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1. RESUMEN

La obesidad es uno de los principales problemas de salud a nivel mundial. Diversas
investigaciones han demostrado que ésta influye de manera determinante en el metabolismo del
individuo provocando alteraciones en la secrecion, asimilacion y concentracion de varias
hormonas; algunas de éstas, como el estradiol que son esenciales para el funcionamiento de los
procesos reproductivos de las hembras, principalmente en la maduraciéon de los ovocitos a través
de la foliculogénesis. El proposito de este trabajo fué determinar si existe relacion entre el peso
corporal, la concentracién de estradiol en sangre y el desarrollo de los foliculos ovaricos en
hembras del raton de los volcanes Neotomodon alstoni, a partir de la capacidad de sincronizacion
a un estimulo olfativo. Los resultados mostraron que las hembras delgadas requieren menor
tiempo para sincronizarse a un estimulo olfativo que las obesas. Asi mismo, se registrd que la
concentracion de hormonas estd ligada a la etapa del ciclo estral en el que se encuentran los
individuos. Para las delgadas esta concentracion es igual, debido a que coinciden en la misma
etapa del ciclo estral, diestro; respecto a las obesas, se observd gran variacion en la
concentracion de esta hormona, ésto es consistente con la etapa del ciclo en que se encontraba
cada una. El analisis histolégico de los ovarios demostrd que no hay diferencias significativas en
el nimero de foliculos en la mayoria de las etapas de desarrollo de los mismos entre las hembras
delgadas y obesas, solamente se observd diferencia significativa en los foliculos terciarios
atrésicos, la cual podria estar relacionada con la condicion de obesidad. Por lo anterior este
trabajo sirve como antecedente para el estudio mas detallado de las posibles diferencias entre
organismos delgados y obesos en lo que se refiere a las modificaciones del ciclo reproductivo asi
como en la posible fertilidad de esta especie. Se requieren mas estudios al respecto para ampliar

el conocimiento de los efectos anteriormente mencionados.



2. INTRODUCCION

Actualmente, el estudio de la obesidad es multidisciplinario y ha trascendido el campo de la
biologia, por lo que ha alcanzado a influir en la salud publica, sociedad, cultura, conducta y

politica de la sociedad.

Desde la década de los ochentas, la obesidad se ha incrementado a un ritmo acelerado. Los
cambios en la cantidad y calidad de la ingesta de los alimentos, asociados a la falta de actividad
fisica han hecho que ¢ésta sea considerada como pandemia. Cada afio mueren alrededor de 2,6
millones de personas a causa de la obesidad o sobrepeso. Aunque anteriormente se consideraba
un problema confinado a los paises desarrollados, en la actualidad la obesidad también es
prevalente en los paises de bajos ingresos. En el 2012, la Organizacién para la Cooperacion y el
Desarrollo Econémico (OCDE) sefiald6 que México ocupa el primer lugar a nivel mundial en el

porcentaje de personas adultas que presentan esta condicion.

Esta patologia asociada a otras como el sindrome metabdlico, son factores de riesgo
importantes para el desarrollo de diabetes tipo 2, enfermedades arterialcoronarias y accidentes
cerebrovasculares, que son las principales causas de muerte en nuestro pais. El control de estas
alteraciones metabolicas incide directamente en la morbimortalidad de muchos padecimientos;
sin embargo, en la actualidad, no existen estrategias de prevencion y tratamiento eficaces para la
mayoria de los casos. Por estas razones, la obesidad y el sindrome metabolico se han convertido

en un serio problema de salud publica en los paises en desarrollo (Garcia-Garcia et al., 2008).

La obesidad puede considerarse como el principal problema de salud publica al cual se
enfrenta México, debido a su gran prevalencia, sus consecuencias y su asociacion con las
principales causas de mortalidad. La salud publica desempefia un papel fundamental tanto en la
identificacion de factores determinantes y sus posibles soluciones como en la implementacion de
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medidas para su control y la evaluacion de su eficacia. En el afio 2012, la Encuesta Nacional de
Salud y Nutricion (ENSANUT) report6é que 35% de los adolescentes presenta sobrepeso u
obesidad, en el ambito nacional esto representa alrededor de 6 325 131 individuos entre 12 y 19
afios de edad. Asi mismo, la prevalencia de sobrepeso y obesidad en adultos es de 73.9%, del
cual el 64% se presenta en hombres y el 82.8% en mujeres. De acuerdo al Indice de Masa
Corporal (IMC) establecido para México, en mujeres de 20 a 49 afos de edad, se observé que en
el periodo de 1988 a 2006 la prevalencia de sobrepeso increment6 41.2% y la de obesidad
270.5%. Si bien la tendencia de sobrepeso disminuy6 5.1% entre el afio 2006 y 2012, la de

obesidad aument6 2.9% (Gutiérrez et al., 2012).

2.1. Obesidad

La obesidad puede ser definida como el desequilibrio entre el consumo y el gasto de energia
(Garaulet y Madrid, 2010). Esto puede deberse a la ingesta excesiva de alimento, al bajo
consumo energético o actividad fisica y/o la combinacion de ambos fenomenos (Speakman et al.,

2008), y estad asociada a la concentracion excesiva de tejido adiposo (Roth et al., 2004).

2.1.1. Fisiopatologia de la Obesidad

El tejido adiposo, comunmente denominado grasa corporal, se concentra en células
especializadas conocidas como adipocitos; éstos son derivados del mesénquima cuya principal
funcion es almacenar lipidos, principalmente triglicéridos y colesterol esterificado, como reserva
energética. Hay dos tipos de tejido adiposo, el blanco y el pardo. El blanco se caracteriza por
tener una sola vesicula de grasa que ocupa casi todo el volumen celular y el citosol, los organelos

y el nacleo quedan agrupados en una estrecha franja periférica; este tejido esta especializado en
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el almacenamiento de lipidos como reserva energética a largo plazo. El pardo tiene menos
cantidad de grasa, por lo tanto, posee mayor numero de vesiculas de menor tamafio ademas de

gran namero de mitocondrias; su funcion principal es generar calor (Trayhurn, 2005).

Se ha demostrado que la grasa se distribuye por todo el cuerpo, incluso fuera de los
adipocitos, a ésto se le conoce como grasa metastasica (Unger y Orci, 2002). El deposito de ésta
ocurre generalmente cuando el tejido adiposo se encuentra saturado. La grasa metastasica puede
comprometer o dafiar el tejido hospedero donde se deposita (Wanless y Lentz, 1990; Halsted,
1999). Esta puede ser almacenada en el musculo (Perseghin ef al., 2003), e incluso las células B
del pancreas pueden presentar depositos de grasa que interfieren con la secrecion de insulina

(Unger y Orci, 2002).

También se ha hecho distincion entre los tipos de grasa basandose en su localizaciéon en el
organismo, se denominan depositos de grasa periféricos y centrales o, en otras palabras,

depositos subcutaneos y viscerales (Bjorntorp y Brodoff, 1992).

El tejido adiposo secreta gran numero de moléculas de sefalizacion (Figura 1) (Cottam et al.,
2004), estas secreciones definen el tipo de depdsito. Aquellos cuyas secreciones mantienen el
metabolismo normal, por ejemplo la adecuada secrecion de insulina, la sensibilidad a la hormona
y el aumento en la eficiencia del aprovechamiento de la glucosa, son conocidos como depdsitos
de grasa “buena”, y a los depdsitos cuyas secreciones promueven el mal funcionamiento

metabolico se les conoce como depositos de grasa “mala” (Bjorntorp y Brodoft, 1992).

Los tres productos peptidicos mas importantes que se secretan en este tejido son: la leptina
que regula la saciedad entre otros procesos, la adiponectina que aumenta la sensibilidad de las
células blanco a la insulina y la resistina que incrementa la resistencia a la insulina, la cual ha

sido considerada como benéfica debido a que mejora la sensibilidad a la insulina y promueve la
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eliminacion de la glucosa (O’Rahilly, 2002). Estos tres productos son exclusivamente generados

en el tejido adiposo, mientras que muchas otras moléculas de senalizacion derivadas de este

tejido son también producidas en otros tejidos, es decir, no son elaboradas exclusivamente en el

tejido adiposo (Roth et al., 2004).

Secreciones Adiposas

IGF-1
IGFBP

Proteina Morfogénica Osea

TNF-alpha
Interleucinas
TGF-beta
FGF
EGF

Acidos orasos
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. aw “, .
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Resistina . ‘ _ P landi
™~ ¢ } Glutamina
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Figura 1. Productos de secrecion del tejido adiposo: Ieptina, adiponectina y resistina; estos péptidos se producen
exclusivamente en este tejido. Ademas, es responsable de la secrecion de gran nimero de moléculas de sefalizacion
y contiene adipocitos y macrofagos activados, ambos considerados como células secretoras. (Modificado de: Roth et

al., 2004).

Se ha demostrado que el tejido adiposo normalmente alberga macréfagos que se encuentran

agrupados entre los adipocitos (Weisberg et al., 2003; Xu et al., 2003). Se ha propuesto que las

secreciones de los adipocitos atraen a los macrofagos y estimulan su maduracion y activacion. La

12



densidad de los macréfagos en el tejido adiposo de ratones y humanos obesos es mayor que en el

tejido adiposo de organismos con peso normal (Roth ef al, 2004).

El macréfago activado en el tejido adiposo es el factor determinante para el funcionamiento
de la grasa "mala" y genera el estimulo proinflamatorio caracteristico de la obesidad. Los
estudios demuestran que las citocinas proinflamatorias son importantes componentes de la
resistencia a la insulina y funcionan como mediadoras de la patologia en la obesidad, diabetes,

arterosclerosis y envejecimiento (Perseghin et al., 2003; Weisberg et al., 2003; Xu et al., 2003).

Se creé que la insulina y las citocinas proinflamatorias intervienen en regular la sensibilidad a
la insulina en las células blanco iconicas asi como en las células secretoras de citocinas de los

sistemas inmunes innatos (Liang ef al., 2004).

Otra caracteristica de la obesidad es el exceso de acidos grasos libres secretados por los
adipocitos. Cuando éstos estimulan a las células  pancreaticas aumenta la liberacion de insulina,
que a su vez, en el adipocito, amortigua la lipdlisis, mejora la reesterificacion de los acidos
grasos y reduce los acidos grasos libres de plasma a niveles normales. Entre comidas, los acidos
grasos son el principal regulador de la secrecion de insulina basal (Bollheimer et al., 1998), lo
que en consecuencia es determinante significativo de la “sensibilidad a la insulina” en todo el

organismo.

Niveles elevados de acidos grasos libres también tienen efectos directos en el metabolismo del
musculo e higado, donde amortiguan los efectos de la insulina (Kim et al., 2004; Perseghin et al.,
2003; Randle et al., 1963). De esta manera, la masa de grasa hipertrofiada produce sobre
abastecimiento de acidos grasos en sangre que contribuye de muchas maneras a las alteraciones

asociadas a la obesidad.
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2.1.2. Genética de la Obesidad

Diversos estudios han concluido que la obesidad tiene una fuerte base genética (Stunkard et

al., 1986; Stunkard et al., 1990).

Los efectos monogénicos (relacionados a un solo gen) que causan obesidad severa, fueron
primero identificados en roedores hace varias décadas y, mas recientemente, han sido
descubiertos en humanos (Farooqi y O’Rahilly, 2004; O’Rahilly et al., 2003). La lista de
defectos monogénicos responsable de la obesidad en humanos va en aumento; dos ejemplos de
estos genes son los que causan deficiencia de la produccion de leptina y mal funcionamiento del
receptor de melanocortina 4 (Branson et al., 2003; Farooqi et al., 2003; Farooqi y O’Rahilly,
2004; List y Habener, 2003; O’Rahilly et al, 2003). Cada uno ha sido asociado con
sobrealimentacion causada por la pérdida de una sefal inhibitoria de la alimentacion
(anorexigénica). Las mutaciones del receptor de melanocortina 4, la mas comun de las
obesidades monogénicas, estan asociadas a los "atracones" (Farooqi et al., 2003; Branson et al.,

2003; List y Habener, 2003).

