSH y LH circulante estan igualmente disponibles para las células de la granulosa de
foliculos preantrales y de etapas tardias por difusion de capilares de la teca a través de la
pared folicular y hacia las capas de la granulosa, esta afirmacién no ha sido totalmente
probada. El tamafio molecular per se no es un factor limitante para la entrada de
gonadotropina a la membrana folicular. La capacidad de foliculos sanos y
esteroidogénicamente activos para concentrar gonadotropinas en el liquido folicular
parece indicar la importancia de la disponibilidad de FSH a la produccion de esteroides.
Esta claro que las células foliculares aisladas de grandes foliculos preantrales responden a
gonadotropinas y las requieren para la produccion de esteroides, pero no se sabe en que
medida los foliculos preantrales de varias especies secretan esteroides in vivo, en
respuesta a fluctuaciones ciclicas normales en los niveles circulantes de gonadotropinas.

Los foliculos antrales y especialmente los preovulatorios tempranos son la fuente mas
importante de esteroides ovaricos durante el ciclo. El patrén cambiante en la secrecion de
esteroides estA asociado con un crecimiento aumentado de la célula folicular,
citodiferenciacién y considerable expansion del antro que ocurre en respuesta a cambios
en los niveles de FSH y LLH. La capacidad de secretar cantidades significativas de
estrogenos, lo cual es una funcién que adquieren cuando se forman los foliculos antrales,
es sumamente importante para el aumento de la capacidad de respuesta de las células de
la granulosa a FSH y subsecuentemente a LH. La accidn directa de estrégenos a nivel
folicular y el efecto indirecto adicional de la inhibicién de retroalimentacién de la
secrecion de gonadotropinas son factores importantes que contribuyen a la seleccidon
folicular.

La formaciéon de un antro lleno de liquido folicular provee un marcador morfoldgico
conveniente de la etapa de desarrollo del foliculo cuando el crecimiento dependiente de
gonadotropina empieza y la secreciéon de esteroides aumenta grandemente. La formacion
del antro es inducida por la accién de FSH, pero no por LH sola y probablemente refleje
cambios en la funcién secretora de las células de la granulosa dependiente de FSH, al
igual que la entrada de fluido intersticial. La vascularizacién aumentada y efectos
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esteroidales sobre la permeabilidad vascular podrian también influenciar la acumulacién
antral de fluidos. La formacién del antro no es absolutamente necesaria para la
maduracién folicular preovulatoria en todas las especies (Tenrecidae y Erinaceidae no
forman foliculos antrales).

Las células de la granulosa de foliculos antrales tempranos generalmente no tienen
caracteristicas ultraestructurales tipicas de células secretoras de esteroides por lo que se
creyd que no tenian tal funcién. Solo después del aumento de LH se pueden observar
cambios ultraestructurales en los organelos asociados con la esteroidogénesis en las
células de la granulosa. Estos cambios son considerados la manifestacién mas temprana
de luteinizacidn morfolégica, antes de la ovulacion.

Las principales fuentes de estrégenos y progesterona ovarica durante la fase folicular son
los grandes foliculos antrales y preovulatorios y los pequefios y grandes foliculos antrales
son fuentes de andrégenos antes del aumento de LH.

Las mediciones de esteroides en el plasma venoso reflejan niveles de secrecién a la

circulacién.

Ovulacién

Existen varias teorias para explicar el mecanismo de la ovulacién. La ruptura y liberacién
del ovocito secundario a la mitad del ciclo han sido atribuidos a una presién intrafolicular
aumentada de liquido folicular, contraccién del musculo liso intramural, mucificacién,
expansion y a un desalojo del cumulus del estrato granuloso y rompimiento por enzimas
proteoliticas de la pared folicular (143).

La primera hip6tesis propuesta sostenia que la ovulacién ocurria como resultado de'la
accién de una enzima proteolitica especifica que rompia la pared folicular causando la
liberacién del ovocito secundario. Posteriormente se demostrd que varias serinproteasas
podian debilitar la pared folicular e imitar la ovulacién en conejos. En la teoria
proteolitica las células foliculares secretan activador de plasminégeno que conduce a la
formacién de plasmina que debilita la pared del foliculo (144). Posteriormente se
demostré que la produccion de activador de plasmindégeno es controlada por hormonas.
La teoria de mucificacion sostiene que el complejo cumulus-ovocito se separa del estrato
granuloso y la corona radiada se expande como resultado del deposito de
glicosaminglicanos inducidos por FSH/L.H (145).

La teoria muscular esta basada en la presencia de células de misculo liso en la teca y el
bloqueo de las contracciones de musculo liso por EDTA que reduce la eficiencia
ovulatoria. No se sabe si el inicio de las contracciones es neural o paracrino (38, 146).

La ovulacién inducida por LH provoca cambios en la estructura celular del foliculo, en su
actividad proliferativa y esteroidogénesis de los foliculos preovulatorios. Estos cambios
ocurren en el intervalo entre el pico de LH y la ovulacidn, este intervalo es relativamente
constante para cada especie (12-15 horas en el ratén y rata y 28-36 en el humano). Los
cambios ultraestructurales que ocurren en las células de la granulosa antes de la
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ovulacién, incluyen cambios continuos del reticulo endoplasmico granuloso al reticulo
endoplasmico liso y un cambio a una estructura mas homogénea de la cromatina. Las
caracteristicas tipicas de luteinizacién como son, el aumento del reticulo endoplasmico
liso y la aparicién de las mitocondrias con crestas tubulares, empiezan a aparecer ain
antes de la ovulacién en muchas especies. La evidencia histoquimica del aumento de la
actividad esteroidogénica, también se hace evidente al aproximarse la owvulacién. La
actividad de A 5 3 B hidroxiesteroide deshidrogenasa es débil en células de la granulosa
de foliculos antrales en desarrollo pero aumenta con el aumento de estrogenos (136). En
contraste con estos cambios en las células de la granulosa, las células de la teca interna
muestran alta actividad de esta enzima durante toda la maduraciéon del foliculo.

La produccién de esteroides es alterada substancialmente en el periodo preovulatorio,
después del aumento de LH. En minutos después del aumento de LH hay un importante
incremento en la secrecidn de progesterona y estrégenos en especies como rata, chango y
conejo, seguido por un marcado decremento a los niveles basales en varias horas. Esta
fase inhibitoria después del aumento de LH o del tratamiento hCG esta marcada por un
decremento en las concentraciones de andrdégenos aromatizables y estrogenos en el
liquido folicular u ovarios.

En la rata hay un gran aumento preovulatorio de progesterona y de 20«
dihidroprogesterona que ocurre cerca del momento del pico de LH. Estos
extremadamente altos niveles de progestina (mayor que en la corta fase luteal del
diestro), son probablemente derivados de las células de la granulosa cuando empiezan su
proceso de luteinizacién pero no se conoce la contribucion de las células
teca/intersticiales. La LH, estimula la secrecion de progesterona in vitro por células de la
granulosa maduras de rata y el pretratamiento in vive con testosterona aumenta
significativamente esta secrecion (141). Las determinaciones de esteroides en el liquido
folicular de foliculos preovulatorios se han hecho en ratas a las que se les dio primero un
tratamiento con PMSG a bajas dosis para inducir la maduracioén folicular y luego LH para
inducir la ovulacidén. En estos estudios la concentracién de progesterona aumentd 7
veces una hora después del tratamiento con LH y se mantuvo durante 10 horas. Las
concentraciones de androstendiona y estradiol en el liquido se elevaron antes del
tratamiento con LH, aumentaron ligeramente una o dos horas después del tratamiento
con LH y después descendieron a niveles extremadamente bajos por 6 horas. En otros
estudios la inhibicion de la esteroidogénesis y en particular de la produccién de estradiol
ocurre durante la segunda mitad del periodo preovulatorio en la rata (103).

La regulacién de la inhibicion transitoria de la produccion de esteroides en el periodo
preovulatorio de todas las especies probablemente ocurre a varios niveles. La evidencia
de cé€lulas luteales y células de la granulosa indica que concentraciones relativamente
altas de LH causan una desensibilizacidén transitoria a nivel de receptor de gonadotropina
de tal manera que las células blanco se hacen refractarias a la estimulacién de
gonadotropinas. La desensibilizacion de las células de la granulosa es seguida por una
regulacion de receptores para LH, FSH y estrogenos. Normalmente durante la fase luteal
se forman nuevos receptores y las células adquieren nuevamente su sensibilidad a LH en
el tiempo en que la produccién de progesterona aumenta grandemente. La liberacién
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pulsatil de niveles tonicos de LH durante la fase folicular puede ser importante para
prevenir la desensibilizacion y la regulacién que ocurre en forma natural en respuesta a
altas concentraciones y prolongada exposicién a LH a la mitad del ciclo.

La inhibicién de la produccion de estradiol después del aumento preovulatorio de LH es
primariamente el resultado de la produccién disminuida de andrégenos en las células de la
teca e intersticiales. En un estudio in vitro con foliculos de Graaf de rata, se demostrd
que la inhibicién en la secrecioén de androgenos era el resultado de la actividad reducida
de la 17 a hidroxilasa y/o C17,20 liasa ya que habia una inhibicién de la acumulacién de
estradiol, androstendiona y testosterona, 4-6 horas después del tratamiento con LH. Se
ha sugerido que el factor protéico estimulado por LH puede inhibir las enzimas
requeridas para el rompimiento de la cadena lateral C17 de la progesterona. Un estudio
con ratas inmaduras tratadas con PMSG demostré que una dosis ovulatoria maxima de
LH in vivo, provoca un aumento inicial en los andrégenos ovaricos a las dos horas y
después una reduccion de andrégenos y estradiol 4-8 horas después de la inyeccion de
LH con concentraciones declinando 6 horas después (138).

Se cree que la inhibicion de la produccion de estréogenos inducida por LH ocurre
principalmente a nivel de 17a hidrolasa:C17, 20 liasa seguida por un decremento
secundario en la actividad de aromatasa. Estudios inz vivo e in vitro demostraron que la
principal causa del rapido descenso en la secrecidon de estrégenos después del aumento de
LH es la ilimitada disponibilidad de andrégenos aromatizables debido a las velocidades
disminuidas de rompimiento de la cadena lateral de C21. Los niveles disminuidos de 17
hidrolasa :C17, 20 liasa responsables de la disminucion de la produccidén de andrégenos
estén asociados con una marcada reduccién en los niveles microsomales de citocromo P-
450 en el ovario preovulatorio. El descenso en la actividad inducida de LH de estas
enzimas limitantes era dependiente de la continuidad en la sintesis de RINA y proteina.

La secreciéon preovulatoria de estrégenos que llega a su pico poco antes del aumento de
LH parece ser el mediador de la accion inhibitoria sobre la produccién de andrégenos por
la accidén intraovdrica directa (139). /n vitro se ha visto que el estradiol inhibe la
produccion de androgenos por células intersticiales del ovario en preparaciones celulares
(140). En rata el tratamiento con estrégenos in vivo aumenta la produccién in vitro de la
respuesta de progesterona estimulada por LH de las preparaciones de células de la teca,
lo cual sugiere que la viabilidad de las células de la teca se mantiene a pesar de la
reduccidn en la produccion de andrégenos (141).

Las prostaglandinas también pueden estar involucradas en la regulacién esteroidogénica
durante el perfodo preovulatorio. Altos niveles de prostaglandinas (F y E) se encuentran
en el fluido folicular de foliculos preovulatorios de muchas especies (conejo, rata, puerco,
humano) La sintesis de prostaglandinas es probablemente estimulada via la accién de LH
aumentando el AMPc. Las prostaglandinas pueden estar involucradas en la
desensibilizacién a gonadotropinas, PGE2 estimula la produccién de andrégenos en
células de la teca. La adenilciclasa es desensibilizada a LH y FSH en la etapa
preovulatoria, pero las células de la granulosa siguen respondiendo a PGE2. Las
prostaglandinas también pueden mediar los efectos de LH sobre el aumento del flujo
sanguineo y la distribucién intraovérica de sangre influenciando con ello la secrecién de
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esteroides a la circulacién. Otro papel importante de las prostaglandinas en la ovulacién
es probablemente la ruptura folicular ya que este proceso es bloqueado por inhibidores de
prostaglandin sintetasa y por antisuero contra prostaglandinas (103, 142).

Atresia folicular

La atresia es un fenémeno universal caracteristico de vertebrados mamiferos y no
mamiferos. En los no mamiferos los foliculos son obliterados por una actividad
fagocitica masiva por las células de la granulosa que a su vez degeneran. Los cambios
morfolégicos son menos drasticos en el ovario de mamifero (18). Se ha estimado que el
77% de los foliculos se hacen atrésicos en el ratén y mas del 99% en el humano. Los
foliculos se hacen atrésicos en cualquier etapa del desarrollo pero los factores que inician
y controlan la atresia no se conocen totalmente. Se sabe que son varios los factores que
la determinan entre los cuales estian el estado fisiolégico del individuo (edad, salud),
factores genéticos y ambientales (18, 38).

I.a mayor pérdida de ovogonias y ovocitos primarios ocurre durante la vida fetal y el
periodo prepuberal, y el proceso es irreversible (62). Este proceso degenerativo en
euterios puede ser el resultado de una adaptaciéon evolutiva a la viviparidad y el relativo
bajo niimero de descendientes de esta clase de vertebrados. Alternativamente la atresia
puede ser el mecanismo por el cual las células germinales y somaéticas programadas para
morir pueden movilizar productos sintetizados a pocos foliculos que van a ser reclutados
y seleccionados para la ovulacién.

Una vez que el foliculo entra en el “pool” de crecimiento o es ovulado o se convierte en
atrésico, es importante seflalar que los foliculos que no estan en el “pool” de crecimiento
también pueden degenerar (18).

Las ratas y ratones tienen aproximadamente de 15-20 foliculos antrales grandes,12-16
horas antes de la ovulacién. Aproximadamente el 50% van a ovular y el resto sufre
atresia. 6 horas después del aumento de gonadotropinas en el proestro, los foliculos
preovulatorios se distinguen de los atrésicos por Ia hiperemia de la pared folicular de los
que van a ovular (38).

No es posible reconocer las etapas incipientes de la atresia, excepto por la reducida
translucidez del foliculo, el niucleo picnético de las células de la granulosa y una relacién
andrégeno-estrogenos mayor de 1 (38). Un signo definitivo de atresia es que el 5% de las
células de la granulosa tengan los nacleos picnéticos en la seccidén mas larga (147). A
medida que avanza la atresia la degeneracién de las células de la granulosa tiene todas las
caracteristicas de muerte celular apoptética por lo que la apoptosis o muerte celular
programada ha sido hipotetizada como un mecanismo de atresia folicular (117).

Se ha observado que en los foliculos atrésicos se incrementan los especios intercelulares
en las células de la granulosa probablemente representando la pérdida de uniones “gap”
que se reducen en los foliculos atrésicos (147).
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Los principales componentes celulares del foliculo de Graaf que estan involucrados en el
proceso de atresia son: el ovocito, las células de la granulosa y las de la teca interna. De
éstas el ovocito es el mas labil y su muerte se caracteriza por el rompimiento de la
vesicula germinal (pseudomaduracién o pseudosegmentacidon) (38) que incluye la
alineacién de los cromosomas en metafase y posiblemente la expulsion del corpusculo
polar, retracciéon del ovocito, regresion del ooplasma y los organelos tienden a agregarse
y a desaparecer, la envoltura nuclear pierde su apariencia bilaminar, aumenta su grosor,
se separa y rompe (18). Inicialmente el nicleo del ovocito esta localizado periféricamente
en las células que van a sufrir atresia, a diferencia de los ovocitos que son
tradicionalmente activos (148). Los ovocitos atrésicos tienen pocas o ninguna célula del
cumulus. La zona pelicida se hialiniza (38) y sufre cambios estructurales con la
formacién de un reticulo compacto de unidades globulares conectadas a cortos filamentos
que a su vez estan interconectados (18), cambios que ocurren cuando las micro-
vellosidades del ovocito y la corona radiada se retraen. El ovocito y las células de la
corona radiada se desacoplan con la reduccién en el nimero de uniones “gap” hecho que
aisla al 6vulo del microambiente normal y finalmente el ovocito se desintegra siendo sus
remanentes consumidos por células fagociticas. La zona pelicida puede persistir como
una banda grasosa refringente dentro de la corteza ovarica.

Uno de los principales indicadores de atresia de los grandes foliculos antrales es la
cesacion de la mitosis de las células de la granulosa, la ausencia de sintesis de DNA y
proteinas, el aumento en el nimero de lisosomas y de enzimas hidroliticas, aumento en el
nimero y tamafio de las gotas de lipidos citoplasmaticos, disminucién en el namero de
receptores a FSH y niveles de aromatasa lo cual da como consecuencia la reduccién en la
sintesis de estrogenos mas que un aumento en la producciéon de andrégenos (149). De
igual manera se ha identificado un gradiente de picnosis del nucleo de las células de la
granulosa (antral a basal), células que son eliminadas por neutréfilos y macréfagos (150).
El antro es invadido por elementos del tejido conjuntivo y la membrana basal se pliega,
engrosa y finalmente se rompe (151). En el liquido folicular se van a encontrar
concentraciones aumentadas de androstendiona, testosterona dihidrotestosterona asi
como cantidades minimas de estradiol y progesterona. El estrato granuloso se adelgaza y
despega de la membrana basal (152) y los cuerpos apoptdticos protruyen de las células de
la granulosa antrales (153).

Las células de la teca se van a hipertrofiar y a acumular grandes gotas de lipidos siendo
aparentemente estas células la fuente de precursores ovaricos de esteroides o de material
de que se reutilizara ‘para el futuro desarrolio de foliculos (38). Estas células van a
presentar las caracteristicas tipicas de células esteroidogénicas como son la presencia de
un reticulo endoplasmico liso y mitocondrias con crestas tubulares, Durante la atresia las
células de la teca asumen una forma cuboidal con membranas plasmaticas excesivamente
dobladas. Esta transformacién de las células de la teca durante la atresia es similar a la
morfologia del intersticio secundario y por ello en muchas especies las células de la teca
son progenitoras del intersticio secundario. El hecho de que estas células sean
funcionalmente similares a las células intersticiales se demuestra por la secrecidn in vitro
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de progesterona y la presencia de actividad de 3 {3 hidroxiesteroide deshidrogenasa (154).
En varias especies (puerco, vaca y borrego) el destino final de la teca es la completa
regresién sin contribucién al intersticio.

La membrana basal se hace mas gruesa y fragmenta y presenta una intensa acumulacién
de fibronectina en las células que limitan con ella (rata, vaca y puerco).

Uno de los ultimos pasos es el colapso total del foliculo, la atrofia de las células de
musculo liso en la teca externa (raton) que puede ser la causa del encogimiento final.
Durante la atresia la androstendiona es el principal producto sin incorporacién de acetato
a la progesterona. En la etapa final se forma también 17 hidroxiprogesterona.

Como las células de la granulosa tienen receptores a androgenos es factible que las
acciones atretogénicas de los andrégenos sean ejercidos directamente en estas células. La
testosterona reduce la disponibilidad de receptores a estrogenos. DHT provoca una
reduccién de foliculos primarios, secundarios y terciarios (18).

En foliculos atrésicos de rata la degeneraciéon de toda la pared de la granulosa toma

cerca de 24 horas y otras 24 antes de que el ovocito quede totalmente desnudo de células
del cumulus (18).

Hay varias hipOtesis para explicar por qué las células de la granulosa estdn propensas a
morir , se cree que las condiciones extracelulares que fueron adecuadas para mantener el
foliculo a través de su largo periodo de crecimiento, repentinamente se hacen
insuficientes para sostener la viabilidad una vez que el foliculo ha alcanzado su etapa
antral. Es obvio que al crecer el foliculo, las capas avasculares de la granulosa se hagan
mas gruesas, y en algiin punto durante el crecimiento el foliculo encuentra un bloqueo
metabdlico, las células mas internas de la granulosa estaran demasiado lejos de los
capilares tecales para recibir un adecuado suplemento de oxigeno. Los estudios en otros
tejidos indican que el oxigeno puede difundir a una distancia maxima de 150 micrémetros
y los foliculos maduros de ratas miden méas de 350 micrémetros y tienen capas de células
de la granulosa que miden mas de 120 micrometros de grosor. Este hecho podria sugerir
que los foliculos pueden sufrir atresia durante la etapa antral temprana debido a que en
esa-etapa es cuando alcanzan los limites de gradiente de difusion del oxigeno. El foliculo
no solamente va a sufrir un inadecuado suplemento de oxigeno sino que ademas esta en
su fase de mayor proliferacion ya que la divisidn de las células de la granulosa es mas
rapida durante la etapa antral temprana que en cualquier otra etapa (62). Las demandas
cada vez mayores de intercambio de oxigeno y aporte nutricional y la limitada distancia
de difusion resultan fatales para las células de la granulosa por lo que los foliculos no
pueden avanzar en esas condiciones mas alld de la etapa antral temprana a menos que
adquieran nuevas caracteristicas metabdlicas y estructurales que solucionen estos
problemas. Se sabe que las concentraciones de FSH mayores a las basales rescatan a los
foliculos antrales tempranos de la atresia permitiendo que logren los pasos finales de la
diferenciaciéon y owvulacién. El paso de los foliculos antrales tempranos hacia los
preovulatorios se acompafia de niveles de FSH por arriba de los basales. Se ha propuesto
que las concentraciones elevadas de FSH inducen cambios en las células de la granulosa

56



que aumentan su capacidad de sobrevivir bajo condiciones hipoxicas. Tales cambios
pueden incluir modificaciones que faciliten el intercambio de gases y nutrientes entre las
células o la induccién de vias metabdlicas alternativas que favorezcan las condiciones de
anaerobiosis (62). Se han descrito muchos de los efectos especificos de FSH sobre las
células de la granulosa, muchos de los cuales incluyen la induccién de enzimas necesarias
para aumentar la biosintesis de esteroides y la adquisicion de caracteristicas que preparan
al foliculo para la ovulaciéon. FSH aumenta el nimero de uniones estrechas de las células
de la granulosa lo que podria alterar el intercambio intercelular de nutrientes, también
podria alterar el metabolismo de las células de la granulosa para favorecer las condiciones
hipéxicas. Poco después del aumento de FSH las células murales dejan de dividirse lo
cual reduce la demanda metaboélica. En adicion la rapida acumulacién de liquido folicular
antral después de la exposicion a altos niveles de FSH altera la geometria del foliculo, la
capa de la granulosa del foliculo de Graaf se hace mas delgada y las células individuales
son mas pequeflas y estan mas compactas, comparadas con los foliculos antrales.

La atresia es una forma fisiolégica de muerte (apoptosis) y este mecanismo de muerte
celular durante la atresia puede involucrar la expresion de nuevos genes. Cuando estin
llegando a su madurez final las células de la granulosa no solo adquieren la maquinaria
para la expresién final de su fenotipo funcional sino también las endonucleasas endégenas
que sirven para su propia destruccién. La activacidén de estas endonucleasas endégenas
puede ser el mecanismo de atresia.

Se ha sugerido que la atresia es un fenédmeno mediado por complemento y se ha
propuesto que un estimulo hormonal inapropiado puede conducir a cambios en la
permeabilidad de la membrana basal que podria dar acceso al foliculo a proteinas séricas
que podrian conducir a una activacién intrafolicular del sistema de complemento,
destruyendo la integridad de la membrana plasmatica de las células de la granulosa (155).
El complemento también se puede activar por el activador de plasmindégeno o plasmina
presente en los grandes foliculos (156) . Hay evidencias preliminares de que hay activador
de complemento en el liquido folicular de los foliculos antrales de rata (62)

Luteinizacién

El cuerpo Iiuteo es una glandula que se desarrolla rapidamente del foliculo ovulado y lleva
a cabo una funcién vital en el proceso de reproduccidén a través de la secrecién de
progesterona, necesaria para la implantacion del blastocisto. Después de la implantacién,
la continua secrecion de progesterona es esencial para mantener un Utero quiescente y un
medio intrauterino adecuado para el desarrollo. Si no ocurre la fertilizacién y la
implantacién, el cuerpo luteo involuciona con el consecuente descenso de la progesterona
que conduce a un incremento en la secrecién pulsatil de LH, a una maycr sintesis de
estrogenos y a una nueva fase folicular,

Si la implantacién ocurre, el embridn envia sefiales al cuerpo liteo ya sea directamente o

indirectamente para continuar secretando progesterona y evitar la regresién del cuerpo
lateo (157).
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Una propiedad intrinseca del cuerpo hiteo es la capacidad para sintetizar de rnovo
esteroides a partir de las células luteinizadas de la granulosa y de la teca (158). Las
células de la granulosa de un foliculo maduro miden cerca de 10 micrémetros de didmetro
y tienen un reticulo endoplasmico granular esparcido, poseen un complejo microsomal de
enzimas de tipo aromatasa que convierten los andrégenos a estrogenos. Cuando el
foliculo ha alcanzado la madurez las células de la granulosa ya han adquirido receptores a
LH por las acciones combinadas de FSH y LH y el aumento preovulatorio de LH
estimula a estas células a diferenciarse a células luteales lo cual involucra una hipertrofia
de las células de la granulosa que miden de 20-40 micrémetros, hay un aumento en la
relacién nucleo citoplasma, una marcada expansién del reticulo endoplasmico liso y la
aparicién de grandes cantidades de gotas de lipidos que contienen ésteres de colesterol
(159). La célula luteal en diferenciacion tiene una gran capacidad para sintetizar
progesterona y en especies como humano y rata el cuerpo liteo retiene su actividad de
aromatasa y produce estrogenos.

El cuerpo liteo tiene la capacidad intrinseca para sostener la sintesis de progesterona y de
recibir sefiales extrinsecas como son las hormonas luteotrdficas. Los primeros dias
después de la ovulacién el cuerpo luteo de muchas especies continia el curso de
desarrollo normal y secreta progesterona sin ayuda de hormonas luteotrdficas. Este
fenémeno se considera como una secrecidn auténoma de progesterona sobre las bases de
que el cuerpo liteo sobrevive y secreta progesterona en ausencia de las hormonas de la
hipéfisis (160). Aun cuando las células en etapas tempranas de luteinizacidén no parecen
requerir hormonas hipofisiarias, diferentes al estimulo inicial de LH, para la
esteroidogénesis se deben tomar en cuenta otros reguladores potenciales como son la
necesidad de lipoproteina derivada del colesterol para mantener en niveles altos la
esteroidogénesis (161). Se sabe que la somatomedina C y la insulina tienen acciones
troficas sobre las células de la granulosa y células luteales in virro, incluyendo la
estimulacién de la sintesis de progesterona y las respuestas aumentadas a otras hormonas
tréficas. Los estrogenos estimulan la sintesis de progesterona en células de la granulosa
bien diferenciadas y en células luteinizadas en cultivo y aumenta la respuesta a otras
hormonas. Las interacciones de estos factores no hipofisiarios sobre células luteinizadas
no estan bien entendidos pero sus acciones sobre las células de la granulosa las hacen
candidatos para la regulacién de la esteroidogénesis en células Iluteinizadas.
Alternativamente, las células luteinizadas estan llevando a cabo un programa limitado de
diferenciacion iniciado por LH y pueden no requerir factores extrinsecos para completar
este programa y para la esteroidogénesis por varios dias (157).

Posteriormente el cuerpo luteo requiere de hormonas hipofisiarias para su mantenimiento,
estas son la prolactina y la LH. La prolactina promueve la secrecidn de progesterona en
rata (160).

La LH tiene actividad esteroidogénica en el cuerpo liiteo y es considerada como Ia
hormona luteotrofica mas importante en la mayoria de las especies. El contraste entre
estas dos hormonas ilustra la complejidad y aparente diversidad que ha evolucionado en
las diferentes especies para regular el cuerpo Iiteo. La LH ejerce su efecto
esteroidogénico agudo a través de la activacion de adenilciclasa, el aumento de las

58



concentraciones de AMPc intracelular y la estimulacién del movimiento de colesterol
hacia las mitocondrias. Por otro lado el efecto esteroidogénico de la prolactina esta
mediado por mecanismos que parecen no involucrar un aumento en AMPc. En muchas
especies la LH tiene un efecto agudo en el tejido luteal que es demostrable en
incubaciones de corto tiempo. La prolactina no aumenta la esteroidogénesis en forma
aguda en la mayoria de las especies pero puede estimular la produccién de progesterona
en las células luteales de rata dispersas en presencia de lipoproteinas (160, 161). En rata
y conejo la LH tiene efectos esteroidogénicos agudos en el tejido luteal pero la accién
directa de LH sobre las células no es requerida para que el cuerpo liuteo funcione
normalmente después de la ovulacién. En la rata, la prolactina y los estrégenos son las
dos hormonas luteotrépicas esenciales (162).

1.a lista de hormonas luteotrépicas o efectores, por ejemplo aquellos capaces de producir
una respuesta aguda en la esteroidogénesis de células luteales o en el mantenimiento de la
produccién de progesterona, puede ser extendido més alld de la prolactina, LH y
estrogenos para incluir catecolaminas, prostaglandina E2, gonadotropina coridnica
humana y otras hormonas derivadas de los tejidos placentarios fetales y maternos. La
actividad in vitro de 1a hormona no implica necesariamente un papel fisioldgico obligado.
La LH es activa universalmente para estimular la sintesis de progesterona en el tejido
luteal o células in virro aun cuando en ratas y conejos la LH parece ser ayudada por
estrogenos, siendo estas dos especies la excepcién.

Las catecolaminas presentan un problema conceptual similar al de LH, los tejidos luteales
poseen receptores a catecolaminas del subtipo Bl o B2. La adenilciclasa sensible a
catecolaminas esta presente en el tejido luteal y las catecolaminas estimulan la produccién
de progesterona por células luteales in vitro pero, con excepcidn del gato, no se conoce
el papel de las catecolaminas en la regulacion del cuerpo liuteo en otras especies (157,
163).

Un aspecto muy importante involucrado en la luteinizacién es la vascularizacién, se sabe
que el flujo sanguineo (por gramo de tejido) hacia el cuerpo liteo es mayor que hacia
cualquier otra glandula u érgano siendo de aproximadamente el 90% del flujo sanguineo
ovarico durante la fase luteal media, el espacio vascular ocupa cerca del 20% del volumen
del cuerpo luteo y 60% de la superficie de las células luteales da directamente a un
capilar. Las proyecciones estructurales sobre la membrana celular luteal son desiguales a
los capilares endoteliales y la densa red de capilares provee una corta distancia de
difusién entre las membranas plasmiéticas de la célula luteal y la sangre. La rapida
adquisicion de un suplemento sanguineo y la alta velocidad de flujo sanguineo han llevado
al planteamiento de que las hormonas luteotrépicas son también las que promueven el
cambio en el flujo sanguineo. En conejos y ratas, donde los estrégenos son luteotréopicos,
éstos también son candidatos como reguladores del flujo sanguineo luteal, efecto que se
ha visto en otros tejidos que responden a estrégenos (157).

La aparente carencia de inervacion del cuerpo luteo y la carencia de cambios agudos en
el flujo sanguineo en respuesta a cambios en los estimulos luteotrépicos sugiere que la
vascularizacion del cuerpo liteo no es controlada por él mismo (164) ya que el flujo
sanguineo al cuerpo luteo fluctia de acuerdo a cambios en la presidén arterial promedio.
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Se sabe también que los vasos del cuerpo liteo conservan caracteristicas de vasos
inmaduros y al no tener la capacidad de alterar la resistencia se comportan en forma
pasiva y la regulacién del flujo sanguineo del cuerpo liteo es mediado por cambios en la
resistencia de arterias o arteriolas que estan fuera del cuerpo liteo.

El descenso del flujo sanguineo luteal es el primer evento que conduce a la regresidon
luteal. Otra teoria es que el descenso del flujo sanguineo es un evento secundario que
acompaifia o sigue a los cambios regresivos primarios en las células luteales. Utilizando
prostaglandina F2c que es un vasoconstrictor y un agente luteolitico en varias especies,
se ha visto que cambios en el flujo sanguineo Iuteal preceden a la disminuciéon de la
secreciéon y viceversa (157).

El tejido luteal es una fuente de prostaglandinas y por elio en algunas especies una accién
local o paracrina de las prostaglandinas puede estar involucrada en la regresion. Los
receptores de prostaglandina F2a est&n localizados sobre células luteales (160). La
accién primaria de prostaglandinas puede ser sobre células luteales y los cambios en el
flujo sanguineo luteal pueden sobrevenir en forma secundaria de alteraciones en la
actividad celular luteal. El flujo sanguineo del cuerpo liteo puede también ser cambiado
por la accién vasoconstrictora de la prostaglandina sobre arteriolas del estroma ovérico,
de las cuales se deriva la sangre luteal. El sistema de vasculatura luteal puede ser sujeto a
rapidas alteraciones en la estructura, quizd4 dando lugar a procesos de regresién. La
regresién luteal es acompaflada por pérdidas dramaticas en el namero de células
endoteliales luteales. Esta pérdida de células endoteliales semeja el proceso de apoptosis
debido a que algunas células endoteliales empiezan a protruir a la luz del capilar y forman
uniones adherentes a través de la luz de los capilares. Estas células endoteliales muestran
condensacidn nuclear y citoplasmica y fragmentacion con el rompimiento subsecuente de
la membrana plasmatica y los organelos. Algunas de estas células endoteliales en
degeneracidn son englobadas por células endoteliales viables. Es tentador especular que
la disminucién en el fluyjo sanguineo luteal durante la luteblisis esta relacionado
primariamente a esta regresiéon de capilares luteales mas que a vasoconstriccion (165).

Es importante la abundante evidencia que existe para diferentes poblaciones de células
esteroidogénicas luteales, cada una con poblaciones de receptores diferentes y con
diferentes respuestas. No solamente puede una poblacidn celular cambiar su respuesta a
una hormona dada, a medida que se diferencia y envejece, sino que una poblacién celular
puede potencialmente influenciar a otra (166). La evidencia del efecto luteolitico de
oxitocina aunado al conocimiento de que ésta es sintetizada en el cuerpo liteo conduce
a la idea de que el cuerpo luteo puede participar en su propia muerte via oxitocina. Otro
péptido, la relaxina, que es producido por el cuerpo liteo también causa lutedlisis por
vias desconocidas. El cuerpo luteo parece tener su propia regulacion en tiempo para
ciertos eventos, se ha sugerido que tiene mecanismos intrinsecos para su propia
regulacién. Debido a que es una glandula efimera, el cuerpo Ititeo, tiene requerimientos
especiales que la preparan para su propia destruccidn mientras esta llevando a cabo su
crucial papel en la secrecién de progesterona (157).
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Esteroidogénesis

Los esteroides foliculares son producidos a partir del colesterol derivado de una de tres

posibles fuentes:

a) el colesterol preformado tomado de la sangre primariamente en la forma de lipopro-
teinas circulantes

b) colesterol preformado almacenado dentro de la célula ovirica, ya sea como coleste-
rol libre, un constituyente de las membranas celulares o liberado de ésteres de coles-
terol almacenados dentro de las gotas de lipidos citoplasmaticos

c) colesterol sintetizado de novo en la célula ovarica de componentes de dos carbonos
derivados del metabolismo de carbohidratos, grasa o proteina dentro de la célula (103).

La cantidad en que se utilicen una u otra de las fuentes de colesterol para la
esteroidogénesis oviarica varia con las especies animales y el tipo celular involucrado. La
utilizacién de cada uno puede ser sujeta a regulacidn con la importancia cuantitativa de
una fuente u otra, que varian de acuerdo al estado fisiolégico (167). La mayoria de los
estudios sobre el papel del colesterol de diferentes fuentes como precursores
esteroidogénicos ovaricos, han utilizado tejidos extrafoliculares (cuerpo luteo, tejido
intersticial o células de la granulosa luteinizadas). En estos estudios el colesterol en
lipoproteinas circulantes parece ser la fuente mas importante del colesterol
esteroidogénico. Se ha acumulado evidencia que apoya un mecanismo de toma que
involucra la unidon de lipoproteinas extracelulares .y a su componente apoproteina a
receptores especificos localizados en la membrana celular, seguidos por la internalizacién
del complejo receptor-lipoproteina, la toma de estos complejos por lisosomas,
degradacion de lipoproteinas por esterasas lisosomales y liberacién del colesterol libre
que entonces es capaz de tener acceso a las enzimas esteroidogénicas. El colesterol de
lipoproteinas de baja densidad (ILDL) y lipoproteinas de alta densidad (HIDL) han sido
implicadas como receptores esteroidogénicos en estos tejidos (168).

Existen diferencias entre especies en cuanto a la relativa importancia de las dos clases de
lipoproteinas; HDL es de mayor importancia cuantitativa en roedores y LDL es la
principal forma circulante de colesterol esteroidogénico en otras especies incluyendo el
humano.

Las diferencias en la vascularizacién de varios componentes celulares del ovario
influencian el grado en que las lipoproteinas circulantes pueden servir como precursores
esteroidogénicos.

El cuerpo liteo al igual que la corteza adrenal, tienen un abundante suplemento
sanguineo y un endotelio capilar altamente permeable, permitiendo que grandes
moléculas de lipoproteinas tengan acceso a los receptores de lipoproteinas sobre las
células luteales in vivo. La teca interna recibe aporte sanguineo de un suplemento

61



vascular igualmente rico y puede por ello utilizar lipoproteinas de colesterol. Por otro
lado las capas granulosas del foliculo estan aisladas del contacto directo del aporte
sanguineo por una membrana basal relativamente impermeable que provee una barrera
para grandes moléculas como LDL. Después de que se ha iniciado la luteinizacion por el
aumento de LH in vivo, ocurre la penetracion de la red capilar a través de la membrana
basal, permitiendo el acceso de lipoproteinas a las células de la granulosa.

Las células ovaricas, particularmente aquellas en una posicién para tomar colesterol de
lipoproteinas circulantes, almacenan cantidades sustanciales de colesterol en gotas de
lipidos intracelulares, primariamente como ésteres de acidos grasos de cadena larga. Un
equilibrio entre el colesterol y ésteres acilgrasos en estos depositos intracelulares y
colesterol libre es mantenido por un balance de dos enzimas acilcoenzima A: colesterol
aciltransferasa (ACAT) comunmente llamada colesterol estersintetasa y colesterol
esterhidrolasa (colesterol esterasa) la primera favoreciendo el almacenamiento de exceso
de colesterol en una forma esterificada y la tltima catalizando la liberacion del colesterol
almacenado. Las actividades de estas dos enzimas al igual quc la 3-hidroxi-3-metilglutaril
coenzima A-reductasa (HMG CoA reductasa), una enzima limitante de la velocidad en la
biosintesis del colesterol, estan bajo control hormonal ademas de ser reguladas por los
niveles intracelulares del colesterol y el colesterol libre y las contribuciones relativas a la
esteroidogénesis del colesterol extracelular, del almacenado intracelularmente y del
sintetizado de rnovo, a partir de precursores moleculares mas pequefios, puede diferir
considerablemente bajo diferentes condiciones fisiologicas.

El primer paso en la conversidon de colesterol a esteroides y el paso que generalmente se
cree limitante de la velocidad de esteroidogénesis bajo la mayoria de condiciones, es la
segmentacién de la uniobn C20,22 dando por resultado un componente C21,
pregnenolona, y un fragmento de carbon 6, aldehidoisocapridnico. El sistema enzimético
que cataliza esta reaccidn estd localizado en el lado de la matriz de las membranas
mitocondriales internas. Es un complejo multienzimatico que comprende 3 componentes:
citocromo P-450scc que es una oxigenasa terminal (aceptor de electrones), un
flavinnucleédtido (FAD) que contiene flavoproteina y una proteina luteodoxina sulfurada
que contiene hem o adrenodoxina en células luteales o adrenales respectivamente y que
sirve para transportar un electrén entre otros dos componentes (177). La reaccién utiliza
nicotinamida adenina dinucleétido fosfato QNADPH) generada dentro de la mitocondria
por oxidacidn de los intermediarios del ciclo de Krebs o acidos grasos. Tres moles de
cada NADPH y de oxigeno son utilizados por mol de colesterol que sufre rompimiento
de la cadena lateral. Se ha propuesto que el sustrato de colesterol y los intermediarios
hidroxilados permanecen unidos a P-450scc hasta que el producto final, la pregnenolona
es formada y liberada (169).

Los productos esteroideos mas abundantes de las células de 1a teca maduras en todas las
especies son los compuestos C19 incluyendo los 4-ene-3B hidroxiesteroides y los
andrégenos 5 o reducidos que son producidos por el catabolismo del colesterol. Como la
teca interna esta altamente vascularizada a medida que el foliculo madura, es razonable

que, la internalizacion de la lipoproteina en la sangre sea la principal fuente de colesterol
para la esteroidogénesis de las células de la teca in vivo.
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La accién de LH via receptores especificos presentes en las células de la teca en todas las
etapas foliculares y la produccidn consecuente de AMPc provee el principal estimulo para
las actividades estroidogénicas.

En cultivo se ha demostrado que las células intersticiales de ratas hipofisectomizadas
constitutivamente expresan AS- 3p3- hidroxiesteroide deshidrogenasa y tienen receptores
funcionales a LH pero no son esteroidogénicamente activos hasta que son inducidos a
diferenciarse con LH o prostaglandina E2 (PGE2). Esto refleja que existen mecanismos
de control similares en el tejido tecal que también responde a LH o PGE2 con un
aumento en la secrecion de andrdégenos (103).

La accidén esteroidogénica de LH sobre las células de la teca aparentemente incrementa
las actividades 17 o-hidrolasa:C-17,20-liasa en ovarios o foliculos de rata. Estas
actividades enzimaticas estan limitadas en velocidad y parecen ser ¢l sitio en el cual LH
estimula la produccion de esteroides C19 por células de la teca a medida que los foliculos
progresan de las etapas antrales pequeiflas a foliculos preovulatorios tempranos en la rata
y donde la producciéon ovarica de androgenos es restringida sustancialmente, en los
foliculos preovulatorios tardios (103).

Aun cuando la progesterona no es limitante como un intermediario para la produccion de
androgenos tecales en pequefios foliculos antrales, la acumulacion de progesterona en
pequeiios foliculos antrales y preovulatorios de rata es estimulada irn vitro por hCG,
indicando ésto que la activacién del receptor a LH, también estimula el paso en la
conversion de colesterol a progesterona. Las células de la teca aisladas de pequefios
foliculos antrales y preovulatorios producen, cantidades mayores de progesterona cuando
son estimulados por AMPc, siendo ésta mayor en la teca de los foliculos preovulatorios.
Es evidente que la produccion de progesterona por células de la teca, también esta
hormonalmente regulada y varia con la etapa del desarrollo folicular. Este efecto de LH
es probablemente el resultado de una actividad incrementada del rompimiento de la
cadena lateral de C27 y es consistente con una mayor produccién de pregnenolona en
células intersticiales de rata en cultivo, estimuladas con LH. La inmunocitoquimica
ultraestructural ha visualizado a P-450scc en unas cuantas células de la teca, pero el
nimero de estas células que contienen esta enzima aumenta con el tratamiento con
PMSG. En las células intersticiales hay una fuerte reaccidn a esta enzima, sin cambio por
la estimulacion hormonal.

La androstendiona es el principal esteroide aromatizable C19 producido por las células de
la teca interna aisladas. Los niveles mas altos de androstendiona que de testosterona se
deben a una deficiencia en 17 P-hidroxiesteroide deshidrogenasa, un hecho que tiene
significado en la cooperacion esteroidogénica de las células de la teca y de la granulosa.
El segundo metabolito 5 a reducido mas abundante es 5 o androstane 3o 178 diol que se
forma por una reaccion reversible catalizada por una aparentemente débil actividad tecal
de 17p hidroxiesteroide deshidrogenasa. La actividad de la 5a reductasa que es la mas
alta antes de entrar a la pubertad disminuye grandemente en los ovarios de ratas adultas.
Las rutas alternas del catabolismo de la progesterona, ademas de la involucradas en la
produccidn de andrégenos también ocurren en las células de la teca.
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En las células intersticiales de la rata el principal metabolito C21 es 20a-
hidroxiprogesterona. La produccién de este metabolito se incrementa con el tratamiento
con LH.

Las células tecales también pueden aromatizar andrégenos y contribuir directamente a la
secrecién de estrogenos en varios grados dependiendo de la especie y de la etapa
folicular. La mayoria de los estudios indican que la actividad de aromatasa (conversion de
esteroides C19 a estrogenos) en las células de la teca no es significativamente mayor que
en las células de la granulosa (puerco y borrego) o es considerablemente menor que en las
células de la granulosa. Hay poca informacidn directa para distinguir las funciones
esteroidogénicas de las células intersticiales secundarias de las de la teca interna y en
general se asume que las vias de biosintesis son similares.

Mientras que las vias esteroidogénicas de las células de la teca ¢ intersticiales funcionan
primariamente en la produccién de novo de los andrégenos, las vias de las células de la
granulosa estan organizadas principalmente para el metabolismo de esteroides C19
(andrégenos) a estrogenos y para la sintesis de novo de progesterona y sus metabolitos
C21. La cooperacidon entre los comportamientos de la teca y de la granulosa parece ser
crucial para el control de las gonadotropinas de la secrecion hormonal esteroidea.

Las hormonas esteroideas secretadas por el ovario pertenecen a tres clases principales:
progestinas (progestagenos), andrégenos y estrogenos

Estrégenos

Fisiologicamente los estrdgenos, estrona y 17p estradiol son los mas importantes, sus
nombres son el reflejo de sus funciones en la induccién de la receptividad sexual (estro)
pero juegan papeles importantes en otros aspectos de la fisiologia reproductiva. La
estrona (3-hidroxi-estr-1,3,5 [10- trien-17-ona) fue el primer esteroide sexual aislado o
identificado. El 17-B estradiol (estra-1,3,5 [10- triene-3, 17 3-diol) es aproximadamente
10 veces mas potente que la estrona sobre una base molar, es el esteroide mas activo de
todos los producidos por el ovario. Varios derivados hidroxilados de este esteroide C18,
los cuales poseen un anillo aromatico A, han sido identificados recientemente en liquidos
foliculares y tejidos y se cree que son de origen folicular.