En general, los estudios mas recientes referentes a la obesidad han determinado que se trata de
un desorden complejo que resulta de la interaccion de multiples genes susceptibles con factores

ambientales a lo largo del tiempo (Roth ef al., 2004).

El desarrollo de la obesidad esta asociado con la incidencia de otras alteraciones en el
metabolismo, que demeritan la calidad de vida del individuo. De estos padecimientos, el

sindrome metabdlico es de los mas estudiados.
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2.1.3. Sindrome Metabolico

En 1988, Gerald Reaven propuso que la presencia del "grupo de resistencia" a la insulina (e
hiperinsulinemia), intolerancia a la glucosa, alteraciones de los lipidos plasmaticos (cominmente
un nivel elevado de acidos grasos libres) y la hipertension eran los componentes de un sélo
sindrome, que llamo6 Sindrome x y que actualmente es conocido como Sindrome metabolico

(Reaven, 1988; Reaven, 2003).

Actualmente, se han presentado dos avances importantes en el estudio de esta alteracion; el
primero se refiere a que los componentes del sindrome metabolico estan ligados al exceso de
produccion local de cortisol. Normalmente, esta hormona (producida por la glandula adrenal) es
convertida a cortisona inactiva por la 11f-hidroxisteroide deshidrogenasa tipo 2, producida en
los rifiones. Sin embargo, la 11p-hidroxisteroide deshidrogenasa tipo 1, que se produce en los
adipocitos, transforma la cortisona inactiva a cortisol activo. Por lo tanto, la sobreproduccion de
cortisol en el tejido adiposo promueve el sindrome metabdlico, al menos en algunos individuos

(Masuzaki y Flier, 2003; Rask et al., 2001).

El segundo avance, es el cambio de cuatro (o mas) componentes del sindrome metabodlico a
un solo enfoque en la resistencia a la insulina; ésto se debe a que esta caracteristica es el
predictor dominante e independiente de la mayoria de las enfermedades relacionadas al
envejecimiento, que incluye las alteraciones cardiovasculares y el cancer (Reaven, 1988; Reaven,

2003).

El aumento agudo de insulina estimula el metabolismo, pero la persistencia del nivel elevado
de esta hormona circulante desensibiliza las células blanco por diversos mecanismos, que
incluyen efectos en el receptor de insulina (Gavin et al., 1974) y en varios sitios mas alla del

receptor (Le Marchand et al., 1977; Zick, 2003).
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La hiperinsulinemia (el exceso de insulina en sangre) causa resistencia a la insulina y
disminuye la afinidad de esta hormona a su receptor, asi como incrementa la concentracion de
los triglicéridos. Estudios con ratones transgénicos muestran que la hipersecrecion primaria de
insulina en ratones delgados produce resistencia a la insulina generalizada y un estado
metabolico semejante a las primeras etapas de la diabetes (Marban y Roth, 1996). En resumen, la
hipersecrecion de insulina puede ser “la causa de” y “el resultado de” la resistencia a la insulina

(Roth et al., 2004).

Ademas de la relacion entre la obesidad y el sindrome metabdlico, se ha demostrado que ésta
forma parte importante en otros padecimientos y alteraciones del metabolismo, como son
procesos asociados al envejecimiento, enfermades cardiovasculares y cerebrovasculares,

incidencia de ciertos tipos de cancer, entre otras, que se desarrollan a continuacion.

2.1.4. Consecuencias de la Obesidad

La obesidad influye de manera determinante en los procesos de envejecimiento,
especialmente cuando esta asociada a la diabetes. También acelera el inicio, aumenta la
prevalencia e intensifica la severidad de las principales enfermedades asociadas al
envejecimiento como son hipertension, padecimientos cardiovasculares y cerebrovasculares,
entre otros, pero no presenta una relacion con el desarrollo de la osteoporosis (donde actiia como

agente protector) (Bruunsgaard y Pedersen, 2003; Darnton-Hill ez al., 2004; Ogden et al., 2003).

Se han desarrollado numerosas teorias para definir el concepto de envejecimiento, pero
ninguna ha sido aceptada completamente. Escencialmente se define como la acumulacion de

cambios adversos en el organismo que aumentan el riesgo de muerte, éstos pueden ser atribuidos
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al desarrollo, defectos genéticos, ambiente, enfermedades y los procesos innatos de

envejecimiento (Harman, 1998).

De los padecimientos cardiovasculares y cerebrovasculares asociados a la obesidad, algunos
de los mas importantes son: hipertension (Hubert et al., 1983; Stamler et al., 1978), infarto al
miocardio (Piegas et al., 2003), embolia (Rexrode et al., 1997; Walker et al., 1996) e incremento

en el riesgo de desarrollar demencia (Gustafson et al., 2003; Kanaya ef al., 2004).

La obesidad también aumenta el riesgo de cancer, particularmente en las mamas y el
endometrio. Tradicionalmente, ésto se atribuye a la influencia del estrégeno producido en exceso
por el tejido adiposo (Huang et al., 1997; Shimizu et al., 1991). Asi mismo, otros estudios
demostraron que diversos tipos comunes de cancer (no dependientes de estrogeno) se presentan
mas en personas con obesidad, como el que se desarrolla en el coldn y el rifion (Lew y Garfinkel,

1979).

Muchos otros 6rganos y sistemas se ven afectados, como sucede con la esteatosis hepatica
(higado graso) asociada a la obesidad que puede originar disfuncién hepatica y cirrosis (Wanless
y Lentz, 1990; Halsted, 1999), la apnea del suefio y asma (Luder et al., 2004; Vgontzas et al.,
1994; Li et al., 2003), osteoartritis (Felson et al., 1988; Mokdad et al., 2003; Manek et al., 2003),
calculos biliares (Maclure et al., 1989), problemas de fertilidad, embarazo y parto (Pasquali et
al., 2003) y aumento en la depresion y suicidio (Johnston et al., 2004; Dong et al., 2004; Yang et

al., 2004).

Debido a la importancia en el estudio de esta enfermedad, se han desarrollado distintos

métodos para estudiarla. Cada uno se enfoca en distintos aspectos de esta alteracion.
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2.1.5. Modelos animales de la Obesidad

Se han desarrollado diversos modelos animales para estudiar los efectos de la obesidad, los
mas comunes son los inducidos genéticamente en laboratorio, algunos ejemplos son los

ob/oby. carentes del receptor de leptina (LepR°”"); el

deficientes en produccion de leptina (Lep
letal amarillo de aguti (A¥/a), individuos deficientes del receptor 4 de melanocortina (MCR-4) y

del receptor 3 (MCR-3). En contraste, los modelos animales que presentan la condicion de

obesidad de manera no inducida o natural son muy pocos (Kennedy et al., 2010).

Estos modelos animales utilizados para estudiar la obesidad, muestran niveles elevados de
corticosterona (Smith, 1996). También se ha observado que las hembras con obesidad presentan
el inicio de la pubertad mas temprano que aquellas con peso normal. Asi mismo, la obesidad se
ha asociado al incremento en el riesgo de hiperandrogenismo y de ciclos anovulatorios (Smith,

1996).

Se ha descrito que los estrogenos mantienen la homeostasis de energia via sus receptores ERa
y ER(, al limitar el consumo de energia y lipogénesis, lo cual mejora el gasto de energia y

disminuye la secrecion y sensibilidad a la insulina (Mauvais-Jarvis, 2011).

Debido a la importancia del tejido adiposo en la secreciéon de hormonas, como la leptina y el
estrogeno, se ha demostrado que hay una relacion entre el aumento de masa corporal y
alteraciones en caractéristicas reproductivas del organismo. La probabilidad de embarazo en
mujeres obesas disminuye sostenidamente conforme el IMC aumenta (Van der Steeg et al.,

2008).

Numerosos estudios han demostrado la influencia de la obesidad en aspectos reproductivos de

las hembras, principalmente en alteraciones en la composicion y concentracion de sustancias de
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gran importancia en los procesos metabolicos de los individuos (Pandey et al., 2010). Debido a
ésto, es importante estudiar la fisiologia reproductiva de la hembra y el efecto de la obesidad en

ésta.

2.2. Fisiologia del aparato reproductor de la hembra

El sistema reproductivo de la hembra estd compuesto por ovarios, oviductos o trompas de
falopio, utero, cervix, vagina y genitales externos (Nalbandov, 1976) (Figura 2). Ademas, este
sistema estd controlado por interacciones complejas entre factores hormonales y psicoldgicos

(Gartner y Hiatt, 2002).

2.2.1. Ovarios

Los ovarios son 6rganos pareados situados dentro de la cavidad abdominal. Se encuentran
suspendidos en el ligamento ancho del ttero por una insercion llamada mesoovario, un pliegue
especial del peritoneo que lleva vasos sanguineos a los ovarios. Estan cubiertos por una capa
sencilla de epitelio denominada epitelio germinal. Directamente debajo de éste se encuentra la
tunica albuginea, que es una capsula de tejido conectivo denso irregular, colagenoso, poco
vascularizado, cuyas fibras de colagena se orientan en una corteza celular y una médula, que
consiste sobre todo en tejido conectivo laxo con vascularizacion abundante; los vasos sanguineos
de la médula derivan de las arterias ovaricas. El ovario se divide en corteza y médula, aunque

histologicamente esta division no es completamente definida (Gartner y Hiatt, 2002).
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Figura 2. Esquema del aparato reproductor femenino de la rata (Modificado de: Suckow et al., 2005).

Los ovarios tienen dos funciones completamente diferenciadas pero relacionadas entre si, la
primera es la endocrina y la segunda es la gametogénesis (Peters y McNatty, 1980). La funcién
endocrina del ovario se refiere a la produccion y secrecion de hormonas que asegura la
produccion regular de ovocitos sanos en el momento en el que tendran la maxima oportunidad de
ser fertilizados. Sin embargo, la sefial de maduracion de éstos se origina en la hipofisis anterior,
donde se secretan gonadotropinas que estimulan el crecimiento de los foliculos
(Foliculogénesis), la ovulacion y la formacion del cuerpo luteo (Peters y McNatty, 1980). Esta

funcion, es altamente regulada por un sistema de retroalimentacion que involucra al hipotalamo,
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la hipoéfisis y al ovario, que es considerado como un reloj biologico que da la temporalidad al

ciclo hormonal de este eje (Peters y McNatty, 1980).

2.2.1.1. Morfologia del ovario

El ovario adulto se considera compuesto por tres unidades funcionales separadas: (1) el
estroma y tejido intersticial, (2) los foliculos y (3) el cuerpo luteo. Estas estructuras estan en
constante recambio y mientras una se degenera, otra puede ser formada a partir de estos
elementos (el foliculo se transforma en el cuerpo luteo, y los foliculos atrésicos se agregan al

estroma) (Figura 3) (Peters y McNatty, 1980).

-,

Foliculo gf o oo

Cuerpo pequeno
luteo ’ A oy
v
Tejido
Foliculo gf :
grande adiposo |

Vasos 3 N
sanguineos |

Foliculos e ¥ {
primordiales !

Foliculo gf
atrésico

Figura 3. El ovario adulto se subdivide en tres regiones: el cortex, la médula y las regiones del hilio. El cortex
consiste en la superficie de epitelio (se), tinica albuginea (ta) y los foliculos ovaricos primordial, primario (pf),
secundario (sf), foliculo terciario (tf) y foliculo de graaf (gf). La médula esta constituida por grandes vasos
sanguineos y nervios. El hilio se constituye por las grandes arterias espirales y el hilio o células ovaricas de leyding

(Modificado de: Bloom y Fawecett, 1975).

21



La corteza del ovario esta compuesta por una red de tejido conectivo, llamada estroma, que
contiene células estromaticas similares a fibroblastos y foliculos ovaricos en diversas etapas de

desarrollo.

2.2.1.2. Estroma

El estroma es el tejido de sostén de los foliculos que se deriva del mesénquima celomico y
proveé la matriz celular basica en la que los foliculos estan distribuidos. Dispersos alrededor del
cortex del ovario hay miles de foliculos primordiales formados a partir del residuo de la
provision de ovocitos presentes en la vida fetal. En cuanto inicia el crecimiento de los foliculos,
ellos inducen los cambios en las células estromales circundantes, las cuales se diferencian en
células de la granulosa y de la teca. Inversamente cuando los foliculos degeneran y se vuelven
atrésicos, algunas de las células asociadas se desdiferencian a células estromales, aunque la
mayoria es fagocitada. En algunas especies como los conejos y las liebres, estas células son lo
suficientemente prominentes para ser llamadas "glandula intersticial", que secreta grandes

cantidades de hormonas esteroideas (Ross y Vande-Wiele, 1974).

2.2.1.3. Foliculos

Todas las hembras de los mamiferos nacen con un exceso de ovocitos. Estos estan localizados
en foliculos primordiales, cada uno consistente en un oocito primario, rodeado por la capa de
células de la granulosa. La mayoria de estos ovocitos se desarrolla hasta cierto grado, se vuelve
atrésico y se degrada. Relativamente pocos se desarrollan completamente para ser ovulados. El

foliculo preovultarorio completamente desarrollado tiene varias capas de células de la granulosa
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que rodean la cavidad que contiene fluido folicular, abundante en esteroides, y rodeando a las

células de la granulosa se encuentran las células de la teca (Bronson, 1989).

El foliculo esta formado por el ovocito y su cubierta que esta compuesta de células y una
membrana externa. Durante el desarrollo folicular la morfologia cambia conforme el ovocito
madura y las células circundantes se diferencian (Figura 4). Estas etapas en el desarrollo de los

foliculos se han clasificado con varios términos:

(I) Foliculo primordial que describe los foliculos en estado de reposo con una sola capa de
células de la granulosa; tiene un nucleo acéntrico grande con un nucleolo, los organelos incluyen
multiples mitocondrias, complejos de Golgi en abundancia, reticulo enopldsmico rugoso que solo
muestra unos cuantos ribosomas y laminas anulares ocasionales. Las células foliculares
escamosas rodean por completo el oocito primario y se unen entre si mediante desmosomas. Una

lamina basal las separa del estroma de tejido conectivo (Gartner y Hiatt, 2002).

(IT) El Foliculo primario se refiere a los foliculos con una sola capa de células de la granulosa
que han comenzado el proceso de crecimiento; el oocito primario crece, en la totalidad de las
células se encuentran varios complejos de Golgi dispersos, reticulo endopldsmico rugoso con
abudantes ribosomas, muchos de éstos libres y multiples mitocondrias dispersas. Las células
foliculares se tornan de forma cuboide. El desarrollo de los foliculos primarios es independiente
de la FSH, en su lugar la diferenciacion y proliferacion de las células foliculares es estimulada

por factores locales secretados por células del ovario (Gartner y Hiatt, 2002).

(ITI) Foliculo secundario o preantral que describe los foliculos con una membrana granulosa
de grosor variado; las células foliculares proliferan y se estratifican y forman varias capas
alrededor del oocito primario, a éstas se les llama células de la granulosa. La actividad
proliferativa de éstas se debe a la molécula de sefialamiento activina elaborada por el oocito
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primario. Durante esta etapa aparece una sustancia amorfa llamada la zona pelucida que separa el
ovocito de las células foliculares circundantes. La zona pelucida estd compuesta por tres
glucoproteinas diferentes, ZP,, ZP, y ZP; secretadas por el oocito. Esta zona es invadida por
microvellosidades del oocito y filopodios de las células foliculares que entran en contacto entre
si y forman uniones de intersticio a través de las cuales se comunican durante todo el desarrollo
folicular. Las células del estroma comienzan a organizarse alrededor del foliculo y forman una
teca interna, compuesta sobre todo por una capa celular vascularizada en abundancia, y una teca
externa compuesta basicamente por tejido conectivo fibroso. Las células que constituyen la teca
interna poseen receptores a LH en su plasmalema y asumen las caracteristicas ultraestructurales
de células productoras de esteroides. Su citoplasma acumula multiples gotitas de lipidos, tiene
reticulo endopldsmico en abundancia y las crestas de sus mitocondrias son tubulares. Estas
células de la teca interna producen androstenediona, que penetra en las células granulosas, donde
la enzima aromatasa la convierte en estradiol. Una lamina basal engrosada separa las células

granulosas de la teca interna (Gartner y Hiatt, 2002).

(IV) Foliculo terciario o antral, son los términos dados a los foliculos antrales en varias etapas
de desarrollo, donde las células de la granulosa se acumulan en la periferia dando paso al antro
folicular que es abundante en fluido folicular; se observa un aumento de tamallo del foliculo con
multiples capas de células granulosas alrededor del oocito primario, se desarrollan algunos
espacios intercelulares dentro de la masa de células de la granulosa y se llenan con un liquido
conocido como liquido folicular. Bajo la influencia de la FSH el numero de capas de las células
de la granulosa aumenta, igual que la cantidad de licor folicular, este liquido incluye
glucosaminoglicanos, proteoglicanos y proteinas de union de esteroides producidas por las

células de la granulosa, asi como progesterona, estradiol, inhibina, foliostatina y activina, las
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cuales regulan la liberaciéon de LH y FSH. Ademas, la FSH induce a las células granulosas para
que elaboren receptores para LH, que se incorporan en su citoplasma. La mayoria de los
foliculos que llegan a esta etapa de desarrollo sufren atresia, pero algunas de las células de la
granulosa relacionadas con los foliculos atrésicos no degeneran y forman glandulas intersticiales,

que secretan cantidades pequefias de androgenos (Gartner y Hiatt, 2002).

(V) Foliculo de Graaf, se refiere al foliculo que ha alcanzado su completo desarrollo y esta
listo para ser ovulado. A medida que se produce mas liquido, coalescen gotitas individuales de
licor folicular para formar una cdmara llena de liquido llamada antro. Las células de la granulosa
se reordenan de tal manera que el oocito primario estd rodeado por un grupo pequefio de estas
células que se proyectan de la pared al antro, esta estructura se denomina cimulo 6oforo. Las
células de la granulosa cuboides dispuestas de forma laxa adyacentes a la zona pelucida se alejan
del oocito, pero sus filipodios permanecen dentro de la zona pelucida y conservan el contacto
con el oocito, esta configuracion se denomina como corona radiata. Las céulas estromaticas se
alargan y la teca interna es invadida por capilares que la nutren al igual que a las células de la

granulosa avasculares (Gartner y Hiatt, 2002).

Otra clasificacion que ha sido de gran utilidad es la que se basa en el tamafio de los foliculos;
donde el tamafio de éstos esta definido por el numero de células en la envoltura folicular y en la

morfologia del foliculo (Pedersen y Peters, 1968; Peters y McNatty, 1980).

En las etapas tempranas del desarrollo ovarico, las células germinales u ovocitos se
encuentran juntas en nidos de células, sin membranas celulares claramente definidas. Este
sincitio o cenocito esta rodeado generalmente por células estromales esbeltas. La transformacion
de los nidos de células de ovocitos a foliculos individuales se define como foliculogénesis

(Peters y McNatty, 1980).
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El tiempo en el cual se inicia la formacion de los foliculos varia entre especies; en algunas,
comienzan a formarse desde la vida embrionaria (humanos, monos, caballos, vacas, cerdos,
cuyos), mientras que en otras, la foliculogénesis inicia durante el periodo neonatal (rata, raton,
ratones de campo) y en otras especies, inicia ain mas tarde (hamster, vison, gato, hurén, conejo,
perro). La formacion del foliculo involucra la separacion de los ovocitos, la fijacion de algunas
células (de la granulosa) a su superficie y el cierre de la membrana basal alrededor de esta
unidad. Diferentes tejidos en el ovario temprano han sido considerados como progenitores de las
células de la granulosa. Las células de la red de tGbulos que crecen para ser las gonadas
tempranas, asi como el epitelio de la superficie contribuyen elementos celulares que se vuelven
parte del foliculo (Peters, 1978). La formacién del foliculo es dependiente de la presencia de esta
red y, si es removida antes de que inicie la foliculogénesis, no se formaran los foliculos (Byskov,

1975; Byskov, 1978).

La formacion de los foliculos siempre inicia en la parte mas interna del cortex. Ocurre en la
parte del ovario donde los ovocitos estan en contacto intimo con la red de tabulos. Las células de
¢ésta forman pseudopodios, microtubulos y microfilamentos (elementos que caracterizan a las
células capaces de desplazarse); ellas se mueven, aparentemente, entre los ovocitos y se adhieren

a su superficie (Byskov, 1975).

La foliculogénesis se extiende de la parte mas interna del cortex y, conforme alcanza la
superficie, en este proceso el epitelio contribuye células para la cubierta del foliculo. Los
cordones epiteliales se extienden sobre la superficie y penetran hacia el ovario (Wagenen y
Simpson, 1965; Winiwarter y Sainmont, 1909) y muchos de ellos pierden su conexiéon con la

superficie y se internalizan. Los ovocitos se situan entre los cordones y se forman foliculos
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pequetios (O’Shea, 1966). En algunas especies, aparentemente, el epitelio de la superficie no es

esencial para la foliculogénesis (el ratén) (Byskov, 1978).

La formacion de los foliculos siempre inicia en la parte mas interna del cortex. Ocurre en la
parte del ovario donde los ovocitos estan en contacto intimo con los rete ovarii. Las rete células
forman pseudopodios, microtubulos y microfilamentos (elementos que caracterizan a las células
capaces de desplazarse); ellas se mueven, aparentemente, entre los ovocitos y se adhieren a su

superficie (Byskov, 1975).

La foliculogénesis se extiende de la parte mas interna del cortex y, conforme alcanza la
superficie, el epitelio contribuye células para la cubierta del foliculo. Los cordones epiteliales se
extienden sobre la superficie y penetran hacia el ovario (Winiwarter y Sainmont, 1909; Wagenen
y Simpson, 1965) y muchos de ellos pierden su conexion con la superficie y se internalizan. Los
ovocitos se situan entre los cordones y se forman foliculos pequefios (O"Shea, 1966). En algunas
especies, aparentemente, el epitelio de la superficie no es esencial para la foliculogénesis (el

raton) (Byskov, 1978).

La mayoria de los foliculos se vuelven atrésicos, a través del proceso de apoptosis controlado
hormonalmente. Se ha propuesto que el TNF-a, Fas ligando, que actia a través de receptores con
dominios apoptoéticos, y los androgenos son factores atrsiogénicos; que, en conjunto con todo el
complejo hormonal encargado de la maduracion folicular, regulan el proceso de apoptosis (Kapia
y Hsuch, 1997). Cuando un foliculo maduro se rompe y libera su oocito, los foliculos maduros

restantes experimentan atresia y son fagocitados por macrofagos (Gartner y Hiatt, 2002).

27



FOLicULO Lémina basal
PROMORDIAL === Ovocito en dictioteno
Células de la granulosa

40pm

Lamina basal

Células de la granulosa

FoLicuLo
PRIMARIO

100um

Ovocito

Zona peltcida

Lamina basal
Células de la granulosa

Zona peltcida

FOLicULO
SECUNDARIO

200Pm

Ovocito
Futura teca

Teca externa

Membrana basal

Células secretoras
de esteroides
Antro

Vasos sanguineos

FoLicuLo
TERCIARIO Zona pelucida
TEMPRANO ovecito

P Células de la granulosa
en varias capas

Teca interna

Capa de células
granulosas Teca de células intersticiales

Teca interna Antro folicular

(fluido folicular)
Perdida de tejido

conectivo Capilares

Zona peltcida
Corona radiata

(células de la granulosa)
Lamina basal

Cumulus oophorus
(células de la granulosa)

Teca externa

FOLICULO DE
GRAAF

Figura 4. Esquema del desarrollo folicular de los ovocitos. (Modificado de: Erickson ef al., 1985)

28




Los foliculos en proceso de atresia se caracterizan por la presencia de leucocitos y células de
la granulosa picndticas, ademas de manifestar la pérdida en el arreglo celular en esta capa

granulosa (Ortiz, 1990).