Se sabe que los estrdgenos tienen un efecto estimulatorio sobre el ovario. Los receptores
a estrégenos se han encontrado en células de la granulosa, fracciones nucleares y células
luteales.

Hay evidencias de que los estrogenos actuan dentro del ovario para inhibir la produccién
de andrégenos, los estrégenos probablemente originandose en las células de la granulosa
y los androgenos en las células de la teca ya que el tratamiento de ratas inmaduras con
estradiol suprimié la produccidon de testosterona y de 5o dihidrotestosterona y la
administracién concomitante de gonadotropinas no logrd superar este efecto inhibitorio
de los estrogenos lo cual indica que este efecto no es mediado por una circulacién
reducida de gonadotropina. De hecho hay una serie de experimentos que indican que los
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estrdgenos inhiben la sintesis ovarica de andrdogenos en un sitio distal a la produccién de
AMPc probablemente en un paso o pasos enzimiticos en la via esteroidogénica entre los
androégenos y sus precursores C21. De acuerdo con esta hipotesis los ovarios pretratados
con estrogenos de ratas inmaduras in vivo han demostrado inhibir la conversidn de
progesterona marcada a androgenos (testosterona, androstendiona y androsterona) in
vitro. En cultivo de células intersticiales de rata se demostré que el estradiol causa
directamente una rapida inhibicion de las actividades de 17« hidrolasa y C17,20 liasa
(181). Hay evidencias que indican que los estrogenos son capaces de regular el
metabolismo de andrégenos por una accion directa sobre la So reductasa. Se ha
demostrado un efecto inhibitorio de estradiol sobre la actividad de So reductasa en
preparaciones microsomales de ovarios de ratas inmaduras y dado que la concentracion
minima efectiva de estradiol requerida para inhibir la actividad de la enzima estaba en el
rango medible en el liquido folicular se concluyé que el estradiol puede ser
fisiolégicamente significativo en la regulacién del metabolismo de androgenos.

La administracion de LH a ratas inmaduras demostré que afectaba el metabolismo de la
progesterona ovéarica de forma idéntica que los estrégenos. Una serie de experimentos
sugieren que la accidén inhibitoria de LH sobre la sintesis de androgenos puede estar
mediada por la accién de otro esteroide ovarico y que este es el estrégeno. Después del
aumento ovulatorio de LH, los niveles de androgenos en el tejido ovarico, en la sangre
venosa del ovario y en el suero aumentan inicialmente y después de varias horas
descienden precipitadamente (103).

Este aparente efecto inhibitorio de LH sobre la produccién de andrégenos aumenta la
posibilidad de que esta inhibicién represente un papel fisioldgico de los estrégenos en el
control intrafolicular de la biosintesis de androgenos. Puede ser que el aumento de LH
inicialmente estimula a las células de la teca para producir andrégenos que son
aromatizados a estrogenos por las células de la granulosa. Los estrOgenos entonces
inhiben el sistema enzimatico 17 hidroxilasa:C-17,20-liasa, limitando con ello la futura
sintesis de andrégenos y su uso subsecuente como sustrato para la aromatizacién. La
capacidad de dosis bajas de estradiol para aumentar la produccién de progesterona por
células de la teca aisladas de bovino puede ser un reflejo de la acumulacién de
precursores después de la accidn inhibitoria de estrégenos. Esta accién puede contribuir a
una transicién del foliculo de una estructura primariamente secretora de estrégenos a una
secretora de progesterona iniciado por el aumento de LH.

Otra accién regulatoria intrafolicular de los estrégenos ha sido el establecimiento
temprano de su capacidad de aumentar la produccion de estrégenos a través de una
accion directa sobre las células de la granulosa. Los estrogenos son reguladores
fisiologicos de la actividad de aromatasa de las células de la granulosa, la minima dosis
efectiva de estradiol requerida para una respuesta esta dentro del rango de estradiol en el
fluido de foliculos preovulatorios. Los estrégenos pueden funcionar en el ovario o en
foliculos individuales como amplificadores del producto final para aumentar la aromatasa
inducida por FSH (171).

Los estrogenos inhiben la sintesis de progesterona actuando un paso antes en la cascada
estimulatoria, posiblemente antes de la generacion de AMPc. La accién de los estrogenos
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parece limitar Ja conversién de pregnenolona a progesterona, dando por resultado una
acumulacién de pregnenolona en cultivo. La produccién incrementada de pregnenolona
en presencia de estrogenos también fue el resultado de una actividad aumentada del
rompimiento de la cadena lateral de colesterol y el contenido mitocondrial de P-450

(103).

Androgenos

Un numero de esteroides C 19 no aromatizables, producidos por saturacion del anillo A
del nticleo esteroideo han sido identificados como andrégenos ovaricos de considerable
importancia. Los andrégenos ovéricos 5a reducidos, como el 5a dihidrotestosterona, S
androsten-3,17-diona, androsterona y epiandrosterona, y 5o androsten-3c, 178 diol y sus
3B epimeros.

Con el establecimiento del papel obligatorio de los andrégenos como substratos para la
biosintesis de andrégenos se olvidaron otras posibles funciones. En estudios posteriores
se han encontrado sitios de unién especificos en las células de la granulosa. En los
foliculos sanos hay una relacién inversa entre las concentraciones intrafoliculares de
andrégenos y estrogenos. Altas concentraciones de andrégenos y estrogenos han sido
asociadas con foliculos no ovulares y atrésicos (172). Pero es dificil determinar si la
predominancia de los andrégenos sobre los estréogenos es la causa de la atresia o
solamente el resultado del proceso. Recientemente se ha encontrado un efecto positivo de
los andrégenos sobre el crecimiento folicular. Se ha observado que los antiandrégenos
aceleran la atresia en foliculos preovultorios de rata. En un intento por reconciliar las
aparentes discrepancias entre los efectos de androgenos dentro de los foliculos de los
ovarios es importante notar que la accidon antagonista de los andrégenos sobre los
eventos foliculares como ha sido implicado en la atresia, se cree afecta solo a aquellos
foliculos en las etapas preantrales y antrales tempranas.

El efecto facilitador de los andrégenos puede estar reservado para aquellos grandes
foliculos que ya han entrado a las fases finales del desarrollo.

En cultivo los andrégenos han demostrado estimular la biosintesis de progesterona en
foliculos intactos de ovarios de ovejas y vacas y por célula de la granulosa aisladas de
puerco, rata y ratéon (103). La administracién de andrégenos a ratas inmaduras
incrementa la acumulacién de progesterona por células oviricas aislada in vitro. Como
tanto los andrégenos aromatizables como los no aromatizables fueron efectivos la
respuesta parece ser androgénica mas que dependiente de la aromatizacion de andréogenos
a estrégenos. ’

Los andrégenos ademés de tener sus propios efectos estimulatorios aumentan la sintesis
de progestinas estimuladas por FSH (184). La potencia de varios andrégenos parece estar
correlacionada con la cantidad en que son convertidos a testosterona o DHT.
Dependiendo del modelo animal utilizado los andrégenos han demostrado actuar en sitios

pre y post AMPc.
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La produccién incrementada de esteroides C 21 en presencia de andrégenos no es un
reflejo del catabolismo reducido por 5a reductasa aun cuando los andrégenos han sido
reportados como reguladores del catabolismo de progesterona a través de la inhibicién de
20c hidroxiesteroide deshidrogenasa (174). Los andrégenos solos o en combinaciéon con
FSH no tienen efecto sobre los niveles de colesterol libre o esterificado en células de la
granulosa de rata en cultivo. En estas células los andrégenos y FSH actaan
sinergisticamente para aumentar la utilizacién de lipoproteinas, FSH y testosterona
independientemente aumentan la conversion de colesterol a pregnenolona indicando una
accién estimuladora sobre la scc de colesterol. El transporte de colesterol a la
mitocondria no se afecta por FSH o andrégenos (175).

Los efectos de los andrégenos sobre 38 hidroxiesteroide deshidrogenasa son
inequivocos. Algunos datos sugieren que los androgenos actttan sinergisticamente con
FSH para aumentar la conversién de pregnenolona a progesterona mientras que otros
datos sugieren que los andrégenos no son efectivos .

Hay muy pocos trabajos realizados para conocer los efectos intraovaricos de los
andrégenos en la esteroidogénesis tecal.

FSH tiene un papel regulador en la secrecion ovarica de estrégenos a través de la
induccidén de actividad de aromatasa en las células de la granulosa de rata. En cultivo se
ha demostrado que ademds de actuar como sustratos para aromatasa estimulada por FSH
los andrégenos también aumentan la induccién por FSH de la actividad de la enzima. Los
andrégenos aromatizables y los no aromatizables (5 o dihidrotes-tosterona y
androsterona) fueron efectivos aun cuando los no aromatizables fueron solo 50%
potentes en comparacidon con los aromatizables. Queda claro que la accién de los
andrégenos no es dependiente de su conversién a estrégenos. Hay evidencia que sugiere
que en el modelo de rata los androgenos influencian la actividad de aromatasa de las
células de la granulosa en un sitio antes de la produccién de AMPc. Aan cuando la
testosterona aumenta la actividad de aromatasa inducida por FSH no tiene efecto sobre la
sintesis de estrégenos inducida por AMPc. Los andrégenos aumentan la respuesta de
células de la granulosa en cultivo a AMPc al igual que estimula la unién [125 FSH. (176).
La aromatizacién de testosterona a estradiol por células de la granulosa aisladas de los
grandes foliculos en los ovarios de ratas en diestro II y proestro es inhibida
competitivamente por andrégenos So reducidos. Ademas de las alteraciones de la
actividad de aromatasa la biosintesis folicular de estrégenos puede estar influenciada por
la cantidad de sustrato C 19 disponible y la variacién en la relacién de andrégenos
aromatizables a no aromatizables como un resultado de cambios en la actividad Sa
reducida. En ovarios de rata y humanos los andrégenos aromatizables se convierten
activamente a andrégenos Sa reducidos. Altas concentraciones de estréogenos en el
liquido folicular han sido asociadas con foliculos antrales sanos y bajos en niveles de
estrégenos con foliculos en degeneracidn, las alteraciones en la capacidad de las células
de la granulosa para convertir androgenos a estrogenos puede ser un mecanismo
fisioldgico para regular las concentraciones de hormonas esteroides intrafoliculares y el

desarrollo de los foliculos individuales.
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Se ha observado un descenso en la actividad de aromatasa después del tratamiento con
LH. La actividad incrementada de 5« reductasa podria contribuir a una disminucién en la
secrecidn de estradiol que ocurre dramaticamente después del aumento de LH en dos
formas:

a) disminuyendo los niveles intrafoliculares de androgenos aromatizables a través
de una actividad incrementada de So reductasa

b) por niveles intrafoliculares aumentados de androgenos 5 o reducidos que
sirven como inhibidores competitivos del sistema enzimético de aromatasa

Progestinas

Pregnenolona, (3B-OH-pregn-5 en-20-ona) es la progestina mas importante producida
por el foliculo debido a su posicidén clave como precursor de todas las hormonas
esteroides. Su producto mas abundante C 21 es la progesterona (pregn-4-ene-3,20-
diona), producida como un intermediario biosintético por los foliculos en todas las etapas
del crecimiento, como un producto secretorio final en los periodos peri y postovulatorios.
Otro esteroide C 21 de origen folicular incluye la 17a-OH-progesterona (el precursor
intermedio de los andrégenos aromatizables), 20a-dihidroprogesterona (20ce-hidroxi-
pregn-4-ene-3-ona) y sus epimeros 208 y 17a, 20y 17x-20B-pregnanedioles. En
adicion los metabolitos reducidos del anillo A, de cada uno de los compuestos pregn-4-
ene, se ha demostrado que son producidos en tejidos ovaricos de varias especies
(particularmente roedores) bajo ciertas condiciones fisiologicas.

No se sabe si las progestinas tienen un papel directo en la regulacién intraovarica de la
funcion ovarica. Algunos investigadores han encontrado que la administracion exogena a
ratas hipofisectomizadas tratadas con estréogenos de ratas inmaduras no tienen efecto
sobre la morfologia ovarica mientras que otros presentan evidencia de que la
progesterona tiene un efecto inhibidor sobre el desarrollo folicular cuando se les da a
ratas intactas. El efecto de la progesterona en estos experimentos puede ser mediado
indirectamente por depresion de la secrecidn de gonadotropinas mas que por una
inhibicidn directa a nivel folicular, se ha sugerido que el retardo del crecimiento folicular
por progesterona ocurre solo cuando las concentraciones plasmaticas de FSH y LH estan
significativamente reducidas (103).

En ratas prepuberes, los implantes de progesterona disminuyen las concentraciones
séricas de LH y reducen la acumulacién de estradiol en foliculos aislados pero
sorprendentemente facilitan los efectos estimulatorios de un tratarmiento con dosis bajas
de hCG sobre el crecimiento de pequefios foliculos antrales y sobre la sintesis de
estrogenos. Se ha sugerido que la progesterona puede facilitar la accidn de LH bajo
condiciones fisioldgicas cuando la LH basal estd baja. Aun en presencia de elevada
progesterona sérica, la maduracién preovulatoria al final de la gestacidon es apoyada por

los aumentos pequefios y sostenidos de LH lo cual sugiere que la progesterona puede no
tener un efecto directo sobre la maduracién celular dei foliculo.
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En apoyo a la accion directa de la progesterona sobre la regulacién owvarica, se han
identificado receptores especificos a progesterona en el ovario de rata y
subsecuentemente en células de la granulosa de rata.

La progesterona también aumenta la capacidad de las células de la granulosa de rata en
cultivo para responder a FSH en la produccién de AMPc. La posibilidad de que la accion
de progestina sea mediada por una unién no especifica a receptores de andrégenos ha
sido considerada pero se demostrdé que no era asi (177).

La secrecién aumentada por FSH de estrogenos fue reducida después del tratamiento con
progesterona, 20 o dihidroprogesterona.

En células de la granulosa aisladas la maifiana del proestro de foliculos de ratas inmaduras
tratadas con PMSG, la progesterona tenia un efecto supresor ligero sobre la sintesis de
estradiol. Pero una vez que la actividad de aromatizacidén habia sido inducida la sintesis
de estradiol era menos sensible a la inhibicién por progesterona.

Se ha demostrado un efecto inhibitorio de la progesterona sobre la secrecidn de
estrégenos in vivo, actuando la progesterona a nivel del sistema enzimatico de aromatasa

(103).

Desarrollo folicular durante el ciclo estral de Ia rata

Se ha propuesto que el aumento secundario de FSH en estro inicia el reclutamiento de los
foliculos en crecimiento y éstos seran ovulados en el siguiente estro (4 a 5 dias después).
Otros factores que preceden al aumento secundario de FSH del ciclo inmediato estan
aparentemente también involucrados en la regulacién del desarrollo del foliculo. Los
estudios de cinética han demostrado que los grandes foliculos preovulatorios que son
ovulados en respuesta al aumento de LH entran al “pool” de crecimiento 20 dias antes.
Estos foliculos pueden haber sido reclutados por un aumento de gonadotropinas y fueron
expuestos a 3 0 4 aumentos consecutivos de gonadotropinas hasta la ovulacion.

Parece ser que los foliculos primordiales entran al “pool” de crecimiento a una velocidad
constante sin que afecte el dia del ciclo estral (94). Los foliculos que entran al “pool” el
dia 1 (estro) cuando los niveles de FSH estan elevados pueden ser estimulados por
gonadotropinas a moverse a etapas mas avanzadas en el desarrollo.

Durante los 20 a 30 dias de crecimiento los foliculos estan expuestos a 4 o 5 aumentos
consecutivos de LH/FSH en intervalos recurrentes y estos aumentos afectan pequefios
foliculos en desarrollo. El aumento de LH puede sincronizar el inicio de la sintesis de
androstendiona y estradiol durante el desarrollo folicular. L.a LH parece inhibir la accidn
de FSH sobre la esteroidogénesis inmediatamente después del aumento pero actiia
sinergisticamente con FSH en etapas tardias del desarrollo. La FSH actua sobre los
foliculos sincronizados esteroidogénicamente después de su reclutamiento en la poblacién

en crecimiento (18).
Para la mayoria de las especies el potencial esteroidogénico de los pequefios foliculos

preantrales es un enigma.
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Los pequeiios foliculos en crecimiento son influenciados por cambios en las
gonadotropinas. Los pequeilos foliculos preantrales con 1 a 5 capas de células de la
granulosa carecen de cubierta tecal. En la mafiana del proestro hay sintesis de DINA, una
segunda sintesis es evidente la maiiana del estro que no solo involucra a los pequefios
foliculos preantrales sino que incluye todas las etapas sanas mas grandes. La capacidad de
FSH para aumentar la sintesis de DNA de pequefios foliculos preantrales esta asociada
con un aumento en la actividad de AMPc esto ocurre probablemente también en la rata.
Se ha sugerido que en el tercer ciclo antes del ovulatorio, el aumento preovulatorio de
FSH determina a los foliculos seleccionados para los tres siguientes ciclos (178).

Estro

El aumento de FSH en la rata dura 24 horas (tarde del proestro hasta antes de la noche
del estro). La razén del aumento de los niveles de FSH en el estro es el descenso en el
proestro tardio de los niveles en la sangre venosa de la actividad semejante a la inhibina
coincidente con un descenso en el liquido folicular de los niveles de inhibina y un deceso
de la secrecién de inhibina por las células de la granulosa en cultivo. Existe también una
correlacién negativa entre el descenso en el nimero de foliculos antrales (debido a la
ovulacidén) y el aumento en los niveles de FSH. Las células de la granulosa de foliculos
primarios y las de células de la teca de foliculos terciarios expresan RNAm de inhibina o,
mientras que el RNAm de inhibina B es expresado solo por las células de la granulosa de
foliculos terciarios. El aumento periovulatorio de gonadotropinas disminuye la expresiéon
génica de la inhibina B y aumenta la inhibina o en las células de la granulosa (179).

Existe una fuerte relacion inversa entre los niveles séricos periféricos de FSH y niveles de
inhibina en el plasma venoso de la rata. En proestro, en asociacién con el aumento de LH,
los niveles venosos de inhibina disminuyen indicando que la luteinizacién temprana altera
la capacidad de las cé€lula de la granulosa de foliculos maduros para producir inhibina. La
hipofisis es liberada de su regulacién por retroalimentacion, por un descenso en los
niveles de inhibina y en seguido en forma inmediata por el aumento secundario de FSH.
Un factor estructuralmente relacionado con la inhibina es la sustancia inhibidora
miilleriana. En la rata prepuberal el RNAm de la sustancia inhibidora miilleriana es
expresado en los foliculos preantrales, antrales pequefios, especialmente en las células de
la granulosa adyacentes al ovocito pero no en foliculos primordiales y los grandes
preovulatorios. En la rata las principales células blanco de FSH en estro son los grandes
foliculos antrales de 350-550 micrometros de diametro (180). Estos foliculos poseen
receptores a LH y FSH, los de FSH estan en las células de la granulosa y los de LH estan
en la teca de los grandes foliculos preantrales y sobre las células de la granulosa de
foliculos antrales.

El mensaje del receptor de FSH es expresado solo en las células de la granulosa de
foliculos preantrales y antrales de rata mientras que el gene receptor de LH es expresado
solo en la teca y en las células intersticiales (181). Una disminucién de los receptores
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funcionales se puede deber a una combinacién de internalizacién, degradacién c
inhibicién de la expresion del gene receptor .

Evidentemente la FSH induce la esteroidogénesis de las células de la granulosa y aumenta
el naimero de receptores a LH asociados con el desarrollo folicular preovulatorio. En la
rata inmadura (intacta o hipofisectomizada) los efectos ovaricos locales de estrogenos
exégenos aumentan la capacidad de respuesta del ovario a FSH. Se han caracterizado dos
tipos de receptores a estrégenos en las células de la granulosa de la rata: un tipo esta
presente solo en el citosol y no parece estar involucrado en la respuesta gendmica; el
otro tiene el Ka y especificidad esteroidal tipica de los sistemas que unen estrégenos. La
liberacién de FSH en el estro después (o coincidentemente con) el descenso en la
secrecion de inhibina estimula el desarrollo folicular. Hay muchas acciones de FSH que
aseguran el apropiado desarrollo del foliculo en la etapa preovulatoria. La secreciéon de
estradiol estimulada por FSH en las células de la granulosa de rata tienen un periodo lag
de cerca de un dia in vitro coincidiendo con el inicio de la secrecién de estradiol en
diestro I o II (dia 2 o 3). Se sabe que se requiere de FSH y LH para mantener la secrecién
de estradiol en los foliculos en crecimiento. AGn cuando la FSH es capaz de estimular
estradiol y aromatasa, estudios iz vitro en células de la granulosa de ratas tratadas con
FSH han demostrado que LH también mantiene la produccién de estrégenos (18).

Auln cuando FSH y LH son las gonadotropinas primarias para el desarrollo folicular hay
actualmente gran cantidad de informacién para los papeles modulatorios criticos de
multiples factores intraovaricos especialmente los factores de crecimiento. Entre los
factores de crecimiento, el factor de crecimiento epidermal (EGF), el factor de
crecimiento transformante (TGF-cx) , factores de crecimiento semejantes a insulina I y II
y el factor de crecimiento basico de fibroblastos (bFGF) son los que han recibido mas
atencion. En rata por inmunoquimica se demostré que el TGF-a estd presente solo en las
células de la teca /intersticiales y es ahi donde se detecta su RNAm. Se ha demostrado
que el tratamiento de ratas inmaduras con FSH aumenta el nivel del mensaje de TGF-at
sin cambiar la proteina. No se sabe como puede FSH influenciar las células teca
/intersticiales que carecen de receptores a FSH. Se ha identificado una sustancia
semejante a EGF en las células teca/intersticiales que después se indentific6 como TGF-o.

(182).

EGF estimula la proliferacion de células de la granulosa in vitro (183). Se ha demostrado
que la sintesis de FSH y la de DNA inducido por AMPc es bloqueada por anticuerpos
EGF especificos lo que sugiere que AMPc no participa en la cascada de eventos que
conducen a la sintesis de DNA. AMPc también estimula /7 vitro la proliferacion de las
células de la granulosa y el crecimiento del ovocito en los ovarios primarios de ratén en
cultivo en geles de coldgena. EGF inhibe la actividad de aromatasa en las células de la
granulosa de rata (184). Los sitios de unién de EGF en el ovario de rata estan localizados
en las cé€lulas de la teca y de la granulosa de foliculos secundarios y terciarios (185).