2.2.1.4. Cuerpo Luteo

Después de la ovulacion, la pared del foliculo se cicatriza. En algunas especies (e.g.:
primates, cerdos, ovejas) el antro se llena de sangre y linfaticos, mientras que en otras la
acumulacion de fluido es insignificante y el cuerpo lateo rapidamente se vuelve un cuerpo solido
(como en el caso de hamsters, ratas, ratones), a esto se le conoce como cuerpo hemorragico. Los
componentes celulares del cuerpo luteo provienen principalmente de las células de la granulosa
con contribuciones variantes de la teca y el estroma que lo rodea. Durante la formacion del
cuerpo luteo se da gran vascularizacion: los linfaticos y vasos de la teca crecen en el cuerpo luteo
joven y se ramifican para formar una red fina de capilares. Ademas los fibroblastos y tejido
conectivo se vuelven parte del cuerpo luteo (Peters y McNatty, 1980). En consecuencia de esta
vascularizacion, se atraen fagocitos que eliminan el coagulo; concentraciones constantes de LH
convierten el cuerpo hemorragico en una estructura temporal que se denomina cuerpo amarillo,
que actiia como glandula endocrina. Esta estructura muy vascularizada se compone de células de
la granulosa y de la teca luteinicas. Las células de la granulosa luteinica que permanecen en la
region central del foliculo constituyen alrededor del 80% de la poblacion celular del cuerpo
amarillo, éstas se modifican en células grandes, de tincion palida que tienen multiples
microvellosidades largas y desarrollan todos los organelos necesarios para la produccion de
esteroides, incluso reticulo endoplasmico liso y rugoso en abundancia, multiples mitocondrias,

varios complejos de Golgi bien desarrollados y algunas gotitas de lipidos dispersas en la
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totalidad del citoplasma. Estas células producen progesterona y convierten los androgenos
elaborados por las células de la teca luteinicas en estrégenos. Posteriormente, si no ocurre la
implantacion, el cuerpo amarillo es invadido por fibroblastos, se torna fibroso y deja de secretar.
Sus remanentes se autolisan, proceso conocido como lutedlisis, y son fagocitados por
macrofagos. El tejido conectivo fibroso que se forma en su sitio se conoce como cuerpo blanco y
persiste durante algiin tiempo antes de reabsorberse. Los remanentes de €ste persisten como

cicatriz en la superficie del ovario (Gartner y Hiatt, 2002).

Respecto a la funcion de enddcrina del ovario, éste secreta gran variedad de péptidos que
influyen en el mismo ovario y en otros 6rganos, para la regulacion de la funcion reproductiva del

organismo (Peters y McNatty, 1980). Los cuales se refieren a continuacion.

2.2.2. Biosintesis de Esteroides Ovaricos

El ovario puede ser considerado como un agregado de tres tejidos enddcrinos: el tejido
intersticial, el foliculo y el cuerpo luteo. Los tres tienen la capacidad de sintetizar y secretar
hormonas esteroideas que estan compuestas de una estructura ciclopentahidrofenantrena comun,
llamada colesterol. Los principales esteroides producidos por el ovario son progestinas,
androgenos y estrogenos. Las cantidades secretadas varian durante la infancia, la pubertad y la
vida adulta, y estas variaciones estan relacionadas causalmente a los cambios continuos de

proporciones de los tejidos enddcrinos dentro del ovario (Peters y McNatty, 1980).

El precursor esteroideo comun para la biosintesis de progestinas, androgenos y estrogenos es
el colesterol, que puede ser sintetizado a partir del acetato. Las enzimas necesarias para la

biosintesis del colesterol estan localizadas en los microsomas (Flint y Armstrong, 1971). La
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mayoria del colesterol almacenado en la célula se encuentra en gotas de lipidos citoplasmaticos

en forma de derivados esterificados (Claesson, 1954).

La pregnenolona es un esteroide que se deriva del colesterol y es un precursor intermedio para
la biosintesis de progestinas, androgenos y estrogenos. Esta es sintetizada en la mitocondria (Hall
y Koritz, 1964; Sulimovici y Boyd, 1967, 1969). Los pasos biosintéticos de colesterol a
pregnenolona involucran al menos tres enzimas: 20a-hidroxilasa, 22-hidroxilasa y 20,22-
desmolasa; las cuales escinden la cadena lateral en la molécula de colesterol (Peters y McNatty,

1980).

2.2.2.1. Progestinas

La principal progestina sintetizada por el ovario es la progesterona; otras son 17aOH-
progesterona, 20a-dihidroprogesterona y 208-dihidroprogesterona. La progesterona, uno de los
mayores productos de conversion de la pregnenolona es sintetizado en grandes cantidades por el
cuerpo luteo (Peters y McNatty, 1980), y en algunas especies (rata, conejo y hamster) es también
sintetizado por la glandula intersticial del estroma o por las células de la granulosa del foliculo

preovulatorio (Leavitt y Blaha, 1970).

2.2.2.2. Andrégenos

El ovario es una fuente importante de andrégenos, androstenediona y testosterona. Existen
dos rutas importantes para su biosintesis y ambas parten de la pregnenolona a androstenediona

(Ryan y Smith, 1961, 1965; Short et al, 1961).
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Los tres tejidos enddcrinos del ovario tienen la capacidad de sintetizar androgenos. Los
tejidos del estroma y la teca son los mayores sitios de produccion éstos a partir del acetato

(Savard, 1968; YoungLai, 1973; Seamark et al., 1974).

La androstenediona es un andrégeno biologico débil, pero es un precursor importante de la
testosterona mas activa. El ovario secreta abundantes cantidades de androstenediona, que puede
ser convertida en otra parte a testosterona y dihidrotestosterona. La conversion de
androstenediona a testosterona es reversible (Davenport y Malette, 1966). Otros andrégenos

identificados en el tejido ovarico son 19-norandrostenediona y epitestosterona (Short, 1961).

2.2.2.3. Estrégenos

El estradiol-17f y la estrona son los principales estrogenos producidos por el ovario. Todos
¢éstos son derivados del androgeno, androstenediona y testosterona, los cuales son los principales
precursores para la biosintesis de estrogenos (Engel, 1973). Las enzimas aromatasas que
promueven esta conversion se encuentran en los microsomas (Areco y Ryan, 1967). Las células
de la teca y de la granulosa del foliculo y, en algunas especies, el cuerpo luteo son los principales
sitios para la biosintesis de los estrogenos (Ryan y Short, 1965; Ryan y Petro, 1966; Lisse y
Schiirenkédmper, 1968; YounglLai, 1973; Dorrington et al., 1975), pero el estroma no puede
sintetizar estrogeno a partir del andrégeno (Channing, 1969; Somma et al., 1969). Otro tipo de
estrogeno que ha sido aislado del tejido ovarico es el estriol, el cual se ha demostrado que se
sintetiza en los ovarios de mujeres postmenopausicas (Wotiz et al., 1956; Ryan y Smith, 1965;

Savard et al., 1965).
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La biosintesis de hormonas esteroideas es un proceso complejo y varias rutas biosintéticas
pueden llevar a los mismos productos (Figura 5). La multitud de conversiones bioquimicas puede
dar origen a precursores intermediarios (prehormonas) que se pueden convertir a hormonas
biologicamente mas activas en un tejido blanco distante. Muchos esteroides ovaricos y adrenales
funcionan como prehormonas, algunas de las mds comunes son pregnenolona,
dehidroepiandrosterona y su derivado de sulfato, androstenediona y testosterona (Tagatz y
Gurpide, 1973). La pregnenolona puede experimentar conversion extraglandular a progesterona
mientras que la dehidroepiandrosterona, androstenediona y testosterona pueden ser convertidas
en androgenos o estrogenos biologicamente mas potentes. Las prehormonas hacen generalmente
la contribucion significativa a la concentracion total de hormonas en sangre (Siiteri y McDonald,

1973).

Dependiendo del tipo celular ovarico se sintetizan diferentes hormonas: las células de la teca
producen principalmente androstenediona y las células luteas progesterona. Ademas, cada una de
¢éstas sintetiza otros esteroides, pero en cantidades mas bajas. El tipo de hormona que la célula
productora de esteroides secreta cambia con su maduracion progresiva.; por ejemplo, las células
de la granulosa de un foliculo sano en crecimiento secretan principalmente estradiol y poca o
nada progesterona, mientras que después de la ovulacion las células de la granulosa luteinizada

secretan principalmente progesterona (Peters y McNatty, 1980).

Los estrogenos que se producen durante la maduracion sexual en la pubertad, son
responsables del crecimiento y desarrollo de la vagina, el utero, y los oviductos, que son los
organos esenciales para el transporte de los ovarios, la maduracion final del ovocito y la

implantacion del producto. Ademas, los estrogenos afectan la distribucion de los depositos de
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grasa. El crecimiento y desarrollo de las glandulas mamarias también es iniciado por la accion de

los estrogenos en conjunto con otras hormonas (Hadley, 1996).

NADPH, O,

Colesterol Progesterona
20a, 22 B-Dihidroxicolesterol

Progesterona

Androstenediona 17a-Hidroxiprogesterona

NADPH, O,
Aromatasa

Aromatasa

Estrana Testosterona Estradiol

Figura 5. Ruta de biosintesis de estrogenos (Modificado de: Gupta, 2006).

En la mayoria de los mamiferos, los estrogenos son aromatizados y secretados por las células
de la granulosa del foliculo maduro, pero pueden ser elaborados, en menores cantidades, por el
cuerpo lateo. También se ha demostrado que la sintesis del estrogeno resulta de la cooperacion

de las células de la teca interna y las de la granulosa. En algunos mamiferos, la placenta se

34



convierte en la mayor fuente de estrégenos; de igual manera, también pueden ser sintetizados por

el blastocisto y, en menores cantidades, por las glandulas mamarias (Jameson ef al., 1988).

Los organos blanco del estrogeno incluyen el tejido mamario y uterino, los oviductos, y el
hipotalamo. Una de las principales funciones del estrogeno es el desarrollo rapido de algunas
estructuras como el epitelio uterino y mamario a través de la estimulacion de la sintesis de
proteinas. En algunos mamiferos, los estrégenos promueven el deposito de grasa en zonas
especificas del cuerpo, asi como el crecimiento de vello axilar y pibico; en estos procesos, los
estrogenos actuan en conjunto con otras hormonas. Los estrogenos tienen efectos inmediatos en
organos blanco, donde puede persistir hasta por dos horas, pero es rapidamente metabolizado en

otras partes del cuerpo (Heap e Illingworth, 1977).

La concentracién de estrogenos y otras hormonas responsables de la funcion reproductiva en
el organismo de las hembras aumenta y disminuye de manera ciclica en el metabolismo, este
ciclo hormonal est4 relacionado con el desarrollo de las foliculos ovaricos y los cambios en las

estructuras reproductivas.

2.2.3. Ciclo estral y ovarico

El ciclo estral se refiere a la progresion secuencial de ciclos fisiologicos y conductuales que
da como resultado la capacidad reproductiva de la hembra. Esto implica la maduracién periodica
de los foliculos y del ovocito, que sera liberado en la ovulacion y la posterior luteinizacion del
foliculo para formar el cuerpo luteo. Coordinado con este ciclo ovarico hay cambios ciclicos en
el utero de preparacion para la eventual implantacion en el caso de que ocurra la fecundacion.

Aunado a ésto, hay cambios en la conducta de receptividad femenina hacia el macho. Los
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agentes que sincronizan estos tres aspectos del ciclo estral son los productos hormonales

resultantes del eje hipotalamo-hipoéfisis-ovario (Bronson, 1989).

En la rata y el raton, el ciclo estral se ha divido en cuatro etapas o estadios que son: el
proestro, estro, metaestro y diestro. Los cuales se identifican a partir del examen de frotis
vaginal, que refleja las caracteristicas citologicas especificas que dependen de la concentracion
de estrogenos. Los tres tipos de células que se observan en una muestra de frotis vaginal son los
leucocitos, las células epiteliales cornificadas y las células epiteliales nucleadas. La abundancia

relativa de estos tipos celulares es lo que define el estadio estral (Marcondes et al., 2002).

El ciclo estral completo en ratones y ratas tiene un periodo de cuatro a cinco dias. Sus 4 etapas

se definen de la siguiente manera (Figura 6):

El proestro es la etapa donde predominan las células epiteliales nucleadas, éstas pueden
observarse agrupadas o de manera individual. Ocasionalmente pueden encontrarse algunas
células cornificadas. Esta etapa corresponde al estado preovulatorio, donde la concentracioén de
estradiol aumenta (Walmer et al, 1992) y consecuentemente, FSH y LH (hormona foliculo
estimulante y hormona luteinizante respectivamente, por sus siglas en inglés) aumentan y ocurre

la ovulacion (Parkening et al., 1982).

El estro se caracteriza por la presencia de las células epiteliales cornificadas escamosas, que
se presentan en aglomerados. Los nucleos no son visibles, el citoplasma es granular y son de
forma irregular. La concentracion de estradiol se mantiene elevada y baja al final del estro

(Walmer et al., 1992).
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En el metaestro se observa la mezcla de tipos celulares con predominancia de leucocitos y
algunas células epiteliales nucleadas y epiteliales cornificadas escamosas. La concentracion de

estradiol es baja (Walmer ef al., 1992).

El Diestro consiste predominantemente de leucocitos. Durante esta etapa, los niveles de

estradiol comienzan a elevarse (Walmer et al., 1992).

Durante el estro, metaestro y diestro, la concentracion de LH y FSH plasmatica son bajas

(Parkening et al., 1982).

El proestro y estro son considerados como estadios anabdlicos, en los cuales hay actividad de
crecimiento progresiva en varias partes del tracto genital; estos cambios coinciden en el ovario

con la ovulacidn, para favorecer la fertilizacion.

El metaestro se considera una etapa catabolica, en la que se presentan cambios degenerativos
en el tracto genital. Finalmente, el diestro es un periodo de quiescencia o de poco crecimiento

(Bronson et al., 1966).

Los cambios en la estructura citologica vaginal estdn asociados a los cambios en la
concentracion de las hormonas de la hembra que son las responsables de la maduracion del
foliculo y su eventual ovulacion. A estas variaciones hormonales se les conoce también como

ciclo hormonal u ovarico (Bronson et al., 1966).

Otro enfoque de clasificacion de estas caracteristicas es el ciclo ovarico, que en los mamiferos

ha sido divido en cuatro fases: folicular, proliferativa, ovulatoria y lutea (Morgan, 1982).

La fase folicular se caracteriza por el incremento en la concentracion de los niveles
plasmaticos de FSH, aunado a el ascenso muy leve en los niveles de LH; la concentracién de

estrogeno se mantiene baja con cambios pequefios, al igual que las otras hormonas gonadales. En
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esta etapa se da el crecimiento de algunos de los foliculos de reserva. Se puede relacionar con la

etapa del diestro del ciclo estral (Morgan, 1982).

La fase proliferativa corresponde al final del diestro y al proestro. En esta etapa se observa el
aumento en el nivel de estrogeno, que inicialmente es lento y después se acelera, y alcanza la
concentracion mas elevada justo antes de la ovulacion. La concentracion de FSH disminuye y la
de LH aumenta lentamente de manera constante, los niveles de progesterona son bajos durante
toda esta fase y la secrecion de GnRH (por sus siglas en inglés, hormona liberadora de

gonadotrofinas) se libera a manera de pulsos constantes (Morgan, 1982).

En la fase ovulatoria la concentracion de LH aumenta de manera brusca, asi mismo se da el
aumento en la FSH pero de menor magnitud. La cantidad de estrogeno y de 17-
hidroxiprogesterona disminuye y la progesterona se incrementa lentamente. El nivel alto de LH
dura aproximadamente por 24 horas y después baja bruscamente. Estos cambios dan origen a la
maduracion folicular y a la ovulacion de los ovocitos que alcanzaron el desarrollo completo

(Griff y Vande-Wiele, 1974). Esta fase corresponde al inicio del estro.

La fase lutea estd caracterizada por altas concentraciones de progesterona, estradiol, estrona y
17-hidroxiprogesterona. La FSH y LH disminuye hasta alcanzar su nivel minimo, que
corresponde con el maximo del de la progesterona (Griff y Vande-Wiele, 1974). Esta fase se

define por la formacion del cuerpo lateo o amarillo.

La dindmica hormonal necesaria para el adecuado funcionamiento folicular estd altamente
regulada por un complejo sistema de retroalimentacion que involucra al hipotalamo, la hipofisis

y al ovario (Peters y McNatty, 1980).

38



Figura 6. Fotomicrografias de frotis vaginales de raton, sin tincion. (a) Proestro, consistente predominantemente de
células epiteliales nucleadas, (b) estro, con células cornificadas sin nicleo, (c) metaestro, con los tres tipos celulares
presentes, leucocitos, cornificadas y epiteliales, y (d) diestro, con predominancia de leucocitos. Células epiteliales
nucleadas (N), Leucocitos (L), células cornificadas (C) (Caligioni, 2009).

2.2.4. Eje Hipotalamo-Hipéfisis-Ovario

La sefal de crecimiento y diferenciacion de un foliculo es dependiente de la hipofisis, de las
hormonas ovaricas y de la interrelacion funcional entre estos y el hipotdlamo. Los esteroides

ovaricos son los mensajeros entre el ovario y la unidad hipotalamica-hipofisial, los cuales son
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liberados del ovario hacia la sangre periférica donde actian en el hipotalamo y la hipofisis para

modular la secrecion de gonadotropinas (Peters y McNatty, 1980).

Los requerimientos de las hormonas hipofisiales cambian conforme el foliculo se desarrolla.
Para que un foliculo antral en crecimiento pueda alcanzar las etapas finales de su desarrollo, el
hipotalamo y la hipofisis deben ser altamente sensibles a los requerimientos del foliculo. Durante
la fase folicular, estas interacciones se deben mantener hasta la ovulacién (Peters y McNatty,

1980).

El hipotadlamo y la hipoéfisis forman la unidad funcional que secreta las gonadotropinas en
pulsos, es decir, hay una secrecion pulsatil tonica (baja) al igual que un patrén de secrecion
pulsatil ciclico (alto). Los niveles en sangre resultante de la secrecion tonica son suficientes para
mantener el crecimiento folicular por determinado tiempo, pero las secreciones ciclicas resultan

en la diferenciacion final del foliculo y la ovulacion.

El hipotdlamo regula la liberacion pulsatii de FSH y LH hipofisial a través de la
neurosecrecion de GnRH (Figura 7) (Carmel et al., 1976). Investigaciones en ratas han
demostrado que algunos estimulos ambientales al igual que hormonas, actuan en ciertas areas del
hipotalamo donde modulan Ia liberaciéon de GnRH (Barraclough, 1973; Sarkar et al., 1976,
Goodman, 1978). Sin embargo, estudios en el mono rhesus y el hombre indican que el patron de
liberacion de FSH y LH también esta influenciado por la accion de las hormonas ovéricas

(Knobil, 1974; Yen et al., 1975; Nakai et al., 1978; Plant et al., 1978).

El efecto del estradiol en la liberacion de FSH y LH es criticamente dependiente de la
concentracion de este esteroide en el plasma. Cuando el nivel plasmatico del estradiol es bajo, la
secrecion hipotaladmica-hipofisiaria de gonadotropinas es alta. Esto es resultado de la alta
sensibilidad de la hipofisis a GnRH y de suficientes reservas de gonadotropinas en la misma.
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Bajo estas condiciones la mayor influencia en la sintesis y liberacion de gonadotropinas es
ejercida por la GnRH. Los bajos niveles de estradiol circulantes estan presentes durante la etapa
luteal tardia o fase menstrual del ciclo, cuando el ovario estd desprovisto de foliculos

estrogénicos o de un cuerpo luteo funcional.

Cuando las concentraciones plasmaticas de estradiol aumentan hay una disminucion de la
sensibilidad de la hipofisis a la GnRH que da origen a una liberacién reducida de GnRH
(retroalimentacion negativa). La secrecion hipofisial de FSH es mas suceptible al efecto de esta
retroalimentacion que la de LH (Yen et al., 1975). Por lo tanto, el aumento en la concentracion
de estrogenos producidos por los foliculos en desarrollo resulta en una disminucion mayor de
FSH que de LH en niveles de plasma (Tsai y Yen, 1971; Cargille et al., 1973). El efecto de la
supresion de la secrececion de FSH inducido por el estradiol es doble: primero hay la reduccion
en la cantidad de FSH disponible para los foliculos en etapas tempranas de desarrollo, que les
impide desarrollarse en grandes estructuras sanas productoras de esteroides; y segundo, permite
la sintesis de LH y FSH resultante en la acumulacion de reservas hipofisiarias de estas hormonas.
Esto asegura que suficientes reservas de gonadotropinas estén disponibles para las eventuales

descargas preovulatorias (Peters y McNatty, 1980).

En adicion a la influencia inhibidora de la produccion de FSH, el estradiol es capaz de
estimular la liberacién de gonadotropinas (retroalimentacion positiva) (Knobil, 1974). El efecto
de esta retroalimentacion opera solo cuando el estimulo de estradiol es de la intensidad y
duracion apropiada, y cuando hay suficientes reservas de gonadotropinas en la hipofisis (Yen et
al., 1975). Bajo estas condiciones, el estradiol permite la liberacién preovulatoria de

gonadotropinas.
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Figura 7. Esquema que ilustra las interacciones hormonales entre el eje hipotalamo-hipofisis y el sistema
reproductor femenino (Foldvary-Schaefer y Falcone, 2003).

La accion independiente de la progesterona tiene poco efecto en la secrecion de LH y FSH
(Franchimont, 1971; Scaramuzzi et al., 1971; Knobil, 1974). Bajas concentraciones de
progesterona producida por el foliculo preovulatorio mejora la retroalimentacion positiva del

estrogeno en la liberacion de LH (Leyendecker et al., 1972).

La androstenediona o sus metabolitos pueden modular el efecto del estradiol en la secrecion
de gonadotropina (Martensz et al., 1975, 1976). Y las gonadotropinas influencian la sensibilidad

de la unidad hipotalamo-hipofisis a los esteroides (Figura 7).
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2.3. Obesidad y Fertilidad

Se ha demostrado que existe relacion entre la obesidad y la infertilidad en hembras (Gnoth et
al., 2005). Los mecanismos por los que la obesidad causa o exacerba la subfertilidad son
multiples. El incremento en el IMC est4 asociado con el aumento en la concentracion de leptina
en suero y en el liquido folicular, y a la disminucion en los niveles de adiponectina en plasma. La
leptina actia a través de los receptores de las células de la teca y de la granulosa, al inhibir la
esteroidogénesis ovarica. Los niveles bajos de adiponectina estan asociados con el aumento de la
insulina circulante, que puede causar hiperandrogenismo, en parte por inhibir la produccion de la
hormona SHBG (por sus siglas en inglés, globulina fijadora de hormonas sexuales). Ademas,
cuando la insulina actua via IGF,; (por sus siglas en inglés, factor de crecimiento de insulina tipo
1) mejora la esteroidogénesis mediada por la LH en el sistema de las células de la teca del
ovario, por lo tanto aumenta los androgenos ovaricos. La hiperandrogenaemia resulta en
apoptosis de las células de la teca, mientras que la conversion periférica de androgenos a

estrogenos en el tejido adiposo inhibe la secrecion de gonadotropinas (Pandey et al., 2010).

La obesidad también esta asociada con el Sindrome de Ovario Poliquistico (SOP), que es una
condicion heterogénea caracterizada por la oligo-ovulacion (irregular) o anovulacion,
hiperandrogenismo, irregularidades menstruales y subfertilidad. La obesidad se presenta en 30-
75% de las mujeres con SOP y aumenta la mangnitud de la disfunciéon hormonal y metabolica de

estas mujeres (Pandey et al., 2010).

Las hembras obesas sufren perturbaciones en el eje hipotalamo-hipoéfisis-ovario, en el ciclo
estral y son mas susceptibles a presentar oligo o anovulacion. El balance hormonal encargado del
desarrollo folicular y la maduracion del ovocito es altamente sensible y se ha observado que la

obesidad puede alterar la dinamica de estos elementos. En resumen, la obesidad produce
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alteraciones en la ovulacion, el desarrollo del endometrio y la implantacion (Brewer y Balen,

2010).
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3. ANTECEDENTES

La dificultad para someter al humano a estudios durante largos periodos de tiempo, con la
precision, manipulacidon y ética necesaria para la investigacion, ha sido la razon clave para el
enfoque en modelos animales, especialemente en roedores (Trayhurn, 2005). Estos contribuyen
de manera fundamental al desarrollo historico de la comprension de los pocesos basicos que

regulan nuestro equilibrio energético.