La proteina IGF I ha sido localizada en el ovocito, células de la granulosa y células
teca/intersticiales de los foliculos de rata en desarrollo. Los genes IGF-I e IGF-II se
expresan en las células de la teca y granulosa. La hipofisectomia de la rata causa una
marcada disminucién de la inmunoreactividad de IGF-I folicular lo cual sugiere una
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posible actividad de regulacién de la actividad de IGF-1 por las gonadotropinas. El
RNAm de IGF-1 es detectado en las células de la granulosa de foliculos preantrales y
antrales pero no en células atrésicas o luteales, lo que sugiere que la expresion de IGF-I
se apaga cuando las células de la granulosa se diferencian terminalmente en células
luteinicas. En foliculos preovulatorios el mensaje de IGF-I se localiza solo en las células
de la granulosa antrales y murales (186) . IGF-I no tiene un efecto claro en la
proliferacidn de células de la granulosa. IGF-I estimula selectivamente la expresion génica
de P-450sce en las células teca/intersticiales y potencia los efectos LH sobre la biosintesis
teca/intesticial. También potencia la biosintesis de progesterona en células de la granulosa
en cultivo. Toda esta evidencia sugiere que 1GF-1 tiene un papel crucial en modular los
efectos de las gonadotropinas en las células foliculares. No se conoce el papel de IGF-11
pero se ha reportado su expresidn génica en las células de la teca de rata (187).

Las proteinas que unen IGF-I unen y modulan la accién de IGF-1. IGFBP inhibe la toma
de timidina tritiada y producciéon de progesterona y estradiol por células de la granulosa
en cultivo. Se le ha adjudicado un papel antigonadotropico a IGFBP-3 en la rata. El
RNAm de esta proteina se ha demostrado solamente en las células teca/intersticiales. La
hormona de crecimiento aumenta la expresion del mensaje de IGFBP-3. Aan cuando
estos resultados sugieren que una atenuacién en la produccién de IGFBP-3 es uno de los
mecanismos por los que FSH o estrogenos estimulan las funciones del ovario los estudios
estan incompletos sin probar LH, cuyo blanco primario son las células teca /intesticiales,
debido a la presencia de receptores a LH. En humanos y cerdo IGFBP-3 esta localizada
en las células de la granulosa. El factor de crecimiento basico de fibroblastos (bFGF)
atenia significativamente los receptores a LH inducidos por FSH y la actividad de
aromatasa en las células de la granulosa de rata (188). Esta proteina ha sido detectada en
las células de la teca de la rata. En cultivo de células teca/intersticiales de rata bFGF
atenian la produccion de androstendiona inducida por hCG también es un potente
inhibidor de la actividad P-450 17 o en las células de la teca de la rata. Atenha el efecto
inducido por FSH en la subunidad reguladora (RII) de la proteinquinasa AMPc
dependiente via un mecanismo dependiente de proteinquinasa C en células de la granulosa
de ratas inmaduras tratadas con dietiletilbestrol y con ello evita la citodiferenciacion
inducida por FSH. Recientemente se ha propuesto un papel de bFGF en la maduraciéon
del ovocito como estimulador de la produccién de AMPc en células de la granulosa de
rata e induce la expresion del mensaje activador de plasmindgeno tisular en el ovario de
rata (189), también induce 10-80% de rompimiento de la vesicula germinal en un rango
de 0.6 a 333 nmol en ovocitos dentro de foliculos e induce la formacién de
prostaglandinas en los mismos foliculos. Por lo tanto bFGF mimetiza ciertas funciones
importantes de LH.

Para el desarrollo folicular normal la proliferacién celular se debe compensar en algin
punto con la diferenciacién celular. Debido a la rapida multiplicacién de las células de la
granulosa es logico asumir que ciertos factores en el ovario deben contraactuar en la
proliferacion de los mitdgenos ya mencionados y armonizar el desarrollo folicular. Uno
de esos factores es el factor de crecimiento transformante B (TGF-B) que es una proteina
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de 25 kDa. multifuncional y heterodimérica, que existe en tres isoformas en mamiferos, se
localiza en las células de la teca de raton y de rata (190).

FSH regula selectivamente la actividad de TGF-f3 II en las células de la granulosa
mientras que LH influencia a TGF-B 1. En presencia de FSH, TGF-f3, estimula la
proliferacién de las células de la granulosa de rata inmadura en cultivo. Se ha sugerido
que la accién de FSH sobre las células de la granulosa de rata es mediada por TGF-B. La
forma de accién es que alarga la fase G1 del ciclo mas que mover a las células hacia la
fase S. Fases G1 mas largas permiten que méas células entren a esta fase desde la Go

(191).
Ademas de la sintesis de DNA, TGF-f3 también aumenta la diferenciacién de las células
de la granulosa, estimula la actividad de aromatasa inducida por FSH, induce a los
receptores de LH y EGF a la producciéon de progesterona en las células de la granulosa
de rata (191). TGF- I inhibe la biosintesis de andrégenos quizas bloqueando la actividad
de P-450 17 o (201). TGF-B aumenta la actividad de aromatasa y la acumulacién de
AMPc en células de la granulosa de rata inmadura tratada con dietiletilbestrol en cultivo.
Esto sugiere que TGF-3 en unién con otros factores de crecimiento proliferativo regulan
el proceso de desarrollo del foliculo. Las actividades positivas o negativas de los factores
de crecimiento dependen en mucho de las gonadotropinas.

Los ovarios de mamifero contienen numerosos macréfagos dentro del intersticio que
sintetizan multitud de citoquinas como interleucinas IL y factor de necrosis tumoral alfa
(TNNF-ot) y también factores de crecimiento no citoquinas como bFGF, TGF-a y TGF-B.
En cultivo de células de la granulosa de rata tratadas con dietiletilbestrol, y IL-I pero no
IL-2 inhibe significativamente 3 °, 5°- AMPc inducido por FSH y una reduccitn asociada
de progesterona e induccién al receptor a LH; IL-1 solo no tienen efecto significativo en
la diferenciacidn celular de la granulosa. IL-1f3 es mas potente que IL 1- o en suprimir la
accion de FSH en células de la granulosa en cultivo. IL-1 regula de una forma dosis
dependiente la produccion de andrdgenos inducida por hCG en células de la granulosa de
rata in vitro. IL-6 estimula Ja acumulacidn de progesterona por células de la granulosa de
rata tratadas con dietiletilbestrol in vitro. Los macrofagos ademas de estar en el estroma
también estan en la célula de la granulosa pero en menor nimero (192)

TNF-a inhibe la actividad de aromatasa inducida por FSH en células de la granulosa en
cultivo lo cual no se debe a la interferencia de la unién con FSH actividad del receptor o

generacién de AMPc.
Es claro que la proliferacion de las células de la granulosa y de la teca y los eventos

subyacentes de la foliculogénesis son regulados en forma critica por una variedad de
seflales intraoviaricas. Algunos de estos factores estidn regulados directamente por
mientras que otros son modulados por factores de crecimiento

gonadotropinas,
intraovaricos o por mecanismos autoregulatorios.
Un factor principal en el desarrollo folicular es la proliferacion de las células de la

granulosa. Aun cuando hormonas como FSH y 17 estradiol y factores de crecimiento
como EGF, y TGF-a inducen la proliferacion de las células de Ja granulosa, eventos
intracelulares estin intimamente asociados con la progresién de las células de la granulosa
en la fase de sintesis del ciclo y la mitosis. La rdpida induccién de protoncogenes c-fos, c-
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myc y miembros de la familia jun es la marca de todas las células en proliferacién (18,
193).

Diestro

Durante el diestro temprano los niveles séricos de progesterona son elevados en rata y
hamster coincidiendo con la secrecion luteal de progesterona (194). Los foliculos que
contintian creciendo durante el diestro de la rata y los niveles de LH empiezan a
aumentar. Los estréogenos del liquido folicular son los primeros que se incrementan en el
diestro. En células de la granulosa de foliculos de rata pequeiios y medianos, la FSHy la
LH estimulan la formacién de AMPc por células de la granulosa de foliculos
preovulatorios. La LH elevada es probablemente la causa del aumento del desarrollo
folicular en la rata. En diestro I los niveles circulantes de LH son mas altos comparados
con otros dias del ciclo, excepto en la tarde del proestro, los niveles de LH son pulsatiles.
Aunque no se sabe por que la LH aumenta en diestro I, se ha hipotetizado que los bajos
niveles séricos de progesterona y estradiol son la causa (195). En la rata adulta el
descenso de progesterona asociada con la regresién luteal es acompaifiada por el descenso
de los niveles de LH ain cuando el desarrollo folicular y la secrecidén de estradiol
aumente. Los receptores foliculares a LH (hCG) aumentan durante la fase antral
temprana y por ello la sensibilidad del foliculo a LH puede aumentar dramaticamente.

Se ha postulado que en las ratas ciclando, los foliculos mas grandes el dia 1 (estro) se
pueden convertir en atrésicos al dia siguiente y los foliculos destinados a ovular 4 dias
después son derivados de un grupo mas pequefio de foliculos presentes en el dia 1. Esta
hipé6tesis esta basada en la observacion de que el nimero de células de la granulosa de los
foliculos sanos mas grandes en el dia 2 tiene 1200 células en lugar de las 1700 esperadas.
La velocidad de proliferacion de las células de la granulosa determinada el dia 1 indica
que los foliculos con 1200 células el dia 2 serian derivados de foliculos con 750 células.
Por ello los foliculos sanos mas grandes del dia 1 no necesariamente dan origen a los
foliculos que ovulan 3 a 4 dias después.

En los dias 3 y 4 del ciclo, los foliculos contintan su crecimiento bajo la influencia de LH.
El ligero aumento de LH es requerido para continuar la maduracién folicular, produccién
de estradiol y aumento de union de LH al foliculo. Se ha sugerido que el descenso en la
produccién luteal de progesterona regula el tiempo de inicio de la siguiente ovulacién.

El cambio después de la lutedlisis se ha llamado desviacién lateo folicular debido a la
muerte del cuerpo liteo y al aumento de la dominancia folicular. En el cuarto dia del
ciclo, la progesterona, testosterona y estrégenos foliculares se incrementan
significativamente en el diestro cuando la progesterona sérica disminuye. Se ha propuesto
que durante la fase luteal, la progesterona puede ser inhibitoria por una accion directa e
indirecta sobre el foliculo ya que la secrecién de estradiol es deteriorada. En animales
intactos no hay evidencia que apoye la accién inhibitoria directa de la progesterona en el
ovario; de hecho, la progesterona estimula la capacidad de respuesta a hCG en la rata
inmadura. Un efecto inhibitorio a largo plazo de la progesterona sobre la produccién de
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estradiol por foliculos de rata en el proestro ha sido demostrada, pero las cantidades de
progesterona requeridas son probablemente farmacologicas (196).

El mecanismo por el cual la prolactina inhibe la produccion folicular de estradiol puede
involucrar se accién sobre la aromatasa o el sistema enzimatico P-450 17c«. Como los
receptores a prolactina estan presentes en las células de la granulosa de foliculos de Graaf

y sobre células tecafintersticiales ambos sitios pueden ser blancos de la supresion de
secrecion de estradiol inducida por prolactina.

La prolactina inhibe la sintesis de estradiol in

vitro pero no de progesterona. La
prolactina puede tener un efecto inhibitorio sobre la aromatasa de las células de la
granulosa (18).

Los foliculos de rata son relativamente impenetrables a la atresia durante la mayor parte
de su desarrollo sin embargo cuando alcanzan la penaltima etapa de desarrollo (8* y 9*
generacidn) mueren a menos que sean expuestas a niveles de FSH por arriba de los
niveles basales. L.a mayoria de los foliculos sufren atresia en esta etapa antral temprana.
En ausencia de fluctuaciones ciclicas de FSH (lactancia o inmadurez) los foliculos
continian progresando a través de las etapas de crecimiento pero todos sufren atresia al
alcanzar los 300-400 micrémetros de diAmetro. Si en ratas ciclando se elimina el aumento
de FSH (anticuerpos, liquido folicular o barbiturato) el crecimiento de los foliculos de
tamafio antral temprano hacia preovulatorio no ocurre. Los cambios en la concentracion
de FSH son un requerimiento esencial para la sobrevivencia del foliculo mas alla de la
etapa antral.

Como ya se mencion anteriormente las concentraciones de FSH por arriba de las basales

van a capacitar al foliculo para seguir adelante con su desarrollo y no sufrir atresia en
etapa antral temprana. Se ha

propuesto que las concentraciones elevadas de FSH
inducen cambios en las células de la granulosa que aumentan su sobrevivencia bajo

condiciones hipdxicas adversas. Se han descrito muchos efectos especificos de FSH sobre
las células de la granulosa, muchos de los cuales incluyen la induccién de enzimas

necesarias para aumentar la biosintesis de esteroides y la adquisicién de caracteristicas
que preparan al foliculo para la ovulacién (62)

Busulfin

El Busulfan, 1,4-butanediol dimetanosulfonato también conocido como bisbulban,
Mielosan, Mitosan, Sulbatin o Myleran, fue descubierto en 1953 por Haddow y Timmis
(208). Es un agente alquilante bifuncional, derivado del éster del acido sulfoénico es
ampliamente utilizado como agente quimioterapéutico en el tratamiento de cancer, es la
droga de eleccidn en problemas mieloproliferativos como leucemias granulociticas o
mielociticas cronicas, ha sido utilizado como inmunosupresor después del transplante de

organos, en el tratamiento de enfermedades autoinmunes. En insectos ha sido utilizado
como esterilizante (198, 199).
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Su férmula desarrollada es:

i 1
CH, ---s---cl)---CHz -—CH; ---CH2--CH2---o--s|---c1—13

o) o

Su féormula condensada es C6H140682 CH3 S020 (CH2) 40 SO2 CH3 constituido
por C-29.26% H- 5.73% O- 38.98 S-26.04%, se presenta en forma de cristales,
tiene un peso molecular 246.31, es soluble en acetona a 25°C y practicamente insoluble
en agua, pero se disuelve lentamente por hidrélisis, su punto de fusion es de 114-118°C.

En relacion al metabolismo de esta droga se ha observado una rapida desaparicién de este
agente de la circulacién después de una inyeccion de Busulfan marcado con 35S o 14C a
ratas, ratones, conejos y humanos. En general el nivel de radioactividad en la sangre
disminuye en 5 a 10 minutos a menos del 10% de la dosis intravenosa total. Con una
dosis oral, los niveles en sangre aumentan solo a 5-6% de la dosis total administrada.
Después de una administracion intraperitoneal a ratones, los niveles maximos en sangre se
alcanzan en aproximadamente 10 minutos.

Los estudios sobre la distribucién de los radioisétopos in vivo revelaron una mayor
concentracién de Busulfan o de sus metabolitos en ciertos tejidos como bazo, médula
6sea, higado, rifién y pulmones. ’

La vida media de Busulfan a pH 7 en solucién acuosa a 37°C es de 10 a 13 horas y en el

plasma a 37°C es de 11 a 12 horas. In vivo se ha estimado su tiempo de vida media es de
18 horas (199).

Son muchos los efectos que ejerce el Busulfan sobre el organismo, entre ellos es

importante destacar sus efectos citotdOxicos sobre una variedad de tejidos y especies
animales. En pacientes que reciben tratamiento con Busulfain se ha reportado la
induccién de displasia pulmonar, un dafio citoldgico al cervix, pancreas, al tejido
intestinal, hematolégico y gonadal, alteracién en la funcidn exécrina pancreatica,
insuficiencia adrenal y disfuncién hepatica. En ratas y ratones se ha reportado dafio
gastrointestinal y atrofia del timo y bazo, pero solo dafios ligeros al tejido linfatico y
hepatico. Su efecto sobre el tejido sanguineo es uno de los mas importantes, actia
principalmente sobre las células granulociticas, induce leucopenia y trombocitopenia. Se
ha reportado también la induccién de hipoplasia de la médula ésea que de hecho es uno
de los aspectos funcionalmente importantes en el tratamiento de desordenes
mieloproliferativos. Su efecto inmonosupreseor ha sido demostrado tanto en humanos
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como en animales sin embargo son demasiados sus efectos colaterales como para que
pueda ser utilizado como inmunosupresor en humanos.

Experimentos realizados en animales adultos, especialmente en la rata, han demostrado
que el Busulfin también induce efectos adversos sobre las glandulas reproductivas
(tamaflo y peso), las células germinales (produccion, maduracién y morfologia) y sobre la
fertilidad. En humanos se ha observado amenorrea en mujeres premenopausicas y se ha
reportado la inhibicion de espermatogonias en hombres bajo tratamiento.

Estudios sobre su letalidad han revelado que la LD5O para ratas va de 14 a 25 mg/kg vy
para ratones es de 30 a 40 mg/kg.

Su teratogenicidad ha sido demostrada en experimentos realizados con ratas, ratones,
conejos y pollos. Estos experimentos revelaron que las malformaciones predominantes
estan a nivel del sistema misculo esquelético, desarrollo de las gdénadas, reduccién en el
tamaifio y peso del animal y efectos sobre la fertilidad. Para el caso de los humanos no ha
sido establecido claramente su efecto teratogénico ya que los productos fueron
reportados como normales al nacimiento sin malformaciones macroscépicas y solo
ligeramente bajos de peso.

La carcinogenicidad de Busulfan ha sido reportada por la International Agency for
Research on Cancer (IARC) como “suficiente para indicar carcinogenicidad potencial” y
ha sido demostrada a través de pruebas genéticas toxicolégicas. Experimentos in vitro
han revelado la transformacion celular y los estudios /7 vivo han brindado solo evidencia
limitada.

En bacterias, hongos, varias especies de plantas, Drosophila y en células de linfoma
murino en cultivo se ha demostrado la mutagenicidad del Busulfan. Su efecto es
principalmente de induccién de aberraciones cromosémicas. También se han reportado
aberraciones cromosémicas en linfocitos humanos in vivo, los rompimientos in vivo no
son al azar y su distribucidn esta asociada a la longitud del cromosoma a diferencia de lo
que sucede in vitro. En ratas, hamsters y ratones el Busulfan induce aberraciones
cromosémicas en células de la médula 6sea, intestinales y hepaticas. En ratas y ratones se
han reportado aberraciones cromosémicas en cé€lulas germinales de machos (199).

En lo que se refiere a su mecanismo de accidén, se ha establecido que el Busulfan tiene
una actividad citotéxica debida a su capacidad para reaccionar con el DNA y algunas
proteinas (Jackson 1966). Estudios citoquimicos y autoradiograficos han revelado que
ademas de retardar la velocidad de mitosis, el Busulfin provoca una acumulaciéon de
proteinas nucleares causando una hipertrofia nuclear la cual conduce eventualmente a la
muerte de la célula (Frederic et al 1959, Bassleer 1966).

Estudios in vivo en varios sistemas en proliferacion han llevado a la conclusion de que el
Busulfan posee cierta selectividad en su actividad citotéxica, atacando en particular a
aquellas células que estin en etapa de temprana citodiferenciacion (Elson et al 1958,
Partington et al 1964, Grimes et al 1966). Sin embargo, a pesar de la cantidad de
informacién que existe en relacion a la accién de Busulfan, es dificil explicar la aparente
selectividad por las células germinales primordiales en embriones jévenes en los cuales
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todas las células estan en etapas tempranas de desarrollo y estan proliferando
activamente.

Tedricamente esta accién destructiva podria originarse por lo menos por tres causas:

1.- un efecto citotéxico general sobre todos los tejidos en proliferacién entre los cuales
aquellos con el mayor nimero de células resistentes a la droga serian las que estuvie-
ran en mejor posicién numérica para compensar las células dafiadas

2.- las células somaticas y las células germinales primordiales poseen diferentes capaci-
dades de detoxificacidon y/o de concentracién de la droga de tal manera que solo las
células germinales primordiales son dafiadas irreversiblemente

3.- el efecto sobre el ciclo mitético produce un desacoplamiento de células germinales
primordiales y somaéticas gonadales que conduce a la muerte de las primeras (200).

Independientemente del uso terapéutico de Busulfan, este fairmaco ha sido utilizado para
el estudio de la diferenciacion gonadal y el desarrollo de las gdnadas de diferentes
especies animales, precisamente debido a su efecto sobre las células germinales.

Bollag (1953) tratdo hembras de rata adultas con 3 inyecciones intraperitoneales de 2
mg/kg de Busulfin por un periodo de 4 semanas, sesenta dias después los ovarios
contenian escasos ovocitos y foliculos y después de 80-100 dias no se encontraron
foliculos; al inyectar intraperitonealmente a ratas machos con 2 mg/kg a intervalos de 2
semanas observé que los efectos antiespermatogénicos se presentaban 30 dias después y
a los 60 dias no se encontraron espermatidas o espermatozoides. A los 120 y 150 dias
los testiculos mostraron una total destruccion del epitelio germinal. Posteriormente
(1954) inyecto intraperitonealmente 2 mg/kg de Busulfian a ratas gestantes 5 a 7 dias
antes del parto y encontré que los productos no presentaron diferencias externas ni de
peso, 14 meses después del nacimiento los ovarios mostraron una red fibrosa con algunos
cordones epiteliales y no se observaron ni foliculos ni cuerpos liteos y los animales
fueron todos estériles, el crecimiento y desarrollo de estos animales fue normal hasta la
edad de 2 a 3 meses cuando se observo una disminucion de peso. La necropsia de estos
animales demostré solo anormalidades a nivel de las génadas que eran pequefias y
carecian de elementos germinales (199).

Galton y Till (1956) establecieron que en el embarazo temprano dosxs mas altas de
Busulféin no interferian con el embarazo y las generaciones F1 y F2 eran aparentemente
sanas (199).

Craig et al (1958) reportaron que el Busulfan tenia efectos claros sobre la fertilidad de
ratas machos tratadas con una dosis de 10 mg/kg de peso de Busulfan administrado por
via intraperitoneal ya que a las 8 semanas los animales eran estériles, concluyéndose que
esto era atribuible a un bloqueo o destruccién en una etapa-temprana de la
espermatogénesis 0 a una interferencia selectiva con el desarrollo espermatogonial.
Finalmente se llegé a la conclusién de que el Busulfan inhibe selectivamente, por un
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mecanismo no totalmente explicado, el desarrollo de la espermatogonia tipo A
principalmente pero que todas las demas fases también podian ser afectadas (199).
Hemsworth y Jackson (1962) trataron a ratas gestantes con una dosis de 10 mg/kg de
Busulfan a intervalos entre el 5° y 20° dia de gestacidén encontrando efectos diversos por
lo que concluyeron que el Busulfan produce esterilidad en la rata y determinaron que el
periodo en el que las génadas de ratas muestran su mas alta sensibilidad es el dia 13 a 16
de la gestacion y que el tratamiento entre los 18 y 20 dias de vida fetal no tenia efecto en
las goénadas analizadas 2 semanas postparto, con lo cual se apoyd la idea de que la
destruccion ocurria en la fase migratoria de las células germinales primordiales (199,201,
202).

Heller y Jones (1964), administrando 10 mg/kg i.p. los dias 13, 14 y 15 de la gestacion
encontraron que los productos obtenidos el dia 20 de la gestaciéon presentaban ovarios de
la mitad del tamario, histoldégicamente el ovario constaba de una sola capa de epitelio
germinal cuboidal rodeada de una masa de células basofilicas similares con un micleo
eliptico teflido intensamente, solo se observaban pocas mitosis y ninguna célula germinal
ademads de la ausencia de cordones sexuales bien estructurados. En aquellos animales que
se mantuvieron hasta los 3 meses se observé que los ovarios eran pequeiios no mostraban
desarrollo folicular y unos cuantos ovocitos con un anillo de células de la granulosa
desordenadas se encontraban en forma aislada (203).