Se han empleado cinco tipos diferentes de modelos animales en el estudio de las bases
fisiologicas y genéticas de la obesidad. El primero refleja mutaciones monogénicas que han
aparecido de forma no inducida en colonias de roedores, y consecuentemente se han
caracterizado. El segundo consiste en aumentar el indice de mutaciones aleatorias de forma
artificial, al dar tratamiento a los roedores con mutagenos o exponiéndolos a radiacion. El tercer
modelo son ratones y ratas en los que un gen especifico ha sido alterado o sobreexpresado
deliberadamente. Estas manipulaciones genéticas pueden expresarse de manera general en el
organismo o en un tipo célular especifico, asi como en un periodo determinado o durante toda la
vida (manipulaciones transgénicas globales) o restringirse a determinado periodo de desarrollo y
de tejido o tipo celular. En estos casos, hay dos tipos de situaciones que permiten nuevos
descubrimientos: cuando se tiene como objetivo el gen especifico que posiblemente se asocia a
una funcién especifica en la regulacion del equilibrio energético, y cuando se altera el gen con
proposito diferentey el resultado es el fenotipo obeso o delgado. El cuarto grupo de modelos
animales abarca experimentos donde se ha utilizado la cria selectiva para obtener cepas de
roedores que difieren en su grado de acumulacion grasa. Por ultimo, se han hecho estudios de
otras especies que incluyen primates no humanos y perros. Junto con los estudios de las bases

genéticas y fisiologicas de la obesidad, los estudios de modelos animales han dado informacion
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sobre los aspectos ambientales de esta condicion. Los estudios en este contexto incluyen el
analisis de las respuestas de los animales a dietas altas en grasas o altas en grasas y en azucares
(dieta de cafeteria), investigaciones sobre los efectos de la restriccion dietética en la masa
corporal y la pérdida de peso, y por ultimo, estudios sobre el impacto de farmacos potenciales

sobre algunos componentes del equilibrio energético (Speakman et al., 2008).

El modelo del raton de los volcanes presenta la ventaja de una mayor variabilidad genética
debido a las poblaciones silvestres con las que se trabaja (Carmona-Alcocer et al., 2012); asi
mismo, es un raton docil y suceptible a la reproduccion en condiciones de cautiverio (Chévez,

2005).

3.1. El raton de los volcanes Neotomodon alstoni

El estudio de la obesidad en modelos animales facilita la manipulacion y estandarizacion de
las variables a analizar (Speakman et al., 2008). Para el presente estudio se propone al raton de
los volcanes Neotomodon alstoni, debido a que se ha demostrado que las poblaciones de este
animal tienden a mostrar alteraciones no inducidas en su peso corporal cuando se les mantiene en

condiciones de cautiverio (Carmona-Alcocer et al., 2012).

3.1.1. Clasificacion Taxonomica

El raton de los volcanes, Neotomodon alstoni, fué descrito por primera vez por C.H. Merriam
en 1898. Esta especie pertenece al Orden Rodentia, familia Muridae y subfamilia Sigmodontinae
(Chavez, 2005). Es una especie monotipica endémica de México restringida al Eje Neovolcanico

Transversal. Dentro de esta especie se reconocen 3 subespecies: Neotomodon alstoni alstoni que
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son las poblaciones pertenecientes al oeste del Rio Balsas y la sierra del volcan del Ajusco,
Neotomodon alstoni perotensis perteneciente a la poblacion de Perote y Neotmodon alstoni
orizabae correspondiente a la poblacion del Pico de Orizaba (Figura 8) (Alvarez y Mayo-Aceves,

1993).

Figura 8. Imagen de un individuo de la epecie Neotomodon alstoni (Ceballos y Oliva, 2005).

3.1.2. Distribucion Geografica

Su distribucién estd restringida al Eje Neovolcanico Transversal, desde el centro de

Michoacan hasta el centro de Puebla y Veracruz (Figura 9) (Chavez, 2005).

Habita principalmente en pastizales de gramineas amacolladas (Muhlenbergia macroura) pero
también se encuentra en bosque de coniferas y de encino. Se distribuye entre los 2,400 y 4,960

msnm. (Chavez, 2005).
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Figura 9. Distribucion del raton de los volcanes Neotomodon alstoni, restringida al eje Neovolcanico Transversal;
Distrito Federal, Michoacan, Morelia, Estado de México, Puebla, Tlaxcala y Veracruz (Ceballos y Oliva, 2005).

3.1.3. Estado de Conservacion

A pesar de ser una especie endémica de México no se encuentra en riesgo de extincion. Su
distribucion es relativamente amplia; es abundante en diversas localidades y tiene poblaciones en
areas naturales protegidas como los parques nacionales Popo-Izta y el Nevado de Toluca

(Chavez, 2005).

3.1.4. Biologia General

El raton de los volcanes es un roedor de tamafio mediano, de apariencia robusta y
comportamiento docil. La coloraciéon del dorso es gris obscuro, hacia los lados del cuerpo
presenta dominancia de color amarillo ocre y blanco en el vientre; su cola es relativamente corta

(menos que la cabeza y el cuerpo) y ligeramente bicolor (Davis y Follansbee, 1945).
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Es un roedor de habitos nocturnos. Construye sus madrigueras principalmente entre las raices
de las gramineas amacolladas donde muestra preferencia de microhabitat en el zacatonal y el

bosque zacatonal (Rojas, 1984).

En condiciones naturales su dieta esta constituida por tallos, brotes y hojas de herbaceas
(Prieto, 1988). Tanto en condiciones naturales como de cautiverio presenta actividad
reproductiva durante todo el afio. Su periodo del ciclo estral es de 4 dias y 16 horas
aproximadamente, el periodo de gestacion es de 25 a 35 dias, presentan mayor cantidad de partos
de abril a septiembre. Las crias son altriciales y la lactancia es de 20 a 30 dias (Martin y Alvarez,

1982); esta especie presenta cuidado parental (Luis et al., 2000).

3.2. Neotomodon alstoni como modelo biolégico

El ratén de los volcanes ha sido objeto de numerosos estudios en cautiverio al abordar
aspectos de conducta (Luis et al.,2004), crecimiento (Granados y Ramirez, 1987), cronobiologia
(Ayala-Guerrero et al., 1998), densidad poblacional (Chavez, 1988), ecologia (Fa et al., 1996;
Granados et al., 1996), fisiologia (Villalpando et al., 2000 y 2005) y reproduccion (Granados y

Hott, 1989; Granados y Luis; 1987; Luis y Granados, 1990; Luis ef al., 1993 y 2000).

Cuando el raton de los volcanes se mantiene en cautiverio y su dieta se basa en pellet para
roedor (dieta comercial para roedores), se puede observar que después de 6 meses algunos de los
individuos (50 a 60% tanto de machos como hembras) muestran incremento significativo en su
peso corporal. Asi mismo, algunos de estos animales obesos muestran signos de sindrome

metabolico, como esteatosis hepatica, hipertriacilgliceridemia, intolerancia a la glucosa e
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hiperleptinemia; ademas, estas alteraciones se observan también en las generaciones resultantes

de estos individuos silvestres (Carmona-Alcocer et al., 2012).

Debido a lo anterior, se ha considerado que este roedor puede ser un modelo adecuado para el

estudio de alteraciones originadas por el incremento de peso y la obesidad.
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4. JUSTIFICACION

Los efectos de la obesidad son multiples y van desde alteraciones en la ingesta de alimento,
hasta el incremento en la probabilidad de padecer enfermedades cardiovasculares, hipertension o

sindrome metabolico (Roth et al., 2004).

El estudio de la obesidad abarca principalmente aspectos relacionados con el metabolismo en
general, las patologias méas comunes como las alteraciones cardiacas y circulatorias, etc. En
contraste, los efectos de la obesidad sobre la estructura histolégica de los ovarios y su

importancia en la reproduccion no han sido tan ampliamente abordados.

Es importante conocer el efecto que tiene la obesidad en la reproduccion desde el punto de
vista hormonal e histologico, los cuales no han sido abordados de manera significativa en el
raton de los volcanes, Neotomodon alstoni, para el entendimiento del desarrollo del sobrepeso y
la obesidad en esta especie. Esto podria facilitar su futuro aprovechamiento como potencial
modelo de investigacion. Debido a que, comunmente, los protocolos utilizados para el estudio de
la obesidad se basan en animales genéticamente modificados (Speakman et al, 2008), o bien en
la ingesta de dietas altas en hidratos de carbono o lipidos (Trayhurn, 2005). Sin embargo, son
pocos los estudios que abordan la problematica en individuos que la presentan de manera natural

o no inducida (Kennedy et al., 2010).

El estudio de la relacion entre la obesidad y algunos aspectos de la biologia reproductiva de

las hembras en este modelo permitira describir nuevos efectos de la obesidad en los organismos.
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5. HIPOTESIS

La obesidad en hembras de Neotomodon alstoni induce alteraciones en la estructura

histoldgica del ovario y en la concentracion de estradiol.

6. OBJETIVOS

* Determinar la influencia de la obesidad en la estructura histologica del ovario y la

concentracion de estradiol en Neotomodon alstoni.

1. Determinar si existe efecto de la obesidad en la histolgia del ovario.

2. Evaluar la existencia de la posible relacion entre la obesidad y la concentracién de

estradiol.
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7. MATERIAL Y METODO
7.1. Animales

Se utilizaron hembras de la especie Neotomodon alstoni de una edad y peso similares para ser
divididas en dos grupos: control y experimental (individuos delgados y obesos). El rango de edad
de los individuos se encontraba entre los 8 meses y los 2 afios de edad, donde ya se presenta
madurez sexual y condiciones reproductivas. Respecto al peso, los animales de 60 g. en adelante
fueron considerados como obesos de acuerdo con datos preliminares basados en el indice de Lee

(Carmona, 2006), el cual se establece mediante la siguiente formula:

Indice de Lee = (*Vpeso corporal-g- / longitud naso anal -mm-) x10°

Los animales se obtuvieron del bioterio de la Facultad de Ciencias, UNAM; donde se les
mantenia en cajas individuales de acrilico translucido de 27x18x15 cm. bajo un fotoperiodo LO
12:12, con temperatura ambiente de 23°C y humedad relativa de 50 a 60%. El alimento

(nutricubos Rodent Laboratory Chow 5001) y agua fueron proporcionados ad libitum.

El tamafio de muestra se determiné a partir de la disponibilidad de individuos en el bioterio,
por lo que el estudio se realizé con 10 animales en total, 5 hembras de peso normal (grupo de las

delgadas) y 5 con sobrepeso (grupo de las obesas).
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7.2. Procedimiento experimental

Durante todo el periodo experimental se evalu6 el peso de las hembras cada semana. Asi
mismo, para poder tomar las muestras de sangre y de ovario se requeria que los individuos
estuvieran sincronizados respecto al ciclo estral (ANEXO 1) (Caligioni, 2009); para lograr lo
anterior se les ciclo con la ayuda de un estimulo olfativo-hormomal (Aron, 1974) (se colocd una
porciéon de azerrin en cada caja, proveniente del contenedor de un macho, la cual estaba
impregnada con la orina del mismo; se utilizd al mismo macho para sincronizar a todas las
hembras). Posterior al estimulo olfativo, se realizaron frotis vaginales cada tres dias para estimar
el estado del ciclo estral en el que se encontraban las hembras. Una vez que todos los individuos
del grupo de las delgadas se encontraban sincronizadas entre si se procedié a sacrificar a los

animales.