En 1966 Forsberg y Olivercrona administrando una dosis intraperitoneal de
Busulfan de 1 mg/100 g de peso los dias 7 al 18 del desarrollo demostraron que el
Busulfian administrado a los 7 dias no ejercia ningun efecto al estudiarse en el dia 21 de
la gestacion, si se administraba a los 9 dias el nimero de ovocitos estaba muy reducido y
los cordones sexuales estaban separados por tejido fibroso algunos de los cuales
contenian ovocitos y células foliculares y otros solo células foliculares. En aquellas a las
que se les administré a los 11 dias se observaron solo escasos ovocitos, lo mismo se
observo con la administracidn a los 12 o 13 dias, las células foliculares estaban dispuestas
en cordones separados por bandas delgadas de tejido fibroso. En el dia 13 de la gestacién
la génada contenia gran cantidad de células germinales primordiales. La administracién
intraperitoneal de Busulfan en este dia daba por resultado una degeneracién de las células
germinales primordiales en los siguientes cuatro dias (204).

Hemsworth (1969) administrando intraperitonealmente una dosis de 10 mg/kg los dias
13, 14, 15, 16 y 20 de la gestacion encontrd que este farmaco administrado los dias 13 y
15 provocaba esterilidad en las crias hembras (205).

Vanhems y Bousquet (1971) administraron a ratas Wistar una dosis de 10 mg/kg de peso
el dia 15 de la gestacién y encontraron a las diferentes edades estudiadas, 21 dias de
gestacion, 1,6,8,12 y 15 dias 1, 1.5 y 2 meses que los ovarios estaban muy reducidos y
formados principalmente por cordones celulares con disposicién radial, en algunos casos
pudieron observar escasos foliculos que maduraban para formar cuerpos luteos pero de
menor tamafio que los de los animales testigo. Al transplantar los ovarios disgenésicos
que contaban con escasos foliculos a la cépsula superior del rifion de hembras
hipofisectomizadas, observaron que éstos eran capaces de responder a gonadotropinas de

la hembra receptora (206).
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Merchant et al (1976) administré a ratas gestantes una dosis de 1 mg/100g de peso por
via intraperitoneal los dias 11 o 12 de gestacién tratando a un grupo con 25 Ul de PMS y
sacrificandolas a diferentes tiempos. Las observaciones realizadas en los ovarios de estos
animales llevaron a concluir que la presencia de las células germinales en los cordones
epiteliales al nacimiento es una condicién necesaria para la diferenciaciéon estructural de
las células somaéticas en células sintetizadoras de esteroides y que en aquellos ovarios
donde sobreviven células germinales se da la organizacién de foliculos normales
quedando claro que el ovocito de alguna manera induce la formacion de receptores a
gonadotropinas en las células somaticas. Los ovarios totalmente estériles al momento del
nacimiento eran incapaces de responder a PMS (207).

Renaud (1977) inyectd una dosis de 0.025 y 0.125 mg/huevo a las 48, 60 y 72 horas de
incubacién a huevos de pollo, encontrando que la dosis de 0.125 mg provocaba la
destruccién de los gonocitos después de 4 dias con cambios morfolégicos tanto en
testiculos como ovarios. Los animales que se trataron con dosis mayores durante las
etapas tempranas del desarrollo fueron estériles (199).

Richard-Mercier (1977) implantd un cristal de Busulfan (6011g/100 mg) en una larva del
escarabajo Colorado en la primera, segunda y tercera etapa. Las larvas implantadas en la
etapa 1 y examinadas 12-14 dias después presentaron testiculos de menor tamaiio y se
pudo observar un efecto antimitdtico en las espermatogonias secundarias. El nimero de
gonias en ambos sexos se encontré drasticamente reducido (199).

Merchant et al. (1979) inyectaron a ratas intraperitonealmente 10 mg/kg de peso de
Busulfan el dia 12 de la gestacién, sacrificandolas a diferentes horas después de la
administracion (de 3 a 48 horas) encontrando que las alteraciones se presentaban en
forma esporadica 12 horas después pero solamente en aquellas células germinales
primordiales rodeadas por células mesenquimales. Los efectos iniciales sobre las células
germinales primordiales se veian después de 18 horas y se manifestaban por hipertrofia
del nucleélo de algunas células, seguido por una condensacién de la cromatina y del
material nucleolar, la pars grarnular se separaba de la pars fibrilar, 1a envoltura nuclear se
desintegraba formando figuras semejantes a las lamelas anulares y/o tendian a rodearse de
formaciones esféricas de alta densidad electronica que parecian corresponder a las areas
heterocromaticas. Las cisternas del reticulo endoplasmico se hacian wvesiculares y se
arreglaban en grupos compactos unidos por abundantes particulas ribosomales y
mitocondrias. Los granulos que contenian niicleos densos mantenian su identidad pero su
didmetro tendia a ser mayor y el complejo de Golgi desaparecia completamente. A las 24
horas habia una degeneracion masiva pero no simultinea en todas las células germinales
primordiales. Se observd gran actividad fagocitica en las células somaticas las cuales no
presentaban alteraciones. A las 30, 36 y 48 horas se pudieron observar células germinales
primordiales en todas las etapas de degeneracién y cada vez en mayor namero. El hecho
de que atin después de 48 horas se veian células con nacleo hipertrofiado, que es una
caracteristica de las etapas iniciales de la degeneracidn, sugiere que el lapso en el que las
células germinales primordiales intracordales sufren el proceso degenerativo es de
alrededor de 24 horas (200).
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Kasuga y Takahashi (1986) administraron a ratas gestantes 10 mg/kg de peso de
Busulfan suspendido en aceite de ajonjoli, el dia 15 de la gestacién y observaron que al
primer dia de nacidas muy pocos ovocitos habian sobrevivido y que durante la
maduracién se formaban algunos foliculos que a los 60 dias habian desaparecido
totalmente del ovario, observandose a los 120 dias un ovario con estructuras en forma de
cordén que consistia principalmente de fibroblastos y células semejantes a las
intersticiales (208).

Pelloux et al (1988) administraron una dosis intraperitoneal de 1 mg/100g de peso a ratas
gestantes el dia 12 o 18 de la gestacion sacrificaindolas a los 5 y 10 dias. A los 5 dias se
observéd una reduccién en el nimero de ovocitos presentes en las descendientes de
madres a las que se les administré el Busulfan el dia 12 y a los 10 dias habia un notable
decremento en el porcentaje de foliculos primordiales a favor de los primarios que puede
ser explicado por el agotamiento de los primordiales. Alrededor de los ovocitos que
sobrevivieron se encontraron foliculos con multiples capas de células pero a los 10 dias
no habia foliculos antrales. No se observd incremento en el volumen del estroma ovarico
a los 10 dias. El andlisis de la capacidad de sintesis de estrogenos /7 vitro demostré que
ésta se encontraba disminuida al igual que las actividades de aromatasa y 3 B
hidroxiesteroide deshidrogenasa (209).

Hallett et al (1991) demostraron que al igual que en ratas, la gonada de codorniz es capaz
de diferenciar las células somaticas de testiculo u ovario en ausencia de la linea germinal.
después del tratamiento con Busulfan (420 pug/0.05 mL, 210 pg/mL). La ausencia de
foliculos y ovocitos sin evidencia de desarrollo folicular en los ovarios de los huevos
tratados con 420 1ug/0.05 ml a los 3 dias y 10 semanas de edad, indicé que los ovocitos
son necesarios para el desarrollo folicular (210).

Aige-Gil et al (1991) demostraron que la aplicacion de Busulfan a embriones de gallo a
dosis de 1 a 500 pg a las 48 horas de incubacidén producia una serie de efectos
teratogénicos, pero si era aplicado con aceite de ajonjoli directamente a la yema se
inducia la esterilidad de estos embriones con una eficiencia del 95% con un minimo de
efectos colaterales. Esta técnica permitid el establecimiento de un método de destruccién
de las células germinales primordiales que facilitd los estudios de las interacciones
célula/estroma en la génada y permitié la produccién de aves transgénicas (211).

Vick et al (1993) inyectaron 25, 50 y 250 ug de Busulfan en 40 pl de aceite de ajonjoli en
la yema de huevos de gallinas White Leghorn a los O, 24, 48 y 72 horas de incubacién y
observaron que el nimero de células germinales de embriones de 16 dias tratados con 50
y 250 ug era significativamente menor, a estos embriones parcialmente esterilizados se les
inyecté una suspensién de la creciente germinal conteniendo células germinales de
embriones de Rhode Island Red obteniéndose descendientes fértiles y la mitad de ellos
produjo descendientes de las células germinales transferidas en cerca del 35% del total
(212).

Hirshfield (1994) administrando diferentes dosis de Busulfan (1, 1.25, 2.5, 5, 10 y 20
mg/kg de peso) en diferentes dias de la gestacion (12, 13, 15, 15/16, 16, 17, 18, 19 y
21/22), redujo Ia reserva de foliculos primordiales de los ovarios de ratas y encontré una
correlacion inversa entre el nimero de foliculos primordiales en el ovario al nacimiento y
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la proporcién en la que entran al “pool” de crecimiento. En las ratas mas severamente
afectadas todos los foliculos empezaron a crecer muy temprano en la vida del animal por
lo que al llegar a la edad adulta casi todos los foliculos primordiales se habian agotado,
sin embargo el nimero de grandes foliculos antrales permanecié normal hasta que la
reserva folicular se agotd totalmente (213).

Bresler (1994) esterilizd parcialmente embriones de gallinas domésticas inyectando
Busulfan a embriones de 24 horas de incubacioén, a los 6 dias de incubacidon se observo
una esterilizacién del 75%. Las goénadas de embriones a los que se les inyectaron células
germinales primordiales con el gene lac Z a las 55 horas de incubacién mostraron una
repoblacion de las génadas produciendo quimeras de la linea germinal (214).

IL- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La presencia de las células germinales en los cordones epiteliales del ovario fetal es una
condicidn necesaria para la diferenciacién estructural de las células sométicas en células
sintetizadoras de esteroides.

Se sabe que uno de los pasos mas criticos en la foliculogénesis es la transformacién de
foliculos primordiales a foliculos primarios, parece ser que la conversién de las células de
la pregranulosa aplanadas a un epitelio cuboidal depende de mensajes aportados por los
ovocitos, pero no se conoce la naturaleza de la sefial. De hecho varias lineas de evidencia
indican que las células de la pregranulosa son incapaces de formar foliculos en ausencia
de las células germinales.

La sintesis y secrecion de las hormonas esteroides ovaricas esta intimamente
correlacionada con el desarrollo folicular siendo los principales sitios de produccién del
esteroides las células de la teca, las células intersticiales y las células de la granulosa.

Esta demostrado que la administracién de Busulfan a ratas gestantes destruye las células
germinales primordiales de sus descendientes y consecuentemente impide la formacién de
los foliculos primordiales, formandose una goénada estéril carente de tejido
esteroidogénico.

Teniendo en cuenta que la destruccidn de la linea germinal con Busulfin a una dosis de
10 mg/kg de peso no es masiva, se podran encontrar en los ovarios de las crias de ratas
tratadas, una cantidad variable de foliculos y por lo tanto de tejido esteroidogénico,
detectandose en el suero diferentes concentraciones de hormonas esteroides.

La correlacién entre los valores hormonales y la estructura del ovario de ratas, hijas de
madres tratadas, sera un indicador del grado de destruccién de-la células germinales y
por lo tanto de la diferenciacién del tejido esteroidogénico.
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IHO.- HIPOTESIS

Los ovocitos en el ovario de los mamiferos actiltan como organizadores de los foliculos
que son las unidades endocrinas que se desarrollan ciclicamente y cuya regulacién
depende de factores intra y extraovaricos. Por lo tanto, la disminucién en el nimero de
ovocitos antes del nacimiento traerdA como consecuencia una alteracidon en la actividad
endocrina del ovario.

IV.- OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de la destrucciéon de Ia linea germinal sobre la diferenciacién de las
células esteroidogénicas y la actividad secretora del ovario de rata.

V.- OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Determinar las concentraciones de las hormonas esteroides en ratas de la cepa
Wistar a uno, dos y tres meses de edad.

2.- Determinar el efecto de la destruccién parcial de las células germinales sobre la
secrecién de las hormonas esteroides de las crias de ratas tratadas con Busulfan

a uno, dos y tres meses de edad.

3.~ Correlacionar los niveles hormonales de las tres edades estudiadas con el aspecto
histolégico y ultraestructural de los ovarios.

VIi- MATERIAL Y METODO

60 ratas hembras de la cepa Wistar sexualmente maduras con un peso promedio de 180 g
se colocaron en grupos de cinco con machos de la misma cepa de fertilidad comprobada
en condiciones de bioterio con alternancia de luz-oscuridad 12/12 y con agua y alimento
ad libitum.

Aquellas ratas a las que se les determind la presencia de tapdn vaginal y espermatozoides
en el frotis, se les aisld y considerd éste, como el dia “1” de la gestacidn.

A 40 ratas gestantes se les administré por via intraperitoneal una dosis de 10 mg/kg de
peso de Busulfan (Burroughs Wellcome Co. Ltd.) suspendido en 1 ml. de aceite de
cartamo el dia 14 de la gestacién (grupo experimental).
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A 20 ratas gestantes se les administrod por via intraperitoneal el mismo volumen de aceite
de cartamo (grupo testigo).

Los productos machos se sacrificaron al nacimiento y solamente se conservaron las
hembras con las que se formaron los siguientes grupos:

Grupo 1 ratas hembras crias de madres tratadas (experimental)

Grupo II ratas hembras crias de madres no tratadas (testigo)

Todos los productos permanecieron con sus madres hasta el destete. Posteriormente se
agruparon como se indicd y se mantuvieron en condiciones controladas de bioterio con
agua y alimento ad libitum hasta el momento de su sacrificio 1, 2 y 3 meses después de
nacidas.

A las ratas de ambos grupos se les revisé diariamente a partir de la segunda semana de
nacidas con el objeto de determinar la edad a la que ocurria la apertura de la vagina.

Los animales se pesaron y sacrificaron por dislocacién craneo-cervical a las edades
anteriormente indicadas, proceso que se realizdé invariablemente entre las 10 y 12 de la
mafiana. De manera inmediata se obtuvo el volumen total de sangre a través de la aorta y
se centrifugd a 1500 r.p.m. durante 10 min. (centrifuga Beckman Modelo TJ-6 serie
340508) para obtener el suero el cual se congel6 a - 70°C para la posterior determinacion
de pregnenolona, progesterona, androstendiona, testosterona, estrona y estradiol por el
método de Radioinmunoensayo (RIA) (ANEXO I). Se extirparon ambos ovarios y se
fijaron en glutaraldehido al 3% en amortiguador fosfatos pH 7.4 durante 3 horas y
postfijaron en tetradéxido de osmio al 1% en agua durante 1 hora. Los ovarios ya fijados
se procesaron de acuerdo a las técnicas convencionales de microscopia electronica de
transmision, se incluyeron en Araldita, se realizaron cortes semifinos que se tifleron con
Paragon y finos que se contrastaron con acetato de uranilo-y citrato de plomo para su
andlisis al microscopio de luz (Nikon HFX-DX) y electrénico de transmision (Jeol EM
1010) respectivamente.

Para el analisis estadistico se utilizé la prueba de Student-Newman-Keuls.

84



VIil.- RESULTADOS

Numero de productos

Al analizar el nimero de productos por rata se observa que las camadas de las ratas
tratadas con Busulfin son menores que las de los animales controles. El promedio de
productos por camada en las ratas tratadas es de 8.2 + 0.8 mientras que en las ratas
controles fue de 10.5 + 1.2, diferencia que es estadisticamente significativa (p<0.001).

Peso Corporal

Al comparar los pesos corporales de los diferentes lotes de ratas se observa que hay una
reduccion significativa de peso entre las crias de ratas no tratadas de 1 mes de edad cuyo
peso es de 52.14g. (SD 2.96) comparado con el de las crias de ratas tratadas con
Busulfan cuyo peso promedio disminuye a 41.22g.(SD 2.22). Esta diferencia es
estadisticamente significativa (p<0.0001). El porcentaje de disminucién de peso es de
20.94%.

A los 2 meses de edad se observa el mismo patron de reduccion entre las crias de ratas
no tratadas y las de ratas tratadas con Busulfan, la reduccion es de 155.71g. (SD 8.38) a
121.91g. (SD 7.29). Esta diferencia es estadisticamente significativa (p<0.0001). Ei
porcentaje de disminucién de peso es de 21.70%.

A la edad de 3 meses la reduccion de peso entre las crias de ratas no tratadas y las crias
de ratas tratadas es de 186.2g. (SD 12.16) a 152.75g. (SD 16.65). Esta diferencia es
estadisticamente significativa (p<0.0001). El porcentaje de disminucidén de peso es de
17.96%. (Grafica 1)
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Grafica 1. Pesos corporales de crias de ratas no tratadas y tratadas con 10 mg/kg
de peso de Busulfan el dia 14 de la gestacion expresados en gr.

Inicio de la pubertad

El inicio de la pubertad en las ratas esta determinado por la apertura de la vagina, las
observaciones realizadas diariamente a partir de la segunda semana de nacidas revelan
que en las crias de ratas no tratadas, la apertura de la vagina ocurre a los 35.2 +_1.2 dias,
mientras que en las crias de ratas tratadas ocurre a los 41.2 + 0.9 dias.

Determinaciones hormonales

El analisis de las determinaciones hormonales de las crias de ratas no tratadas demostrd
que las concentraciones de pregnenolona y estrona se incrementaron con la edad del
animal. Los valores de progesterona, androstendiona, testosterona y estradiol
disminuyeron significativamente a los dos meses de edad aumentando nuevamente a los
3 meses de edad (p<0.0001). (Tabla I, Graficas 2-7)

Pregnenolona Progesterona Androstendiona Testosterona Estrona Estradiol

Imes 144.86 114.3 41.3 51.1 © 4.1 12.0
2meses 148.3 93.9 23.1 25.4 4.3 O.1
3 meses 1593 140.4 42.0 76.0 7.5 14.8

Tabla I. Concentraciones hormonales promedio de crias de ratas no tratadas expresadas
en pg/ml
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Para el caso de las crias de ratas tratadas con una dosis unica de 10 mg/kg de peso de
Busulfan administrada por via intraperitoneal el dia 14 de la gestacion, se observa un
incremento de los valores de las hormonas asociado con una mayor edad que es
significativo en todos los meses para estradiol, androstendiona y testosterona (p<0.0001)
pero no para pregnenolona, progesterona y estrona de los dos a los tres meses.(Tabla II
Graficas 2-7)

Al comparar los valores hormonales de las crias de ratas tratadas con los de las no
tratadas se observd, que con excepcion de la estrona, las concentraciones circulantes de
las demas hormonas de las crias de ratas tratadas son significativamente menores
(p<0.001) en todas las edades. Para el caso de la estrona se encontrd que a los dos meses
de edad las ratas hijas de madres tratadas y no tratadas presentan concentraciones
semejantes de la hormona circulante, sin embargo, a los tres meses de edad la diferencia
entre las concentraciones hormonales de las crias de ratas tratadas y no tratadas es
significativamente diferente, siendo mayor en las crias de ratas no tratadas.

Pregnenolona Progesterona Androstendiona Testosterona Estrona Estradiol

1mes 46.4 28.2 3.5 7.9 0.2 0.9
2meses 60.3 43.3 11.6 15.9 4.0 5.9
3meses 61.0 48.1 20.8 28.8 4.8 7.2

Tabla II. Concentraciones hormonales promedio de las crias de ratas tratadas con 10
mg/kg de peso de Busulfan el dia 14 de 1a gestacidén expresadas en pg/ml
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Grifica 2.- Concentraciones de pregnenolona de crias de ratas no tratadas y
tratadas con Busulfan determinadas a 1, 2 meses y 3 meses de edad.
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Grifica 3. Concentraciones de progesterona de crias de ratas no tratadas
y tratadas con Busulfan determinadas a 1, 2 y 3 meses de edad
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Grifica 4. Concentraciones de androstendiona de crias de ratas no tratadas y
tratadas con Busulfan determinadas a 1, 2 y 3 meses de edad.
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Grifica 5. Concentraciones de testosterona en crias de ratas no tratadas y
tratadas con Busulfan determinadas a 1, 2 y 3 meses de edad
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Grifica 6. Concentraciones de estrona de crias de ratas no tratadas y tratadas
con Busulfan determinadas a 1, 2 y 3 meses de edad.
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Grifica 7. Concentraciones de estradiol de crias de ratas no tratadas y tratadas
con Busulfén determinadas a 1, 2 y 3 meses de edad.
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Microscopia de luz

Al analizar la estructura histolégica del ovario de las crias de ratas de madres tratadas con
Busulfan a una dosis de 10 mg/kg de peso el dia 14 de la gestacidn se observa que el
grado en que el Busulfin destruye la linea germinal varia de un organismo otro. A las
diferentes edades analizadas la estructura ovarica es semejante. LLos ovarios estan
limitados por un epitelio superficial cuboidal, en aquellos con mayor dafio se observan
cordones epiteliales carentes de ovocitos y en tejido intersticial no se identifican células
sintetizadoras de esteroides (Fig.1A). En los ovarios en los que la destruccion de la linea
germinal fue menos severa se encuentran cordones con células esteroidogénicas. En el
tejido intersticial también se observan células diferenciadas de tipo esteroidogénico como
lo indica la presencia de gran cantidad de vesiculas lipidicas (Fig. 1B).

Microscopia electrénica

A nivel ultraestructural se observa que los ovarios de las crias de ratas de madres
tratadas con Busulfan el dia 14 de la gestacién analizados a los 1, 2 y 3 meses de edad
que habian sido afectados mas severamente presentan cordones epiteliales estériles con

células epiteliales con numerosas mitocondrias pequefias Las células epiteliales estan -

unidas estrechamente por uniones “gap” y los cordones estan limitados por una lamina
basal delgada alrededor de la cual se deposita abundante colagena, (Fig. 2). El estroma
estd formado principalmente por fibroblastos (Fig. 3). En algunos ovarios, en los que
sobrevivieron algunas células germinales, se observan cordones epiteliales limitados por
lamina basal y rodeados por colagena. En el tejido intersticial se pueden encontrar células
esteroidogénicas como lo indica la presencia de abundante reticulo endoplasmico liso,
vesiculas lipidicas y mitocondrias con crestas tubulares, se observa el complejo de Golgi
bien desarrollado asi como reticulo endopliasmico rugoso (Fig. 4). Las mitocondrias de
algunas de estas células presentan un aspecto pleomérfico y estan hipertrofiadas (Fig. 5).
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Figura 1A. Micrografia del ovario de rata de tres meses de edad, cria de rata tratada con
Busulfan el dia 14 de Ia gestacidn. Los cordones epiteliales estériles (CE) estdn rodeados
por estroma (E) que no presenta caracteristicas esteroidogénicas.(200X)

Figura 1B. Micrografia del ovario de rata de tres meses de edad, cria de rata tratada con
Busulfin el dia 14 de la gestacidén. Tanto en los cordones epiteliales (CE) como en el
estroma (E) se observan células de tipo esteroidogénico con gran cantidad de vesiculas

lipidicas (VL).(200X)

Figura 2. Ultramicrografia del ovario de rata de 2 meses de edad, cria de rata tratada con
Busulfian el dia 14 de la gestacidn. Corddn epitelial estéril (CE) conteniendo células
epiteliales unidas estrechamente por uniones “gap” (flechas cortas), limitados por lamina
basal (LB) y rodeados por abundante colagena (flechas largas). (6400X)

Figura 3. Ultramicrografia del ovario de rata de 3 meses de edad, cria de rata tratada
con Busulfin el dia 14 de la gestacién. Cordén epitelial (CE) limitado por lamina basal
(LB). Se observa colagena alrededor del corddn y entre los fibroblastos (flechas). El
estroma estd formado principalmente por células semejantes a fibroblastos (F). (6400X)

Figura 4. Ultramicrografia del ovario de rata de 2 meses de edad, cria de rata tratada
con Busulfin el dia 14 de la gestacién. Cordén epitelial (CE) limitado por lamina basal
(ILB). Se observa colagena alrededor del cordén (flecha). Estroma con células
diferenciadas de tipo esteroidogénico, mitocondrias con crestas tubulares (M), abundante
reticulo endoplasmico liso (REL), complejo de Golgi bien desarrollado (CG) y gran

cantidad de vesiculas lipidicas (VL). (6400X)

Figura S. Ultramicrografia del ovario de rata de 3 meses de edad, cria de rata tratada con
Busulfin el dia 14 de la gestacion. Células del estroma con abundante reticulo
endopldsmico liso (REL), reticulo endopldsmico rugoso (RER), mitocondrias

hipertrofiadas con crestas tubulares (M). (6400X)
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VIL- DISCUSION

La histogénesis del ovario incluye dos eventos importantes que son la transformacién de
la gran actividad mitotica de las ovogonias al estado quiescente de los ovocitos y la
organizacion de las células somaticas en foliculos. La relacidn temporal entre estos dos
eventos varia en las diferentes especies y el cese de la proliferacién de las ovogonias y la
entrada a la meiosis son eventos altamente sincronizados. Las ovogonias se transforman
en ovocitos cuando dejan de dividirse y entran a la meiosis progresando por las primeras
fases de ésta, deteniéndose en dipidtena. En la rata las primeras células meidticas se
observan a los 17.5 dias (Beaumont y Mandl 1962). Coincidente con la entrada a la
meiosis un gran nimero de células germinales sufren atresia, en la rata existen 4 ondas de
degeneracion que reducen el nimero de células germinales de 75000 que hay el dia-18.5
de la gestacion a solo 27000 para el dia 2 postparto (Beaumont y Mandl 1962). El mayor
grado de degeneracién ocurre en la etapa que precede a la cigdtena y continuara en la
vida postnatal, por ello el nimero de ovocitos en los ovarios al nacer estia en funcién de
la duracion de la proliferacion de las ovogonias, velocidad de proliferacion y del grado
de atresia.

En la génada en diferenciacién, las células somaticas se distribuyen entre las células
germinales que inicialmente estdn formando nidos y posteriormente se organizan en
cordones, continian proliferando durante todo el periodo embrionario rodeando
gradualmente a los ovocitos en forma individual y formando los foliculos primordiales
cuyo tiempo de aparicién varia de una especie a otra. Las opiniones en cuanto a la
aparicion de los foliculos primordiales en la rata varian pero aparentemente ocurre
después del primer dia postparto (213).

De acuerdo a Gurdon (1987) la comisién de las células germinales debe involucrar una
induccién instructiva, el tejido que responde debe recibir una sefial especifica que le
indique hacia qué direccidn se debe diferenciar. La evidencia sugiere que las interacciones
locales entre las células gonadales y el ovocito pueden ser la fuente de estas influencias
inductivas que determinan la via de diferenciacion de las células que lo rodean.

El hecho de que en el ratén inmaduro, las células de la rete que rodean a los ovocitos
presenten pocas gotas de lipidos y reticulo endoplasmico rugoso y poca actividad
enzimatica en contraste con las que estan alejadas de los ovocitos que tienen una alta
actividad enzimatica apoya la hipétesis de que existe una influencia inhibitoria de los
ovocitos en ciertos pasos de la esteroidogénesis (216).

Actualmente existen s6lidas evidencias que sugieren que la formacion del foliculo esta
controlada por interacciones célula-célula y que los ovocitos son los mas importantes
organizadores de las células somaticas en el ovario y que la ausencia de éstos evita la
histogénesis de éste. De hecho existe evidencia sélida que establece que las células
somaticas de la génada controlan la maduracidn de las células germinales (Thibault 1977,
Channing 1982). Las uniones “gap” que existen entre las células germinales y las
somadticas proveen la base morfolégica para el transporte de sustancias reguladoras desde
las células somaticas y la posibilidad de que las células germinales regulen las funciones
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endocrinas de las células somaticas esta apoyado por el hecho de que hay una intensa
sintesis de RNA en los ovocitos en maduracién. Estudios realizados por Kasuga y
Takagashi (1986) revelan que en ausencia de ovocitos el estroma tiene una apariencia de
cordones semejante a la de los ovarios embrionarios lo que indica que la formacién de
cordones en el ovario no requiere de la presencia de células germinales, pero que las
células germinales se requieren para la progresion de cordones a foliculos (Merchant
1975). De hecho las células germinales que pierden su camino y llegan a las glandulas
adrenales se diferencian a ovocitos (aun en machos) e inducen a las células adrenales a
asumir la organizacidn caracteristica de las células de la granulosa en los foliculos
primordiales (Francavilla y Zamboni 1985). De ello se puede concluir que los sitios de
reconocimiento de la superficie celular juegan un papel muy importante en el mecanismo
por el cual el ovocito dirige el ensamblaje del foliculo. Sin embargo ain cuando las
sefiales inductivas primarias que dirigen a las células tronco y la histogénesis ovarica
parecen originarse por interacciones ovaricas no se pueden descartar otras influencias
hormonales (62).

Un aspecto importante que debe considerarse es que una vez que ha ocurrido la
diferenciacioén de los foliculos primordiales algunos de ellos inician inmediatamente su
crecimiento mientras que otros permanecen quiescentes por meses. Estas variaciones en
los tiempos de quiescencia tienen grandes implicaciones para la regulacidén del desarrollo
folicular a lo largo de la vida del organismo.

Poco se sabe de los factores que liberan a los foliculos primarios de su estado quiescente
y estimulan su entrada al proceso de crecimiento. A través de gran cantidad de trabajos
se han propuesto a la fecha dos hipotesis para intentar explicar qué desencadena el inicio
del crecimiento de los foliculos primordiales. Una hipdtesis propone que la salida de los
foliculos primordiales de la reserva es independiente de influencias externas y que es una
caracteristica preprogramada del ovario. La reserva de foliculos primordiales que no
estan creciendo puede ser considerada como una poblacién en reposo que posee todas las
posibilidades para su utilizacién y especificamente para que inicie su crecimiento. Estos
parametros parecen ser cepa especificos. Tal modelo predice que los foliculos
individuales empiezan a crecer de una manera estocastica, el namero de foliculos que
empiezan a crecer en cualquier periodo de tiempo estd determinado por el tamafio total
de la reserva de foliculos primordiales. Si el tamaiio de la reserva se reduce
experimentalmente como en el caso de la hemicastracién, el nimero total de foliculos de
la reserva disminuira, pero la proporcién de la reserva total que empieza a crecer por
unidad de tiempo sera constante (215).

La otra hipStesis sostiene que la salida de foliculos de la reserva es regulada por factores
globales o locales. Se ha propuesto, hipotéticamente, que factores locales provenientes de
foliculos atrésicos o en crecimiento podrian afectar el inicio del crecimiento folicular, de
hecho algunos autores sostienen que la salida de los foliculos primordiales de la reserva
quiescente esta regulada por gonadotropinas (215). Si fuera cierto que factores globales o
locales regulan el inicio del crecimiento folicular a través de un mecanismo de
retroalimentacién verdadera, entonces la reduccién del tamafio de la reserva de foliculos
primordiales deberia conducir a un aumento compensatorio en la proporcién de foliculos
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que empiezan a crecer a partir del resto de la reserva de foliculos primordiales. Estos
autores sostienen que el reclutamiento de los foliculos primordiales esta influenciado por
el tamaifio total de la reserva de foliculos que estan en reposo y sugieren que cualquier
disminucion en el tamaiflo de la reserva se acomparfiara por la correspondiente reduccién
en el nimero de foliculos primordiales que entran al proceso de crecimiento lo cual
significa que hay una correlacién directa entre el tamafio de la reserva de foliculos
primordiales y la velocidad a la que entran al proceso de crecimiento (219). Krarup,
Pedersen y Faber (1969) concluyeron que la disminucién en el namero de ovocitos
pequefios por si misma causa un aumento en la fraccion de ellos que inicia el crecimiento,
lo cual significa que hay una correlacion inversa entre el tamafio de la reserva de

foliculos primordiales y la velocidad de movimiento hacia el proceso de crecimiento
(220).

Otro aspecto que ha sido estudiado sin que hasta la fecha exista una explicacion definitiva
es la “eleccién” de los foliculos primordiales que entraran al proceso de crecimiento. Se
ha sugerido que un factor determinante es el tiempo en el que se formaron los foliculos
primordiales y se ha hipotetizado que puede haber gradientes en el ovario fetal durante la
diferenciacion de los ovocitos que provocaran diferencias en la frecuencia de quiasmas a
lo largo de la “linea de produccion™ en la que los ovocitos formados mas temprano seran
los que sean ovulados primero (Henderson y Edwards 1968). Otra hipotesis propone que
no todos los foliculos primordiales se forrnan de igual manera, difieren en cuanto a los
linajes celulares que forman sus células de la granulosa y con respecto al tiempo en el que
el ovocito inicid la meiosis. Cada foliculo primordial presentara una combinacidén Gnica de
estas caracteristicas al momento de ser ensamblado. La proporcién en la que se
encuentren las diferentes poblaciones celulares determinara Ia longitud de la quiescencia,
variable critica que afecta la velocidad a la cual los foliculos se mueven hacia el proceso
de crecimiento y sera la responsable de las diferencias en la capacidad de respuesta a las
gonadotropinas y a otros factores reguladores durante el desarrollo folicular ya que cada
poblacién tiene un umbral diferente para entrar al ciclo celular (215).

Recientemente Hirshfield (1994) destruyendo la linea germinal de ratas con diferentes
dosis de Busulfan administrado en diferentes dias de la gestacion encontré que en los
ovarios parcialmente esterilizados todos los foliculos sobrevivientes empiezan a crecer en
forma temprana y que en los ovarios esterilizados en forma mas severa la reserva de
foliculos primordiales casi se habia acabado cerca de la pubertad. Los resultados
obtenidos sugieren que debe haber alguna retroalimentacion o funcién de “censo” que
afecta la velocidad a la cual los foliculos primordiales entran al proceso de crecimiento.
La deficiencia en los foliculos primordiales es una condicion exacerbada, mientras menos
foliculos queden mas riapidamente se acabaran. En la vida posterior hay una relacién
inversa entre el tamafio de la reserva de foliculos primordiales y la activacién de éstos,
este fenomeno podria ser un componente importante del mecanismo que mantiene la
ciclicidad regular y el nimero de 6vulos hasta el final de la vida fértil (215).
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Muchos de los estudios encaminados a conocer el papel de las células germinales en la
diferenciacién del ovario, han tomado como modelo a la selectividad que tiene el
Busulfan para destruir células germinales.

El efecto de este farmaco sobre la linea germinal esta ampliamente documentado; existen
gran cantidad de trabajos que han reportado las caracteristicas estructurales de las
gonadas de las ratas tratadas durante su etapa fetal con Busulfan ( Hemsworth y Jackson
1963, Heller y Jones1964, Forsberg y Olivecrona 1966, Merchant 1975, Reddoch et al
1986, Kasuga y Takahashi 1986, Pelloux et al 1988, Hirshficld 1994).

Se ha demostrado también, que la sensibilidad de las células germinales a este farmaco
varia con el tiempo y se incrementa después de la implantacidn siendo su accion mayor
en la etapa en la que las células germinales primordiales llegan al ovario en desarrolio.
Algunos autores (Franchi , Forsberg 1966, Merchant 1975) concuerdan con la opinion de
que el maximo efecto sobre las células germinales se encuentra entre los dias 11 al 15 que
es cuando ocurre la migraciéon y el inicio de la maxima actividad proliferativa de estas
células, sin embargo, otros investigadores consideran un rango que va de los 13 a los 16
dias (Hemsworth 1963, Heller 1964) etapa que cubre parte de la fase migratoria y el
inicio de la maxima proliferacion que va del dia 14 al 17 (Baker 1971). Posteriormente en
el desarrollo, cuando las ovogonias entran a la profase de la primera division de la
meiosis, las células germinales, ya como ovocitos, son insensibles a la accion del

Busulfan.
Asimismo, ha quedado totalmente demostrado que el Busulfan detiene la mitosis y este
proceso es necesario para mantener el nimero de células germinales (208).

Se sabe que el establecimiento de la génada indiferenciada y su diferenciacion sexual se
puede llevar a cabo en ausencia de la linea germinal, pero su presencia es una condicidn
necesaria para el establecimiento de los foliculos y la diferenciacién estructural de las
células sintetizadoras de esteroides.

No obstante y a pesar del papel determinante de la presencia de las células germinales en
la diferenciacion de los foliculos ovaricos, pocos estudios se han realizado para conocer
su efecto sobre la funcién endocrina del ovario de ratas tratadas con Busulfan

(207,208,220).
En este trabajo se tratd de determinar el efecto de la reduccién en el numero de células
germinales sobre la diferenciacion de las células somaticas a células esteroidogénicas del

ovario de ratas tratadas con 10 mg/kg de peso el dia 14 de la gestacion, etapa en la que
se estd llevando a cabo la maxima proliferacién de las células germinales, ya en la génada

fetal.

Un primer hallazgo fue que el nimero de productos de ratas tratadas era menor que el de
las ratas controles. L.a disminucién en el nimero de los productos se redujo de 10.5 en
ratas hijas de madres no tratadas a 8.2 en ratas hijas de madres tratadas. Heller y Jones
(1964) reportan que administrando la misma dosis de Busulfan los dias 13 y 14 de la
gestacion hay una reduccién en el nimero de productos que es de 9 en ratas controles y
de 7.1 en las ratas tratadas (203). Sin embargo Reddoch y colaboradores (1986) con la
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misma dosis de Busulfan administrada el dia 13 de la gestacidn no reportan disminucién
en el nimero de productos por camada (221).

Los efectos del Busulfan no solo se manifestaron en la reduccién en el mimero de
productos sino también en el peso de éstos.

Los resultados obtenidos en este trabajo revelaron que las ratas hijas de madres tratadas
con Busulfin presentaban una reduccidn significativa del peso corporal. Al mes de
nacidas la reduccién fue de 20.94 %, a los 2 meses fue de 21.94 %% y a los 3 meses de
17.96 %, resultados que son apoyados por los reportados por Hemsworth y Jackson
(1963) administrando la misma dosis de Busulfan el dia 15 de la gestacién encontraron
que a los 6 meses de edad las ratas hijas de madres tratadas presentaban una reduccién
del 15 %% del peso normal (202). Heller y Jones (1964) con la misma dosis de Busulfan
administrada los dias 13 y 14 o 13 y 15 de la gestacién encontraron a los 20 dias de
gestacion una disminucién en el peso de los fetos de madres tratadas de 36.25 %5, a los 3
meses de edad los animales tratados también fueron de menor peso que los controles
siendo la diferencia de 25.97 % (203).

Pelloux y colaboradores (1988) con la misma dosis administrada el dia 12 de la gestacién
reportan que a los 5 dias de nacidas las ratas hijas de madres tratadas presentaban una
reduccién de peso del 9.3 % y a los 10 dias la reduccidén era del 5.9 %, diferencia que no
es significativa (208).

Reddoch y colaboradores (1986) administrando Busulfan el dia 13 de la gestaciéon
encontraron una disminucién significativa del peso a los 6, 8, 10, 12 y 14 dias postparto
221).

Kasuga y Takahashi (1986) reportaron que los animales tratados el dia 15 de la gestacion
con la misma dosis de Busulfan no presentaban cambios en el peso (208).

Hirshfield (1994) con una dosis de 10 mg/kg de peso de Busulfan administrada el dia 12
de la gestacién report6 que al nacimiento las ratas presentaban una reduccién significativa
de peso siendo ésta del 17.85 % (213).

La reduccién en el peso de los productos de madres tratadas podria explicarse por la
reduccion en las concentraciones de hormonas esteroideas que juegan un papel
importante en el aumento de peso de los organismos pero no podria descartarse la
posibilidad de que el Busulfin esté afectando también diversas células del organismo
221).

El anélisis macroscépico de los ovarios de ratas hijas de madres tratadas revelé una
importante reduccion en el tamafio de éstos a la mitad del tamafio de los ovarios de los
animales no tratados. Datos semejantes fueron reportados por Hemsworth y Jackson
(1963) que administraron el Busulfan los dias 13 o 15 de gestacién y encontraron una
reduccién sustancial del tamaifio de los ovarios a los seis meses de edad (202). Heller y
Jones (1964) quienes administrando 10 mg/kg de peso de Busulfan los dias 13 y 14 o0 13
y 15 observaron que a los 20 dias de gestacién los ovarios de las ratas tratadas eran de la
mitad del tamaifio de los normales (203). Forsberg y Olivecrona (1966) con la misma
dosis de Busulfan administrada los dias 12 o 13 y analizados a los 21 dias de gestacién y
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a los 90 y 100 dias de edad, encontraron también que los ovarios estaban
microscépicamente reducidos (204) y lo mismo reportan Vanhems y Bousquet (1971)
quienes administrando el Busulfan el dia 15 de la gestacidon, encontraron que a los 21 dias
de gestacidon y a los 1, 6, 8, 12, 15 dias, 1 mes, mes y medio y 2 meses, los ovarios eran
de tamafio muy reducido, cerca de la dieziseisava parte de uno normal (206). Reddoch y
colaboradores (1986) administrando el Busulfan el dia 13 encontraron que a los 6 y 10
dias de nacidas los ovarios de las ratas tratadas eran de tamafio significativamente menor
que los de las controles (221). Kasuga y Takahashi (1986) administrando el Busulfan el
dia 15 de la gestacion encuentran disminucién en el tamafio de los ovarios de ratas
tratadas al dia de nacidas, a los 60 y 120 dias (208). Pelloux y colaboradores (1988)
reportaron que con la administracién de Busulfin a los 12 dias de gestacién hay una
significativa reduccién del tamafio de los ovarios (209). Es importante hacer notar que la
reduccién del tamafio de los ovarios y consecuentemente del peso de éstos, reportada por
todos los autores que han trabajado esta linea de investigacion, y que concuerda con los
datos obtenidos en este trabajo, no puede ser explicada solo por la reduccion del namero
de células germinales, y en etapas de desarrollo mas avanzadas probablemente se deba a

la disminucién en el nimero de los grandes foliculos de von Graaf, cuerpos luteos y
estroma.

Una de las primeras manifestaciones de actividad estrogénica del ovario es la apertura de
la vagina hecho que indica el inicio de la madurez sexual de las ratas. Las observaciones
realizadas en este trabajo en cuanto a la edad en la que ocurre la apertura de la vagina
revelaron un retraso de 6 + 0.9 dias en los animales tratados. Heller y Jones (1964)
reportan que la apertura de la vagina de ratas tratadas con Busulfan los dias 13, 14 y 14,
15 de la vida fetal ocurre en el rango normal de 4.5 a 6 semanas (203). En concordancia
con los resultados de este trabajo, Merchant (1975) encuentra que existe una correlacion
entre la cantidad de tejido esteroideo de los ovarios y el grado de respuesta del tracto
genital, ya que las ratas, cuyas madres fueron tratadas el dia 12 de la gestacién con una
dosis de 10 mg/kg de peso de Busulfian, y que tenian ovarios totalmente indiferenciados
presentan un tracto genital infantil y continuaban con la vagina cerrada al tercer mes de
nacidas (50). Kasuga y Takahashi (1986), por el contrario reportan que en ratas a las que
se les administré 1a misma dosis de Busulfan el dia 15 de la gestacion la apertura vaginal
ocurre una semana antes en los animales tratados que en los controles (208). Sin
embargo, si se parte del hecho de que la respuesta del tracto genital esta en funcién de la
concentracion de hormonas esteroideas, especificamente del estradiol, el retraso en la
apertura de la vagina encontrado en este trabajo se explica por la diferencia significativa
que existe en las concentraciones de esta hormona en los animales tratados, lo cual
también es apoyado por los trabajos de Mandel (1956) que encontré que si la destrucciéon
de los foliculos irradiados dos semanas después del nacimiento era completa no quedaba
actividad estrogénica y solo si persistian algunos foliculos ocurrian periodos de estro a
intervalos irregulares y habia una clara respuesta en los tejidos blanco de estrégenos. Al
irradiar ovarios adultos siempre habia cierta actividad estrogénica por lo que concluyé
que la presencia de los ovocitos es necesaria durante una etapa critica del desarrollo para
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inducir a las células foliculares y para que éstas respondan a la estimulaciéon
gonadotropica, después de este punto son capaces de responder aun en ausencia dc
ovocitos (222). Beaumont (1961) encontré que después de la irradiacion in utero de ratas
y ratones, habia foliculos de tamafio mediano y grandes lo que indicaba que aquellos
ovocitos que habian sobrevivido al tratamiento eran capaces de crecer y de organizar a su
alrededor capas de células de la granulosa que eran funcionalmente normales y capaces
de responder a gonadotropinas (223). Pugliatti y Allegra (1966) también encontraron una
clara correlacién entre la cantidad de tejido luteinizado que quedaba después del
tratamiento con Busulfan y el desarrollo de los 6rganos blanco de estrogenos (224).

El adecuado funcionamiento del ovario depende de una serie de factores como son las
interacciones entre las células intersticiales y los foliculos, el desarrollo coincidente de las
células de la granulosa y las intersticiales al igual que de las células de la granulosa y del
ovocito todo esto dependiente de un adecuado balance de las hormonas hipofisiarias.
Estudios realizados por Sokka y Huhtaniemi (1990) revelan que la primera etapa de la
diferenciacion ovarica es independiente de la presencia de gonadotropinas ya que en la
rata l0s receptores ovaricos a estas hormonas aparecen hasta la primera semana de vida
postnatal ain cuando las primeras células de la hipofisis positivas a gonadotropinas
aparezcan el dia 16 a LH y el 17 2 FSH de la gestacién justo antes de que se inicie la
meiosis. Son mas bien factores paracrinos los que regulan el desarrollo morfolégico y
endocrino del ovario antes de que éste sea dependiente de gonadotropinas, la
dependencia clara del ovario a gonadotropinas se inicia entre los dias 7 y 10 de vida
postnatal y la biosintesis esteroidea se inicia hasta la segunda semana de vida postnatal
(225).