El dia que se les sacrifico, se les anestesid con éter en un recipiente de plastico sellado, en
promedio tardaban tres minutos en ser anestesiados profundamente. Con capilares heparinizados
se extrajo la sangre de la vena ocular por el seno retro-orbital (ANEXO II) (Evans, 1994),
siempre del lado derecho, se sellaron y fueron centrifugados 7 min. a 1000 rpm. El plasma fue
extraido con una jeringa Hammilton y colocado en tubos eppendorff de 0.5 ml. a -40°C en un
ultracongelador marca So-low modelo CH45-5, para cuantificar el estradiol por medio de la
técnica de ELISA con anticuerpo policlonal R4972, donado por la Dra. Coralie Munro de la
Universidad de Davis California, E.U.A. Posteriormente se les anestesido profundamente con
pentobarbital, se les abrid la cavidad abdominal y se les extrajeron los 2 ovarios, se etiquetaron

con identificacion de individuo y distincion entre el ovario izquierdo y derecho.

Con la ayuda de un microscéopio estereoscopico marca Zeiss modelo 475022 se disectaron los

ovarios, se retird el tejido adiposo y conectivo que se encontraba rodeando los organos, se
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colocaron las muestras en casettes con su identificacion y se fijaron en paraformaldehido al 4%
(ANEXO III). Posteriormente se procesaron por la técnica de inclusion en parafina (ANEXO 1V)
La inclusion se hizo en parafina marca Leica Surgipath Paraplast en un horno marca Binder
modelo ED-115. Se utilizé un microtomo marca Kedee modelo KD-3358 con el que se hicieron
cortes de las muestras de 4um de espesor (ANEXO IV), los cortes se hicieron seriados y se
montarén en su totalidad. Posteriormente se tifiieron con la técnica de Hematoxilina-Eosina

(ANEXO III).

7.3. Analisis de los datos

Una vez obtenidas las laminillas, se regionalizd el ovario, se seleccionaron los cortes cada
250wm, con la finalidad de minimizar la repeticion de estructuras en el anélisis y se contabilizo
toda el area del ovario en cada corte elegido. Se analizaron al microscopio marca Iroscope
modelo MG-11F, para obtener un conteo de los foliculos ovaricos en las distintas etapas de

desarrollo folicular.

La identificacion de los foliculos se realizo a partir de los criterios de la Tabla 1.

De las preparaciones histoldgicas de ovario se eligieron campos representativos para las
fotomicrografias que ilustran este trabajo, las cuales se tomaron en un microscopio marca Nikon
Eclipse modelo E400, con una cdmara marca Olympus modelo DP71, con el software Olympus

PP Controler.

Después de haber realizado el conteo de foliculos se analizaron los datos mediante la prueba
de "¢" de Student para identificar si habia diferencias significativas entre el grupo de las delgadas

y las obesas, con un valor de significancia de p<0.05. Los datos se representarén en una tabla y
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en graficas como valores promedio con desviacion estandar, con el software SigmaPlot, para

tener mejor representacion de la informacion.

Tipo de Foliculo Descripcion

Primordial El ovocito estd rodeado por una unica capa de células foliculares planas, que
individualizan al foliculo.

Primario Se observa el engrosamiento y posterior proliferacion de las células foliculares.
Envolviendo al ovocito, empieza a formarse la membrana pelucida. Comienza a
formarse la teca folicular a partir de tejido conectivo.

Secundario Se forma una capa estratificada de células de la granulosa, a partir de las células
foliculares. Se forma la cavidad folicular. La teca se subdivide en 2 capas
interna y externa.

Terciario Comienzan a observarse cavidades llenas de liquido (acido hialurénico) entre
las capas de las células de la granulosa.

De Graaf Las cavidades de las células de la granulosa empiezan a coalescer hasta formar
una sola cavidad central semilunar denominada antro folicular. En uno de los
extremos del antro, se observa un monticulo grueso de células de la granulosa
que rodea al ovocito llamado cumulo oo6foro.

Cuerpo Luteo Pricipalmente células de la granulosa, con pequefias aportaciones de células de
la teca y del estroma.

Atrésico El foliculo presenta el antro folicular lleno de liquido sin ovocito, las células de
la granulosa comienzan a desorganizarse. Se observan cuerpos pignoticos.

Tabla 1. Caracteristicas estructurales de los foliculos en sus distintas etapas de desarrollo (Ross et al., 1997).
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8.1. Peso de las hembras

8. RESULTADOS

Se evalud el peso a lo largo del tiempo (3 meses) hasta el dia del sacrificio, los valores se

presentan en la Tabla 2.

3 meses P Sacrificio P
Delgadas 473g.+6.4 474 ¢.+7.0
p <0.0001%* p=0.022*
Obesas 61.1g.+7.6 61.6g. =79

Tabla 2. Valores de peso de las hembras delgadas y obesas durante los 3 meses de estudio y el dia del sacrificio.
Los valores se expresan en X + ds y P se refiere a la significancia calculada con la "t" de Student, se indica con
asterisco los valores de P que fueron significativos.

Estos valores se representan graficamente en la figura 10 para los 3 meses de registro y el dia

de sacrificio (Figura 10A y B respectivamente).
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Figura 10. Peso entre hembras delgadas y obesas (A) a lo largo de 3 meses de muestreo y (B) el dia que se les

sacrificd, expresadas en X = ds .
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8.2. Sincronizacion estral entre hembras delgadas y obesas

Se consider6 como el dia 1 la fecha en que se comenzd a presentar el estimulo olfativo del

macho. Las hembras pertenecientes al grupo de las delgadas se sincronizarén en la etapa del

ciclo estral diestro el dia 17.

Al dia 18 posterior al inicio del estimulo olfativo, las hembras obesas no se sincronizaron

entre si, solamente dos individuos de éstas coincidieron en la etapa de diestro. Se obtuvieron los

siguientes datos por medio del frotis vaginal (Tabla 3).

Delgadas (De) Etapa del ciclo estral Obesas (Ob) Etapa del ciclo estral
1 Diestro 1 Metaestro
2 Diestro 2 Diestro*
3 Diestro 3 Diestro*
4 Diestro 4 Proestro
5 Diestro 5 Estro

Tabla 3. Etapas del ciclo estral en el que se encontraba cada hembra al dia del sacrificio.
hembras obesas que coincideron en la etapa de ciclo estral.
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8.3. Estradiol y Ciclo estral

Las concentraciones totales de estradiol para cada hembra se presentan en la Tabla 4, los

individuos obesos en diestro se marcan con un asterisco en la Tabla 4.

Debido a que todas las hembras delgadas se encontraban en diestro y solamente dos de las

hembras obesas se encontraban en esta etapa, la comparacion y analisis de los resultados

histoldgicos se realizo entre estos individuos, y se excluy6d de éstos a las 3 hembras del grupo de

las obesas que se encontraban en otras etapas del ciclo estral.

Delgadas (De) Estradiol (pm) Obesas (Ob) Estradiol (pm)
1 22 1 74
2 22 2 22%
3 22 3 22%
4 22.5 4 948.5
5 22 5 197

Tabla 4. Concentracion de estradiol el dia del sacrificio, expresada en picomoles (pm). Se indica con asterisco las
hembras del grupo de las obesas que se encontraban en diestro, al igual que las 5 hembras delgadas.
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8.4. Histologia del Ovario

Al realizar la diseccion de los individuos, se observo que la hembra Obl, en metaestro, solo
tenia el ovario derecho; en el espacio donde tenia que localizarse el ovario izquierdo se
encontraba solamente un cimulo de tejido adiposo. Aun asi, se incluyo en parafina esta parte y
en el analisis microscopico se confirmd que era solamente grasa. El ovario derecho de esta

hembra se incluy6 en los anélisis.

8.4.1. Foliculos

El conteo de todos los foliculos para los individuos delgados y obesos en diestro se resume en

la Tabla 5.
Primordiales | Primarios | Secundarios | Terciarios | Terciarios | Graaf Graaf Cuerpo
atrésicos atrésicos Liteo
Delgadas | 276.2 = 103.5 | 79 = 58.7 12+£9.2 178124 | 1+1.22 0+0 1415 19.8+6.5
Obesas 278 £257.4 28.5+33.2 | 125=x64 12507 |4=14 1=14 2+28 85=49
P p=0.989 p=0.319 p=0.948 p=0.592 p=0.037* | p=0.117 | p=0.715 p=0.081

Tabla 5. Conteo de foliculos para cada etapa del desarrollo folicular de delgadas y obesas. Los datos se expresan
en X = ds y P se refiere a la significancia calculada con la "t" de Student, se indica con asterisco los valores de P que
fueron significativos.
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En la figura 11 se representan graficamente los valores de el conteo de los foliculos

primordiales, primarios y secundarios (Figura 11A, B y C respectivamente).

Foliculos Primordiales Foliculos Primarios
600 160
A 140 4 B
500 o
3 “ 120 4
o (=3
E 400 4 § 100 4
s s
w 80 4
% 300 4 E ‘
= o 60
g 200 H g
E 2 40 A
20 4
100 H
04
0 T T -20 T T
Delgadas Obesas Delgadas Obesas

Foliculos Secundarios
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Figura 11. Graficas del conteo de foliculos en las primeras etapas de desarrollo del ciclo folicular entre hembras
delgadas y obesas. Foliculos (A) primordiales, (B) primarios y (C) secundarios. Los datos de cada grafica se
representanan como X = ds .
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En la figura 12 se representan graficamente los valores de el conteo de los foliculos terciarios,

terciarios atrésicos, de Graaf y de Graaf atrésicos (Figura 12A, B, C y D respectivamente).
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Figura 12. Graficas entre hembras delgadas y obesas del conteo de foliculos en las Gltimas etapas de desarrollo
del ciclo folicular, en desarrollo normal y en estado atrésico. (A) terciarios, (B) terciarios atrésicos, (C) de Graaf'y
(D) de Graaf atrésicos. Los datos de cada grafica se representanan como X =+ ds .
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La representacion grafica de los valores del cuerpo luteo se observa en la figura 13.
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Figura 13. Conteo de cuerpos luteos de delgadas y obesas. Los datos de la grafica se representanan como X = ds.
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8.5. Fotomicrografias de los ovarios

100 um

100 pm

Figura 14. Panoramica de ovario de una hembra delgada (A) y una obesa (B) en Diestro. Se pueden observar
foliculos de tipo primario (FP), secundario (FS), terciario (FT), atrésico (Fa), de Graaf (FG) y cuerpo luteo (CL).
(Técnica Hematoxilina-Eosina).
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Figura 15. Foliculos primordiales (FPm) en detalle de ovario de hembra delgada (A) y obesa (B) en Diestro.
(Técnica Hematoxilina-Eosina).
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Figura 16. Foliculos primarios (FP) en detalle de ovario de hembra delgada (A) y obesa (B) en Diestro, en la imagen
inferior se observa el nticleo (N) del ovocito. (Técnica Hematoxilina-Eosina).
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Figura 17. Foliculos secundarios (FS) en detalle de ovario de hembra delgada (A) y obesa (B) en Diestro, se observa
el ovocito (Ov), células de la granulosa (CG) y de la teca (t), y en la imagen de arriba el nticleo (N) del ovocito.
(Técnica Hematoxilina-Eosina).
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Figura 18. Foliculo terciario en detalle de ovario de hembra delgada (A) y obesa (B) en Diestro, se observa en el

centro el ovocito (Ov),

el antro folicular (An), alrededor las células de la granulosa y en la parte superior izquierda

Eosina).

se observa parte de las células de la teca (T). (Técnica Hematoxilina-
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Figura 19. Foliculos terciarios atrésicos (FTa) en detalle de ovario de hembra delgada (A) y obesa (B) en Diestro. Se
pueden observar las células de la granulosa pignoticas (cp) y la capa de células de la granulosa (CG). (Técnica
Hematoxilina-Eosina).
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Figura 20. Foliculo de Graaf en detalle de ovario de hembra delgada (A) y obesa (B) en Diestro. Las delgadas no
presentaron este tipo de foliculo. Se observa el ovocito (Ov), la corona radiata (CR), el camulo o6foro (CO), antro
folicular (An), las células de la granulosa (CG) y de la teca (T). (Técnica Hematoxilina-Eosina).