Trabajos recientes han demostrado que FSH y LH no solo regulan el crecimiento de los
foliculos medianos y grandes sino que también controlan el reclutamiento de los foliculos
primordiales para que entren al proceso de crecimiento asi como la proliferacion de
pequeiios foliculos preantrales. Las acciones de FSH y LH en el desarrollo folicular y la
esteroidogénesis estdn mediados por receptores especificos. Los receptores a FSH estan
localizados en la membrana plasmatica de las células de la granulosa de foliculos
preantrales y antrales y los de LH en la teca, en las células intersticiales y en las murales
de la granulosa de grandes foliculos antrales. FSH juega un papel fundamental en el
desarrollo gonadal, diferenciacién y maduracién via sus acciones reguladoras sobre las
células de la granulosa. El mecanismo de accidon de FSH incluye la unién de FSH a los
receptores FSH especificos de la membrana plasmatica y la activacién subsecuente de
adenilciclasa que conduce a un aumento en la expresion génica de los receptores de LH y
a la sintesis de novo de enzimas esteroidogénicas, especialmente la aromatasa citocromo
P 450, lo que da por resultado un aumento en la conversidon de androstenediona a
estradiol. Como la androstendiona es producida en la teca bajo la influencia de LH, ambas
FSH y LH son esenciales para la biosintesis de estrogenos.

Wang y Greenfield (1993), en ratones hipofisectomizados, demostraron que la FSH es
esencial para estimular los primeros pasos del desarrollo folicular y el crecimiento
continuado hacia etapas preovulatorias, reducir la velocidad de atresia e inducir sus
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propios receptores y los de LH/hCG en las células de la granulosa, pero no en otros
comportamientos ovaricos, no se conocen efectos de FSH sobre las células tecales. La
accién de LH sobre la aromatasa ovarica estd mediada via la testosterona y andrégenos 5
reducidos provocando amplificacidon de la respuesta de AMPc mediadas por FSH. Los
efectos de ILH sobre el crecimiento folicular y diferenciacion pueden ser mediados por la
LH actuando sobre el tejido tecal e intersticial para inducir la produccién de AMPc,
progesterona, andrégenos y algunos factores tipo proteinas como el factor de crecimiento
transformante o (TGF «), el factor de crecimiento epidermal (EGF), el factor de
crecimiento semejante a insulina I (IGF-I) productos que a su vez estimulan a las células
de la granulosa para sintetizar receptores a FSH (226).

En roedores otras dos hormonas hipofisiarias juegan un papel importante en el control de
la secrecién de esteroides, la prolactina y la hormona de crecimiento. Dependiendo del
nivel de la prolactina, ésta puede inhibir o apoyar el efecto estimulatorio de LH sobre la
esteroidogénesis ovérica a través de la modulacién del nimero de receptores a LH. Esta
involucrada en iniciar la luteinizacién de las células de la granulosa, mantener el nivel de
sintesis de progesterona por las células de la granulosa e inhibir la actividad de 1a enzima
que cataboliza a la progesterona, la 20 hidroxiesteroide deshidrogenasa. L.os receptores
especificos a prolactina en las células de la granulosa aparecen tardiamente en el
desarrollo y se han demostrado efectos estimulatorios sobre la esteroidogénesis en
ovarios prepuberales. Hay evidencias de que participa en la induccidon y mantenimiento de
los receptores a LH sobre las células luteales en etapas gestacionales tardias. Tiene un
efecto inhibitorio sobre la secrecién de estrégenos en foliculos preantrales y
preovulatorios ya que tiene una accidén inhibitoria sobre la induccién de FSH de la
actividad de aromatasa. La hormona del crecimiento facilita las acciones de FSH por un
mecanismo que involucra la produccién del factor de crecimiento semejante a insulina I
AGF-I) (103, 227).

En este estudio no se realizaron determinaciones de hormonas gonadotrépicas pero el
hecho de haber encontrado tejido esteroidogénico y secrecidn, aunque disminuida, de las
diferentes hormonas ovaricas sugiere que el egje hipotalamo-hipéfisis-génada era
funcional. Este aspecto es apoyado por los estudios de Vanhems y Bousquet (1971)
quienes después de transplantar a la capsula del rifién, de hembras castradas, ovarios
disgenésicos de ratas cuyas madres fueron tratadas con Busulfan el dia 15 de la gestacion,
encontraron que si en éstos habia escasos foliculos éstos eran capaces de responder al
estimulo con hormonas hipofisiarias de las hembras receptoras diferenciandose pequefios
cuerpos amarillos (206). El trabajo de Merchant (1976) demostrdé que en aquellos ovarios
donde sobreviven células germinales da la organizacién de foliculos normales y éstos son
capaces de responder al estimulo con PMS concluyendo que el ovocito de alguna manera
induce la formacién de receptores a gonadotropinas en las células somaticas (207).

Ahora bien, el programa preciso de la expresiéon de las enzimas esteroidogénicas en las
células de la teca, de la glandula intersticial, de la granulosa y en las células luteales es
responsable del patrén fisiologico de la secrecion de esteroides que se presenta durante el
ciclo estral. En la Figura 6 se presenta en forma esquematizada y simplificada como se
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Figura 6. Control de la secrecion de las hormonas esteroideas ovaricas (227)

La pregnenolona es la progestina mas importante producida por el foliculo debido a su
posicidn clave como precursor de todas las hormonas esteroides. Su producto mas
importante es la progesterona producida como un intermediario biosintético por los
foliculos en todas las etapas de crecimiento. En la rata el cuerpo liteo secreta como
principales esteroides la progesterona y la 20 ¢ hidroxipreg-4-en 3 ona (20 o -OHP) y la
relacion de estas dos hormonas es un indicador del estado fisiolégico del cuerpo hiteo.
Estudios realizados por De Greef y Zeilmaker demostraron que en la rata no existe un
efecto compensatorio en cuanto a la secrecion de progesterona por los cuerpos liteos
restantes cuando se realiza una ovariectomia unilateral y demostraron que la contribucién
por cuerpo liateo a la secrecién de progesterona es mayor cuando hay menor nimero de
cuerpos lateos formados. Se debe aclarar que las concentraciones circulantes de
progesterona representan tanto la secrecion ovarica como adrenal y que hay evidencia de
la que la progesterona tanto ovarica como adrenal tiene ritmos diurnos y que la maxima
secrecidén ocurre entre las 10 y 11 de la mafiana. Se sabe también que tanto los foliculos
antrales pequeiios como los preovulatorios poseen la capacidad de producir grandes
cantidades de progesterona mediado por AMPc pero solo los foliculos preovulatorios
poseen la capacidad de convertir progesterona a andréogenos y posteriormente a estradiol
y que ni la actividad de aromatasa de las células de la granulosa ni la actividad de la 17
cetosteroide reductasa son limitantes para la sintesis de estradiol de los pequefios

foliculos antrales (228).
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Bogovich y Richards (1982) demostraron, trabajando con ratas, que la limitada capacidad
de los foliculos antrales pequeiios para sintetizar estradiol radica en su incapacidad de
convertir progesterona en androgenos. Especificamente, ni la 17a hidroxilasa (que
cataliza la conversidén de progesterona a 17« hidroxiprogesterona) ni la C17-20 liasa (que
cataliza la conversién de 17« hidroxiprogesterona a androstendiona) son muy activas en
pequefios foliculos antrales. Estos autores concluyen que LH actia especificamente sobre
las células tecales para regular las actividades de 17c hidroxilasa y C17-20 liasa.
Aparentemente los cambios en la esteroidogénesis no dependen del aumento de la
actividad del receptor, lo que no se sabe es si el aumento en las actividades de 17«
hidroxilasa y de C17-20 liasa representan una activacion o una sintesis de novo de
proteinas tecales. En resumen, la limitada habilidad de los foliculos antrales pequefios
para producir andrégenos y por lo tanto estradiol reside no solo en la sintesis de
progesterona sino en la baja actividad de las dos enzimas tecales. LLos requerimientos
especificos de aumento de LH en el suero para iniciar el desarrollo folicular preovulatorio
involucra la regulacién de la funcidn tecal y una capacidad esteroidogénica aumentada,
este requerimiento de mayor actividad de LH para el desarrollo preovulatorio actia en
parte regulando estas dos actividades en las células de la teca (229).

Las células de la teca son el principal sitio de sintesis de andrégenos. En la rata el
aumento en la sintesis de androstendiona esta asociada con el crecimiento de los foliculos
preovulatorios y esta regulada principalmente por la estimulacién que provoca LH de las
actividades de 17 o hidroxilasa y C17-20 liasa mas que por la estimulacién de la sintesis
de progesterona o por una reduccion en actividad de 5 o reductasa. Los estudios
realizados por Richards, Hedin y Caston (1986) en ratas demostraron que las células de
la teca de foliculos preovulatorios sufren pronunciados cambios funcionales en respuesta
al aumento de LH/hCG, cambios que son claros indicadores de luteinizacién. El aumento
de LH/hCG indujo un aumento en la produccién de progesterona por las células de la
teca. El aumento en la sintesis de progesterona puede estar asociada con un aumento en
el contenido de la enzima citocromo P450 scc que se sabe esta incrementada en el cuerpo
Ioteo, de igual manera pueden estar involucrados cambios en el contenido/sintesis de
receptores para proteinas de alta densidad o baja densidad al igual que cambios en la
toma de colesterol de hpoprotemas circulantes (123).

Al desarrollarse los foliculos ovaricos, las células de la granulosa empxezan a secretar 17
B estradiol, funcién que es controlada por FSH que interactiia con los receptores de la
membrana plasmatica de las células de la granulosa que activa Ila adenilciclasa y
subsecuentemente aumenta los niveles intracelulares de AMPc. Estudios recientes
demuestran que AMPc activa la proteincinasa A y estimula y/o activa una proteina unida
a DNA. La sintesis de estradiol por el foliculo preovulatorio en desarrollo es una
condicidn necesaria para la diferenciacién de las células de la granulosa al igual que para
disparar el aumento de LH. En la rata los pequefios foliculos antrales producen
cantidades reducidas de estradiol a pesar de la presencia de un sistema de aromatasa
activo en las células de la granulosa que pueden convertir andrégenos exdégenos a
estradiol.
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Teniendo en cuenta que las células de la teca son los sitios principales de sintesis de
androgenos Hedin y colaboradores (1987) propusieron que la sintesis de estradiol por
foliculos preovulatorios era dependiente de la capacidad de las células de la teca para
sintetizar androgenos aromatizables en respuesta a ligeras variaciones en lJas
concentraciones de LH. Se ha demostrado que LH regula la biosintesis de andrégenos en
las células de la teca de las ratas estimulando la conversidn de progesterona a
androstendiona via una sola enzima, la citocromo P450 que contiene las actividades de 17
o hidroxilasa y 17-20 liasa, la P450 17 o (230).

Se sabe que el estradiol es necesario para que maduren las células de la granulosa y para
que lleven a cabo la luteinizacién morfolégica y funcional asi como para que se mantenga
el cuerpo liteo en las ratas por lo que el estradiol u otra sustancia intrafolicular debe
marcar a las células de la teca para que sean capaces de responder al aumento de LH. Las
células de la teca al igual que las de la granulosa se diferencian morfolédgica y
funcionalmente durante el crecimiento folicular y aumentan su capacidad de responder a
LH. De igual manera demuestran que las células de la teca y de la granulosa luteinizadas
son muy similares en su capacidad para mantener la produccién de progesterona en
ausencia de LH (123).

Otro tipo celular que debe ser considerado por su importante papel esteroidegénico son
las células intersticiales cuyo desarrollo y diferenciacién estian relacionados con el
crecimiento folicular y la atresia ya que durante la atresia folicular, las células de la teca
dan origen a las células intersticiales por lo que al igual que las de la teca tienen la
capacidad de sintetizar de novo esteroides. Sin embargo es poco conocido el mecanismo
por el cual los productos secretorios de estas células son transportados y liberados,
aparentemente la difusion es el mecanismo predominante lo cual es apoyado por la
presencia de microvellosidades. El desarrollo periodico de células interticiales y la
diferenciacién simultanea de las células de la teca interna alrededor de los foliculos
normales de mamiferos estd relacionada con la progresiva elevacién de hormonas
esteroideas que finalmente regulan la pubertad, Ia actividad ciclica y la ovulacién (123).

En este estudio se demostrd que las concentraciones hormonales de pregnenolona,
progesterona, androstendiona, testosterona y estradiol de las crias de ratas tratadas con
Busulfan, se redujeron en forma estadisticamente significativa en todas las edades. En el
caso de la estrona, la reduccidn fue significativa al mes y a los 3 meses de edad, no asi a
los 2 meses de édad en que la reduccién fue solo del 6.9%.

Reddoch et al (1986) estudiaron la capacidad de los ovarios de crias de ratas tratadas el
dia 13 de la gestacion con Busulfan para secretar AMPc y esteroides en respuesta a un
estimulo con gonadotropinas para lo cual realizaron incubaciones cortas de los ovarios de
6, 8 10, 12 y 14 dias de nacidas. Los resultados obtenidos de las incubaciones de ovarios
de ratas controles revelaron que tanto la FSH (500 ng/ml) como la LH (100 ng/ml)
estimulaban la acumulacién de AMPc, progesterona, androstendiona y estradiol en el
medio en todas las edades estudiadas. Para el caso de los ovarios de crias de ratas
tratadas la acumulacién de AMPc y esteroides no fue estimulada significativamente a
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ninguna de las edades estudiadas. Concluyendo estos autores que solo los ovarios en los
que sobrevivian algunos ovocitos al tratamiento eran capaces de organizar foliculos
esteroidogenicamente competentes (221).

Kasuga y Takahashi (1986) con el objeto de conocer la funcién endocrina de las gdénadas
con un nimero reducido de células germinales administraron Busulfan el dia 15 de la
gestacidn y encontraron que cuando se les administraba a ratas tratadas de 4 a 5 meses de
edad una dosis de 10 U.L. de hCG habia un aumento en la concentracion de progesterona
a las 12 horas y después regresaba a sus niveles basales mientras que el estradiol
disminuia 24 horas después de la inyeccion, sinembargo, los cambios eran solo
transitorios. Sabiendo que una dosis ovulatoria de hCG disminuye la actividad de la 17 o
hidrotasa y la C 17-20 liasa en los foliculos preovulatorios que induce una disminucidn
aguda de los niveles de estradiol asociados con un aumento de los niveles de
progesterona, los cambios hormonales en las ratas tratadas sugieren que la inhibicién de
la actividad de la enzima es incompleta. Con el objeto de comprobar la capacidad de
conversién de progesterona a andrégenos o estrogenos hicieron homogenados de los
ovarios de ratas tratadas de 110 dias de edad, agregéandoles progesterona radioactiva. Se
determiné la conversion después de 30 minutos de incubacién encontrando que la
fraccion de estradiol fue significativamente mayor en las ratas tratadas que en las
controles. Estos datos aunados al hecho de que la apertura vaginal ocurrié una semana
antes en las ratas tratadas que en las controles sugieren que el ovario con un namero
menor de células germinales inicia en forma temprana la produccién de estradiol con
menos dependencia de la estimulacién con gonadotropinas (208).

En este trabajo no se encontré el aumento en la sintesis de estradiol reportada por
Kasuga y Takahashi y la disminucién en las concentraciones de estradiol fue significativa
a todas las edades estudiadas.

Pelloux y colaboradores (1988) administrando Busulfan el dia 12 encontraron que los
ovarios de ratas de 5 dias de nacidas colocados en cultivo no producian estrona y
estradiol ni en presencia o ausencia de LH. A los 10 dias en condiciones basales las
concentraciones de estradiol eran significativamente menores que las de los animales
controles y no se detectaba estrona. Sin embargo, habia un efecto estimulatorio de LH en
la sintesis de ambas hormonas siendo las concentraciones de éstas iguales a las de los
controles si se correlacionaban con el volumen ovéarico. Al analizar la actividad de la
aromatasa encontraron que su actividad estaba muy reducida en los ovarios de ratas
tratadas ya que era solo del 2.5 %, la actividad podia ser estimulada con FSH y dAMPc y
alcanzaba © sobrepasaba los valores de los controles, si se correlacionaba con los
volimenes ovaricos lo cual era indicador de 1a presencia de receptores funcionales. FSH y
dAMPc no estimulaban la actividad en los animales controles. La actividad de la 3 B
hidroxiesteroide deshidrogenasa fue marcadamente menor en los ovarios de ratas tratadas
que en jos de las controles. Estos autores concluyen que la reduccidén en la sintesis de
estrégenos podria afectar el desarrollo del ovario ya que los foliculos no podrian
aumentar su diametro (209). Los resultados obtenidos en este trabajo concuerdan con los
reportados por estos autores en cuanto a la reduccion en las concentraciones tanto de
estrona como de estradiol y se correlacionan con el hecho de que el tamafio de los
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ovarios de las crias de ratas tratadas eran de la mitad del tamafio del de las crias de ratas
no tratadas.

Al hacer el analisis microscépico del ovario de las ratas tratadas se observa que a las
diferentes edades estudiadas la estructura ovarica era semejante. La destruccion de la
linea germinal habfa sido parcial. Al microscopio de luz se observa que los ovarios con
mayor dafio estan formados por cordones epiteliales estériles rodeados de tejido
intersticial en el que no se identifican células con caracteristicas esteroidogénicas. En
aquellos ovarios en los que sobrevivieron algunas células germinales, éstas fueron
capaces de inducir la diferenciacion de células esteroidogénicas que presentan las
estructuras celulares caracteristicas de este tipo de células como lo indica la presencia de
gran cantidad de vesiculas lipidicas las cuales se podian observar tanto en el estroma
como dentro de los cordones. Al microscopio electrénico se observd, en los ovarios mas
afectados, que las células epiteliales contenidas en los cordones estaban unidas
estrechamente por uniones “gap”, limitados por una delgada lamina basal alrededor de la
cual se depositaba abundante coldgena, el estroma estaba formado principalmente por
fibroblastos entre los cuales también se observaba el depésito de colagena. En aquellos
ovarios en los que sobrevivieron algunas células germinales se observaban cordones
epiteliales limitados por lamina basal rodeados por colagena, en el estroma se observaron
células diferenciadas de tipo esteroidogénico con numerosas vesiculas lipidicas,
abundante reticulo endoplidsmico liso, reticulo endoplasmico rugoso, gran cantidad de
mitocondrias con crestas tubulares, algunas de las mitocondrias estaban hipertrofiadas lo
cual era seilal de su gran actividad y participacidn en la esteroidogénesis.

Hemsworth y Jackson (1963) con una dosis de 10 mg/kg de peso de Busulfan
administrada los dias 13, 14, 15, 16 y 20 de la gestacidn encontraron que la
administracion a los 13 y 15 dias producia esterilidad a los cuatro meses pero no
describen la estructura histolégica del ovario (202).

Heller y Jones (1964) administrando una dosis de10 mg/kg de Busulfan los dias 13 y 14 o
13 y 15 observaron que a los 20 dias de gestacidn los ovarios estaban formados por un
epitelio germinal cuboidal rodeado por una masa de células similares baséfilas con un
nicleo eliptico teflido intensamente, habia pocas mitosis y casi no habia células
germinales ni cordones sexuales bien organizados. En aquellas ratas que se sacrificaron
hasta los 3 meses de edad no habia desarrollo folicular y se observaban pocos ovocitos
rodeadas por un anillo de células de la granulosa desordenadas, habia considerable
luteinizacién del estroma y en todas las ratas excepto una se identificé una estructura
semejante a un cuerpo liteo desordenado (203).

Forsberg y Olivecrona (1966) administrando una dosis de 1 mg/ 100 gr de Busulfan a
través de una incisién en la pared abdominal los dias 7,9,11,12,13 y 18 de la gestacién,
demostraron que con la administracién el dia 9 los ovarios analizados el dia 21 de la
gestacion presentaban un nimero de ovocitos altamente reducido, los cordones sexuales
estaban separados por tejido fibroso, muchos de los ovarios contenian ovocitos y células
foliculares y en otros solo se observaban células foliculares. Los ovarios de los animales
tratados el dia 11 estaban formados por células foliculares en cordones que se

110



entrelazaban, separados por delgadas franjas de tejido fibroso, se observaban pocos
ovocitos dispersos y en dos casos habia pequefios nidos de ovocitos. Con la
administracién a los 12 o 13 dias solo se observaban unos cuantos ovocitos dispersos y el
resto de la estructura era semejante a la del tratamiento anterior. A los 90 o 100 dias de
edad se observaba una luteinizacién muy pronunciada, la presencia de muchos cuerpos
Iiteos tipicos y atipicos, en el centro de los atipicos se presentaba una luz con un
contenido fluido rodeado por capas de células foliculares y en la periferia células
luteinizadas, algunos foliculos dispersos en diferentes grados de maduraciéon hasta
foliculos de von Graaf (204).

Vanhems y Bousquet (1971) reportan que los ovarios, de crias de ratas tratadas el dia 15
de la gestaciéon con 10 mg/kg de peso de Busulfan, analizados a los 21 de gestacion, al
1,6,8,12 y15 dias y 1, 1.5 y 2 meses, estan formados por cordones con células redondas
alrededor de las cuales se observan células fusiformes transversas, los cordones tenian
una disposicion radial en forma de dedo. En algunos ejemplares encontraron estructuras
semejantes a foliculos aunque de menor tamafio que eran capaces de madurar y
transformarse en cuerpos lateos (206).

Merchant (1975) administré una dosis de 1 mg/100 g de peso de Busulfan el dia 11 o 12
de la gestaciéon y encontrd que la estructura de los ovarios en los que no sobrevivieron
células germinales se modificaba ligeramente durante el primer mes de desarrollo, poseian
un epitelio superficial cuboidal continuo con los cordones epiteliales internos, la cantidad
de estroma estaba incrementada y habia un crecimiento moderado del ovario al final de
este periodo y se observaban abundantes células cebadas especialmente en los cordones
epiteliales. Al microscopio electronico observd que las células epiteliales presentaban
pequeiias mitocondrias, abundantes polirribosomas y un reticulo endoplasmico bien
desarrollado. Los cordones epiteliales estaban rodeados por una lamina basal continua y
las células estaban estrechamente asociadas. El estroma estaba formado esencialmente
por células semejantes a fibroblastos, fibras de coldgena y células de musculo liso
dispersas, no se observaron células sintetizadoras de esteroides que normalmente se
presentan a partir del 10° dia de desarrollo. En una alta proporcién de ratas tratadas
sobrevivieron un nimero variado de células germinales que fueron capaces de organizar
foliculos con apariencia normal encontrindose a partir de la tercera semana tejido
intersticial abundante y altamente diferenciado entre los foliculos sobrevivientes. Al
segundo mes de vida en aquellos ovarios en los que se habian formado foliculos se
encontré que habian sufrido atresia a diferentes tiempos de tal manera que al tercer mes
ya no habia foliculos y en su lugar habia una masa de tejido luteal cuya estructura al
microscopio electrénico indicaba una alta actividad sintetizadora de esteroides (50).
Reddoch y colaboradores (1986) con la administracidn intraperitoneal de una dosis de 10
mg/kg de peso de Busulfan el dia 13 de la gestacidn encontraron, el dia 6 de vida
postnatal, que aquellos ovarios en que se habia destruido la linea germinal exitosamente
estaban formados por cordones anastomoéticos de células, semejando células de la
granulosa que estaban en continuidad con el epitelio germinal y rodeadas por estroma
indiferenciado. Estas células contenian nucleos débilmente teflidos que poseian un
nucledlo prominente localizado centralmente. En los cordones y en el estroma se
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observaban gran cantidad de células cebadas en varias etapas de degranulacién, habia
grandes vacuolas en los cordones lo cual sugeria que los remanentes de las células
cebadas habian sido fagocitados por las células de los cordones. Pocos ovocitos
sobrevivieron el tratamiento y la mayoria de éstos permanecian dentro de los cordones
formando foliculos mal definidos aparentemente sin recubrimiento de la teca a pesar de la
frecuente presencia de multiples capas de células foliculares. A los 14 dias de vida los
ovarios de las ratas tratadas tenian menor cantidad de células cebadas y en algunas ratas
en las que habian sobrevivido algunos ovocitos éstos organizaron foliculos que parecian
ser normales. En estos casos se observaban células de la teca y de tejido intersticial
observandose figuras mitéticas tanto en los cordones como en el estroma (221).

Kasuga y Takahashi (1986) administraron el dia 15 de la gestacion una dosis de 10 mg/kg
de Busulfin y encontraron que al dia de nacidas solo se observaban pocos ovocitos en el
ovario. Durante la maduracidon se formaron algunos foliculos en el ovario pero a los 60
dias todas las células germinales y los foliculos habian desaparecido. A los 120 dias el
ovario tenia una estructura en forma de cordones que consistia principalmente de

ﬁbroblastos y células morfolégicamente semejantes a las intersticiales (208).
Pelloux 'y colaboradores [ (1988) admxmstrando una'-dosxs de i 10' mg/kg de peso’ de

el ovario de las ratas sacnﬁcadas a los 5 dias de nacidas tenian un nimero de ovocitos
considerablemente reducido pero la foliculogénesis ocurria alrededor de los ovocitos
sobrevivientes. A los 10 dias de nacidas los ovarios mostraban una pérdida notable del
porcentaje de foliculos primordiales a favor de los primarios. No observaron foliculos
antrales y reportaron que el promedio de foliculos primarios en los ovarios tratados era
de 157 #+ 37 mientras que en los controles era de 3427 + 604. A los 10 dias en estos
animales no se observd aumento de volumen del estroma (209).

Hirshfield (1994) administrando una dosis de 10 mg/kg de peso de Busulfin el dia 15 de
la gestacion encontré que al nacimiento los cordones epiteliales casi carecian de ovocitos,
a los 5 dias de nacidas muchos de los ovocitos sobrevivientes habian sido encerrados en
foliculos aunque fa estructura semejante a cordones se conservaba en las regiones que
carecian de ovocitos. A los 20 dias se observaban foliculos preantrales pequefios y
medianos pero ya no habia foliculos primordiales. En las ratas severamente esterilizadas
casi todos los ovocitos habian entrado al proceso de crecimiento. A Jos 59 dias los
ovarios tenian muy pocos foliculos, sin embargo tenian la misma cantidad de foliculos
antrales grandes que los controles, en algunos ovarios solo se encontraban grandes
foliculos antrales. Uno de los productos severamente afectados tenia numerosas
estructuras luteales y dos foliculos en la etapa preantral tardia (213)

Los resultados obtenidos en este trabajo revelan que existe una correlacién directa entre
la reduccidon del tejido esteroidogénico diferenciado en los ovarios de crias de ratas
tratadas con Busulfin y la disminucion de las concentraciones séricas de hormonas
esteroides detectadas, reduccién que ejerce su efecto en el peso de los organismos y en el

inicio de la pubertad.
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Este estudio confirma que la presencia de células germinales primordiales en los cordones
epiteliales es una condicién necesaria para la diferenciacién estructural de las células
sométicas a células sintetizadoras de esteroides. La .presencia de células con
caracteristicas esteroidogénicas indica que las células germinales que fueron capaces de
sobrevivir al tratamiento con Busulfan son capaces de organizar foliculos y de inducir la
diferenciacién de células esteroidogénicas. En aquellos ovarios en los que no
sobrevivieron células germinales se observé la ausencia de células con caracteristicas
esteroidogénicas lo cual quedd claramente de manifiesto en la reduccidn significativa de
las concentraciones hormonales.

IX.- CONCLUSIONES

1.- El Busulfan, administrado a ratas Wistar, a una dosis de 10 mg/kg de peso el dia 14
dela gestacidn no produce una destruccién masiva de la linea germinal.

2.- Las células germinales sobrevivientes son capaces de organizar foliculos primordiales
y por lo tanto de inducir la diferenciacion de células somaéticas a células esteroidogé-
nicas.

3.- El tejido esteroidogénico diferenciado en los ovarios de las crias de ratas trata-
das, aunque en menor cantidad, presenta una ultraestructura que indica que es
capaz de llevar a cabo la sintesis de hormonas esteroides.

4.- Como consecuencia de una disminucién en la cantidad de tejido esteroidogénico
diferenciado las concentraciones de hormonas esteroides ovaricas, pregnenolona,
progesterona, androstendiona, testosterona y estradiol se reducen en forma
estadisticamente significativa a todas las edades. La estrona se reduce en forma
significativa a 1 y 3 meses pero a los 2 meses la reduccién es solo del 6.9%.

5.- Como consecuencia de la reduccidn en las concentraciones de estas hormonas
se presenta una reduccion significativa del peso corporal de las crias de ratas trata
das a 1,2y 3 meses de edad asi como unretraso en el inicio de la pubertad.

6.-La reducciébn en la concentracion de las hormonas esteroides es el resultado
del menor nimero de foliculos que se diferencian y que por lo tanto inducen la dife
renciacién de menor cantidad de tejido esteroidogénico intersticial y como conse-
cuencia provoca el trastorno del desarrollo postnatal normal del ovario.
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XI1.- ANEXO

Radioinmunoensayo

La determinacién cuantitativa de los andrégenos consta de varias etapas: preparacion,
trazadores, extraccién, separacién y radioinmunoanalisis

1. Preparacién.- incluye procedimientos previos al manejo de los esteroides. El primer
paso es hacer un protocolo en el que se describe el seguimiento de los pasos
involucrados. Se hace una lista en numeracién corrida que corresponden a la clave o
identificacién de la muestra. Se forman lotes de 8, las que llevaran los niimeros que
tengan como uGltimo digito del 2 al 9 dejando los digitos terminales 1 y O para los
llamados blancos de método (tubos en los que no habra esteroides, por lo que al final
deberan tener una concentracion de 0) En el caso de controles de calidad se agregaran
por quintuplicado 5 tubos a los que se les agregardn cantidades conocidas de esteroides
(25 y 250 pg), mismos que deberin ser recuperados al final del procedimiento.

2. Trazadores.- en tubos de centrifuga con tapén (de vidrio, fondo cénico, 15 ml. de
capacidad) se colocan 100 microlitros de soluciones etandlicas de cada uno de los
esteroides a determinar que contienen aproximadamente mil cuentas por minuto (cpm)
asimismo se colocan en viales por separado, idénticas alicuotas, éstas Gltimas servirdn
como controles de referencia en la evaluacion de pérdida de material durante los
procedimientos siguientes. Después de la colocacién de los trazadores se agrega la
muestra, 1 ml de suero de rata y se agita 5 seg. para asegurar la incorporacién de los
trazadores al resto de los componentes del suero (Ja presencia de 30 microlitros de etanol
no modifica en forma notable la solubilidad de los componentes normales del suero; en
todo caso, dada la miscibilidad del etanol con el agua, la estabilidad de los componentes

poco solubles-lipidos seria incrementada)

3. Extraccién.- no obstante la naturaleza lipidica de los esteroides, éstos se encuentran
disueltos en el suero, tanto por la capacidad propia del poder de disolucién de los
esteroides y el agua, como por la presencia y efectos del resto de los componentes serios.
Ya que los esteroides estan disueltos en el suero sanguineo, se requiere extraerlos. Al
tubo de extraccion ya preparado se le agregan 5 ml. de éter dietilico (disolvente organico
de polaridad adecuada para la extraccion de los esteroides e inmiscibles en agua) se pone
el tapén de vidrio y se agitan en un agitador por vibracién, procurando que el remolino
llegue hasta el tapdn, ya que la fluidez del éter le permite salir entre las paredes del tapén
y del tubo, la posible fuga del éter se ve favorecida por el incremento en la presidn interna
debida a la rapida evaporacién del disolvente orgéanico. La agitacién se debe realizar
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durante 1 minuto y debe permitir la formaciéon de pequeifias gotas de éter en el suero y de
suero en el éter; después de agitados los tubos deberan permanecer en’'reposo para que se
separen las dos fases y que la separacion ente ellas sea clara (la fase acuosa mas densa
queda bajo la fase orgénica). La fase acuosa se congela colocando los tubos en un baiio
de acetona con hielo seco, las propiedades de las fases permiten que la fase acuosa se
congele en un solo cuerpo sdélido mientras que en la fase organica sélo se forman
pequefios nucleos de cristalizacién, cuando las fases se han separado completamente
pueden quedar pequefios fragmentos de agua congelada, suspendida en el éter liquido. La
fase organica es decantada a tubos de centrifuga (de vidrio, de fondo cénico, de 15 ml. de
capacidad), ya que la mayor parte del éter permanece liquido y que los pocos cristales de
eter s6lido formados se funden rapidamente a la temperatura ambiente, 18-22°C, se
recupera casi la totalidad del disolvente de extraccién, quedando remanentes en los tubos
entre 100 y 200 microlitros (2-4%); no se debe permitir que se pierda mas del 10% , 0.5
militros. LLa fase orgénica se evapora hasta la sequedad en homo a 30°C y presién
reducida de 0.1 atm ya que el proceso de evaporacidn en particular del éter etilico enfria
los tubos, se debe evitar que se condense el agua en el interior de los tubos, por efecto de
la temperatura y de reducir la presién, el éter empieza a ebullir; se deberan tomar medidas
pertinentes a fin de evitar la contaminacién de las muestras entre si y de la pérdida de
material. Ya evaporado cualquier liquido contenido en los tubos, se puede proceder a la
separacidon de los esteroides.

4. Separaci6n.- entre los multiples procedimiento cromatograficos aplicables a los
esteroides se eligid la cromatografia de capa fina de silica-gel. Se utilizaron
cromatoplacas de silica gel G-60 F.254, con espesor de 0.25 milimetros sobre un soporte
de vidrio de 20x20 cm (merck). En uno de los lados de la cromatoplaca se marcé con un
lapiz una linea a 2 cm del borde que servira de origen para el sistema; sobre la linea de
origen se marcan 10 lineas de 1 cm de longitud, separadas entre si por espacios de 0.5
cm, procurando que todas ellas queden en la zona central de la linea de origen, hacia los
extremos, a dos centimetros de las muestras y a 1.5 cm del borde lateral se marcan las
zonas de los estidndares cromatogréificos. El primero y el altimo de cada cromatoplaca
serdn blancos y las muestras quedaran al centro.

De nuevo con un lapiz se marca debajo cada zona de 1 cm, el numero del tubo
correspondiente. Se hace la transferencia del extracto etéreo a la correspondiente zona de
aplicacién, primero se agregan de 6 a 7 gotas de una mezcla de éter dietilico-metanol
(9:1), sobre las paredes del tubo que contiene el extracto, de manera que el liquido
disuelva y concentre el extracto en el fondo del tubo. Después, €l extracto disuelto es
transferido con una pipeta Pasteur con la punta adelgazada como un capilar; de manera
que la solucién pase a la silica sin raspar la superficie de | misma; la zona de aplicacién no
debera extenderse por mas de dos milimetros de la linea de origen por lo que la operacién
de transferencia debera repetirse cuantas veces sea necesario, para hacer que la totalidad
del extracto sea colocado en la linea de origen. Después de transferir el remanente de las
primeras gotas del disolvente, se repetira la operacién con 4 a5 gotas de la misma mezcla
y se hara una tercera limpieza de los tubos con 2 a 3 gotas de la misma solucién antes
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mencionada y haciendo la transferencia en cada caso con toda precaucién.. Cuando todos
los extractos han sido transferidos a las correspondientes areas de aplicacion, se aplican
los estandares de cromatografia de soluciones de los esteroides séricos. Las soluciones de
los estandares tienen una concentracién de 1 mg/ml. La aplicacién de los estandares
servira para la localizacidn e identificacidn de las areas de desarrollo de cada esteroide; |
aplicacion de los estandares cromatograficos se realiza con una jeringa de Hamilton en
forma de un circulo de no mas de 2 mm de diametro, con el centro en la linea de origen.
Las cromatoplacas se colocan en las ciamaras con los disolventes para el desarrollo y
separacion de los esteroides, por pares, con la linea de origen hacia abajo y la superficie
de silica hacia el centro, pero recargados contra las paredes de la caAmara cromatografica,
se colocan en la camara que contiene 100ml. de benceno puro, las camaras se tapan y se
agregan pesos sobre las tapas de manera que los vapores del disolvente no puedan salir
de | caAmara, ya que de ser asi la atmésfera no estaria saturada e impediria el avance del
disolvente. El movimiento del disolvente es ascendente por lo que al pasar por la linea de
origen se inicia el proceso de competencia, entre la fuerza de disolucion de los esteroides
hacia el disolvente; dado que la adsorcidon de los esteroides depende de la polaridad de los
mismos, se requerird de disolventes o mezcla de disolventes con la polaridad adecuada
para hacer migrar a los distintos esteroides, permitiéndoles manifestar las pequefias
diferencias de polaridad relativa entre ellos. El primer sistema vencejo 100% solo mueve
a los esteroides de polaridad menor y solo algunos milimetros (5-10 mm), pero si mueve
a compuestos menos polares como colesterol y acidos grasos de cadena larga, saturadas e
insaturadas, lo que en principio limpia la muestra de posibles interferentes, que se
encuentran como componentes normales del suero. El disolvente se deja llegar hasta el
borde superior (90-120 min), se destapa la camara, sin tocar la silica, se sacan las
cromatoplacas, sin gotear el exceso de disolvente sobre la otra placa.

Las placas se dejan en posicion horizontal sobre una mesa para facilitar la evaporacion
del disolvente, la camara se vacia y seca con | ayuda de un ventilador de mano. A la
camara se ole agregan aproximadamente 100-125 ml. de la mezcla benceno-acetato de
etilo 7:3: los cromatoplacas ya secas de benceno se vuelven a introducir a la camara , se
deja llegar el disolvente hasta el borde superior y siguiendo los mismos pasos se colocan
en el tercer sistema de benceno-metanol 9:1. Es importante sefialar que la polaridad de
los disolventes (puros y/o mezclas) es cada vez mayor) El resultado de los tres sistemas
cromatograficos se revela al colocar la cromatoplaca bajo la luz ultravioleta (UV) de 254
nm, el componente F.254 en la cromatoplaca permite que la luz ultravioleta haga
aparecer a la silica con una fluorescencia verdosa, en aquellos lugares en donde exista
algo con capacidad de absorber esta longitud de onda, impedira que la luz ultravioleta
llegue al campo fluorescente y sera observado como una zona morada o violeta.. La luz
UV de 254 es caracteristicamente absorbida por sistemas de dobles enlaces conjugados
de atomos de carbono o bien de sistemas alfa-ceto insaturados, por lo que los esteroides
de la serie A delta 3 cetona pueden absorber este tipo de longitud de onda, la testosterona
y la androstendiona tienen sistema A delta 3 cetona en su estructura por lo que dos
microgramos de esteroide estandar se observan facilmente sobre el fondo verdoso de la
cromatoplaca; con lapiz se marcan los contornos de las areas de desarrollo de ambos
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estandares, en los dos lados de la cromatoplaca se hace notar que las areas paralelas en
las zonas de muestra no se observa ninguna mancha morada ya que las cantidades de A y
T de las muestras son varios ordenes de magnitud menores a la de los estandares. Dado
que la S5-o-dihidrotestosterona no posee la caracteristica para absorber la luz UV, se
revela por la formacién de un compuesto colorido al realizar la reaccién de Zimmerman,
se agrega metadinitrobenceno en medio alcalino con una pipeta Pasteur en una linea recta
que una las areas reveladas de Ay T, se calienta con una pistola de aire y la
dihidrotestosterona reacciona formando una linea de color rosado que cambia a morado,
se marcan los limites superior e inferior de la linea coloreada.

Revelados los tres esteroides estandares, se marcan las areas paralelas trazando lineas
horizontales desde el borde superior del estindar mas alto y desde el borde inferior del
estandar mas bajo, para cada esteroide implicando asi una gran zona en la que deberian
poder localizarse los mismos esteroides pero de las muestras, se mercan asi mismo lineas
verticales, los limites izquierdo y derecho de cada zona de aplicacién quedando asi una
cuadricula en la que se localizan las areas de desarrollo de cada esteroide para cada
muestra. A estas zonas se les raspa la silica en la que se encuentran adsorbidos los
esteroides utilizando para ello una navaja, el polvo y los fragmentos de silica
desprendidos son adsorbidos mediante vacio hacia la pipeta Pasteur, la que ha sido
previamente empaca con fibra de vidrio, formandose asi una pequeiia columna de silica
que contiene solo uno de los esteroides, la operacion es repetida utilizando muchas
pipetas empacadas como areas de ocupacion de los esteroides a determinar. Los
esteroides contenidos en cada pequefia columna de silica son eluidos con 1.2 ml de la
mezcla de disolventes, éter dietilico metanol (9:1) hacia tubos de vidrio de 10x75 mm en
los que se colectan aproximadamente 1050-1100 microlitros, la elucién se realiza en
forma rapida en grupos de 10 tubos e inmediatamente los tubos se agitan de 1 a 2
segundos en el agitador por vibraciéon procurando no sacar el liquido, se toman dos
alicuotas de 500 microlitros, la primera se coloca en tubos de ensayo de 10x75 mm y la
segunda en viales de conteo, ambos marcados previamente con el coédigo de muestra y
esteroide correspondiente. Las dos alicuotas se evaporan a sequedad, la de los tubos para
radioinmunoanalisis, las muestras de los viales son para la evaluacion de las pérdidas de
material radioactivo agregado en la etapa de preparacién, a estos viales de preparacion y
los controles correspondientes se les afladen 5 ml de liquido de centelleo Fluor (tolueno-
PPO-POPOP), se tapan y se agitan suavemente, se evalua el contenido de radioactividad
presente en cada nivel contando los centelleos en un espectrofotémetro de centelleo
Packarel 3390, durante periodos de 10 min.

S. Radioinmunoanilisis.- 1a determinacién cuantitativa por radioinmunoanalisis, se basa
en el andlisis por saturacion, en el que la molécula demuestra tener capacidad de unir a S
con cierta afinidad, la molécula P en determinada concentracién es saturada con una
poblacién de S*, y si se coloca en un medio con diversas concentraciones de S, podrian
formarse dos tipos de complejos: PS y PS*, dado que la unién Py S o P y S* no es
definitiva se establecera un equilibrio en donde habra los dos tipos de complejo, pero la
proporcién de cada uno de ellos dependera de las concentraciones relativas de S y S*, en
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el radioinmunoanalisis, P es un anticuerpo y S es un esteroide ya sea androstendiona,
testosterona o dihidrotestosterona y S* es un esteroide idéntico pero marcado
radioactivamente (3H).

En tubos de ensayo de vidrio de 10x75 mm marcados como curva, se agregan cantidades
de 0, 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500, 1000 y 50000 pg e un esteroide, A (androstendiona),
T (testosterona) o DHT (dihidrotestosterona), tomando alicuotas por triplicado de
soluciones etanilicas de concentracién conocida, el disolvente se evapora a sequedad. Se
prepara una solucidén que contiene S*, con cantidad suficiente para dar 5000 cpm en cada
500 microlitros de solucién (solucién en amortiguador fosfatos =.15 M con 0.1% de
gelatina y 0.1% de azida de sodio), a la cual se agrega el suero de conejo que contiene los
anticuerpos antiesteroides especificos (T, 1:10000; A, 1:7500 y DHT, 1:10000). De esta
mezcla de ensayo, se agregan 500 microlitros de cada tubo de curva o muestra y se dejan
en incubacién a 4°C durante 18-20 hrs. tiempo en el:que se ha establecido el equilibrio.
Para separar el S y el S* libres remanentes de los complejos PS yPS*, se afiaden 200
microlitros de una suspensién de carbéon activado y Dextron T-70 (625-62.5 mg %), se
agitan y se hacen sedimentar las particulas de carbén pog centrifugacién a 1500 g durante
10 min. a 4 °C; los complejos PS y PS* quedan ahora }dscribimos con las particulas de
carbono, el sobrenadante se decanta a viales de conteo, |2 los que se les agregan 5 ml de
liquido de centelleo Instagel, se tapan y se agitan vigorosamente. El Enstagel se agrega
por la gran dificultad de evaporar 700 microlitros de agua, éste tiene un detergente por lo
que puede incorporar el agua y formar una sola fase, haciendo posible el conteo de
radioactividad. Se evaliia el contenido de radioactividad tanto de la curva como de las
muestras.

Se realizan una serie de calculos para obtener el dato de concentracidn de esteroides en
las muestras.

Con los datos de la curva se calcula el porcentaje de unién neto, tomando como 100% la
cantidad de cuentas de esteroides radiactivos, unido a la dosis de O pg de esteroide no
radioactivo y después de restar la llamada unién inespecifica (las cuentas obtenidas en los
tubos de 50000 pg, en un exceso de masa que deberia desplazar a todo el esteroide
radioactivo unido) Asi a cada punto de la curva se le calcula su % de unidn neto el cual se
expresa en su transformacion Loget. Como funcién del logaritmo de la cantidad de masa
agregada para que nos de una recta de pendiente negativa de la que se calcula su
ecuacion. Ya sea en forma manual o mecinicamente los % de unién neta de cada
muestra, se interpreta en la curva patréon obteniendo la respectiva cantidad de masa. Dado
que al final de la etapa de separacion se tomaron dos alicuotas iguales, la cantidad de
trazador recuperado expresado como el % del total agregado al inicio, es equivalente a la
cantidad de masa de esteroide remanente o contenida en la alicuota del tubo, por lo que
se hace la correccion correspondiente y se obtiene la cantidad de masa de esteroide
inicial; conociendo la alicuota da muestra tomada, la cantidad de esteroide inicial se
transforma a términos de concentraciéon pg/ml! de cada esteroide y de cada muestra.
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