70



Figura 21. Foliculo de Graaf atrésico en detalle de ovario de hembra delgada (A) y obesa (B) en Diestro. Se
observan células de la granulosa pignéticas (cp), asi como una pérdida en el arreglo de la capa de la granulosa.
(Técnica Hematoxilina-Eosina).
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Figura 22. Cuerpo luteo en detalle de ovario de hembra delgada (A) y obesa (B) en Diestro. Se observan las células
luteales (L) claramente diferenciadas con nucleo grande y citoplasma vacuoldado. (Técnica Hematoxilina-Eosina).
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9. DISCUSION

9.1. Peso de las Hembras

El uso de modelos animales silvestres para diversas investigaciones cientificas tiene implicita
amplia variabilidad interindividual en los resultados, lo cual es tipico de las poblaciones
naturales (Heideman, 2004). Es probable que esto ocurra con el raton de los volcanes ya que los
valores de peso de cada individuo tuvieron variacion considerable a lo largo del tiempo de
registro, como se puede ver en la desviacion estandar de los valores promedio en las graficas de

peso durante los 3 meses de registro y al dia del sacrificio.

Respecto al peso, se mantuvieron las diferencias significativas entre los dos grupos del
estudio, delgadas y obesas, durante los 3 meses de registro y en el dia del sacrificio, a partir del
criterio del Indice de Lee (Rogers y Webb, 1980). Estos resultados coinciden con trabajos
previos en los que se ha utilizado al ratén de los volcanes como modelo de obesidad (Speakman,
2008). Cabe recalcar la importancia de esta especie, debido a que desarrolla la condicion de
obesidad de manera natural y no es necesario inducirla a partir de manipulaciones en la dieta o

mutaciones (Speakman, 2008; Carmona-Alcocer ef al., 2012).

9.2. Sincronizacion estral entre hembras delgadas y obesas

Las hembras del grupo control, delgadas, se sincronizaron en la misma etapa del ciclo estral,
diestro, el dia 17 posterior al estimulo olfativo. Para el caso del grupo de las obesas, en ningun
momento del muestreo coincidieron todas las hembras en la misma etapa del ciclo estral. Para el

dia del sacrificio, las hembras obesas atin se encontraban en distintas etapas del ciclo, donde so6lo

73



2 estaban en la misma etapa, diestro, y las tres hembras restantes se encontraban cada una en

etapa distinta.

Lo anterior pudo deberse a la alteracion en la secrecion de hormonas ovaricas relacionada con
el incremento del IMC, que induce el aumento en la concentracion de leptina y la disminucién de
adiponectina (Pandey et al., 2010). El cambio en la concentracion de estas hormonas, tiene como
consecuencia la alteracion en la temporalidad y funcionalidad del ciclo estral. Esto puede tener
repercusiones en el éxito reproductivo de estos individuos, debido a que estas alteraciones se

encuentran asociadas a la infertilidad (Pandey et al., 2010).

9.3. Estradiol y Ciclo estral

La concentracion de estradiol en las hembras delgadas fué igual para todos los individuos del
grupo, esto es consistente con que todas se encontraban en la misma etapa del ciclo estral,

diestro.

En las hembras del grupo de las obesas, hay gran variacion en el valor de la concentracion de
esta hormona. Dentro de esta variacién se encuentra una relacion entre los valores individales y
la etapa del ciclo estral a la que estan asociados; la distribucion relativa de la concentracion
hormonal de cada individuo con respecto a su ciclo estral coincide con lo publicado por Zheng y
colaboradores en el 2013, que reporta que la concentracion de esta hormona presenta su valor
maximo durante el proestro y disminuye progresivamente durante el estro y metaestro hasta

alcanzar su valor mas bajo en el diestro.

En este caso, las hembras delgadas, en diestro, y las obesas que se encontraban también en el

diestro, presentan los mismos valores en la concentracion de estradiol.
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9.4. Histologia del Ovario

Para el caso del individuo Obl que carecia del ovario izquierdo, a partir de la descripcion
anatomica realizada al momento de la diseccion, donde se reportd en la inspeccion visual que las
estructuras del sistema reproductor del individuo se encontraban en un adecuado desarrollo y
solamente se observo la falta del ovario; ésto coincide con la alteracion conocida como "aplasia
ovarica unilateral", que es una condicion genética donde hay ausencia del desarrollo de uno de
los ovarios, pero el resto de las estructuras adyacentes, trompa de falopio y vasos sanguineos,
presentan desarrollo normal (Nelson y Gambone, 2010). No se ha reportado una relacion entre

esta alteracion y la condicion de obesidad.

9.4.1 Foliculos

Respecto a los foliculos primordiales no se observo diferencia significativa entre el numero
promedio de foliculos de las hembras delgadas y las obesas. Asi mismo, tampoco se observaron

alteraciones histologicas en este tipo de foliculos, en ninguno de los 2 grupos.

En el conteo de los foliculos primarios, se observo que el grupo de las delgadas present6 la
tendencia a un mayor numero de éstos con respecto al grupo de las obesas, pero la diferencia no

fué significativa.

En los foliculos secundarios no se observo ninguna diferencia en el conteo entre grupos, con
valores muy similares entre ellos. No hubo registro de alteraciones histoldgicas para este tipo de
foliculo; ésto coincide con lo que se ha reportado en la rata, donde los foliculos secundarios o en

menor etapa de desarrollo no presentan atresia (Butcher y Kirkpatrick-Keller, 1984).
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Para el caso de los foliculos terciarios, no se observaron diferencias significativas en el conteo
de estos foliculos entre los dos grupos, pero si se observo que las delgadas presentaron una
mayor variacion intragrupo en su conteo. Los foliculos terciarios se observan principalmente
durante el diestro y proestro (Butcher y Kirkpatrick-Keller, 1984) y atn cuando todas las
hembras del grupo de las delgadas y solamente 2 del grupo de las obesas se encontraban en
diestro, la gran variacion de valores entre las delgadas probablemente se debid a que éstas no
estaban en el mismo momento del diestro, ya que se tiene un periodo relativamente largo dentro

esta etapa del ciclo (65 hrs.) y el desarrollo folicular varia dentro de la misma.

En los foliculos terciarios se realiz6 el conteo de éstos en estado atrésico, aqui se observo una
diferencia significativa entre grupos, donde el grupo de las delgadas los presenta en menor
frecuencia en comparacion con las obesas. Se ha reportado que la atresia folicular en folicuos
terciarios se observa principalmente durante el diestro (Butcher y Kirkpatrick-Keller, 1984). Pero
esta diferencia significativa puede ser evidencia de un efécto de la obesidad en la histologia
ovarica. A futuro seria necesario realizar la cuantificaciéon de hormonas, como los andrégenos,
para determinar si hay una alteracion endocrinoldgica en el proceso de atresia asociada a la
obesidad. No se registraron otras alteraciones histologicas en este tipo de foliculo para ninguno

de los 2 grupos.

El conteo de los foliculos de Graaf di6 como resultado que las delgadas no presentaron este
tipo de foliculo mientras que las obesas los presentaron en una frecuencia muy baja. Esto puede
relacionarse con la etapa del ciclo estral en el que se encontraban las hembras, los foliculos de
Graaf se observan principalmente entre el poestro y el estro (Butcher y Kirkpatrick-Keller,

1984), por lo que no se espera observar este tipo de foliculo en esta etapa, los que se observan en
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las obesas pertenencen a una hembra y podrian deberse a que ésta se encontraba en el proceso de

salir de diestro y entrar a proestro.

Respecto a la atresia en este tipo de foliculo no se encontraron diferencias significativas entre
los dos grupos, aunque cabe mencionar, que en las delgadas la atresia se observd en tres
individuos mientras que en las obesas s6lo una de las hembras la presentd. La atresia de foliculos
de graaf solamente se observo en individuos en diestro, delgadas y obesas, ésto coincide con lo

reportado por Butcher y Kirkpatrick-Keller en 1984.

En el conteo del cuerpo luteo se encontr6 que las hembras del grupo de las delgadas
presentaron tendencia hacia el mayor nimero de cuerpos lateos que las obesas, sin embargo este
resultado no fué significativo. Previamente se ha reportado que se observa mayor incidencia de
cuerpos luteos en formacion al final del metaestro y durante todo el diestro (Butcher y
Kirkpatrick-Keller, 1984), por lo que éste resultado es congruente con el hecho de que todas las
hembras delgadas se encontraban en diestro mientras que entre las obesas hay solamente dos en
diestro. En este caso la significancia es cercana a p=0.05, por lo que es probable que con un
mayor nimero de muestra en proyectos posteriores se pueda determinar esta diferencia. Esto es
importante debido a que se ha reportado que la obesidad estd asociada a la alteracion en la
secrecion de progesteronas por el cuerpo luteo, ésto forma parte de las causas de infertilidad
relacionadas a las alteraciones de peso corporal; asi mismo, esta alteracion hormonal esta
relacionada con la variacion en la temporalidad del ciclo estral de hembras obesas (Sherman y

Korenman, 1974).

Para la futura experimentacion se recomendaria, si la disponibilidad lo permite, tener un

mayor numero de muestra que facilitaria la obtencion de datos concluyentes; de tal manera que
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se pueda seguir el estudio de animales que presentan obesidad de manera natural para el analisis

de los origenes y efectos de esta patologia.

Asi mismo, se propone evaluar entre hembras delgadas y obesas de esta especie la
concentracion hormonal en cada etapa del ciclo estral, para determinar si los valores obtenidos
en este trabajo coinciden para cada etapa del mismo entre las controles y experimentales.
Ademas se propone describir la relacion entre la condicién de obesidad, la concentracion

hormonal y el desarrollo folicular con cada etapa del ciclo estral.
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10. CONCLUSIONES

Las diferencias en peso entre los dos grupos fueron significativas y se mantuvieron

durante todo el periodo experimental.

Las hembras delgadas presentaron la capacidad de sincronizacion olfativa-hormonal,

mientras que las obesas no la presentaron durante los 18 dias de estimulo.

La distribucion de la concentracion de estradiol esta relacionada con el ciclo estral,
donde se observa un valor méximo de esta hormona durante el proestro y éste

disminuye hasta alcanzar su valor minimo en el diestro.

No se encontraron diferencias significativas entre el grupo de las delgadas y las obesas
en el conteo de foliculos primordiales, primarios, secundarios, terciarios, de Graaf'y de

Graaf atrésicos y en el cuerpo luteo, para el diestro.

En los foliculos atrésicos terciarios si se observaron diferencias significativas entre
delgadas y obesas en el diestro que pueden estar relacionadas a la condicion de

obesidad.
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11. ANEXOS

ANEXO I. CICLO ESTRAL

Para determinar el estado estral en el que se encontraban las hembras a partir del frotis
vaginal se utiliz6 el siguiente esquema (Marcondes et al., 2002, Caligioni, 2009).

FASE DEL GENITALES FROTIS VAGINAL CUADRO COMPORTAMIENTO |DURACION
CICLO EXTERNOS DESCRIPCION HISTOLOGICO
ESTRO LABIOS VAGINA- [GRAN CANTIDAD DE CELULAS| /707 [ O CALOR SEXUAL
LES HINCHADOS |EPITELIALES QUERATINIADAS |57 q & {ACEPTACION DEL 12 HRS
(ENGROSADOS) | (EN PLACAS O ESCA- g xy MACHO)
VAGINA SECA MAS CORNIFICADAS SIN é‘: ; p CcOPULA
NUCLEO VISIBLE) Y MUY LORDOSIS
POCAS CELULAS NUCLEADAS ﬁ ') |LOS NIVELES DE ES-
¢ |TROGENOS SON
D ELEVADOS
METAESTRO |LABIOS VAGINA- |BUENA CANTIDAD DE LEU- afe %0 9442 2.3 JOCURRE LA OVULA-
LES LIGERAMEN- |COCITOS Y POCAS CELULAS  |8¢ .65 ‘j,;: CION. NO HAY CA- 21 HRS
TEHINCHADOS |EPITELIALES QUERATINIZADA», go.,‘q 036, 2 |LOR SEXUAL, NO
MASA CASEINO- o P © o4 |HAY ACEPTACION
SAEN LA VAGINA JAS DEL MACHO. LOS
41 % NIVELES DE ESTRO-
X GENOS ESTAN
: MENOS ELEVADOS.
DIESTRO LABIOS VAGINA- [GRAN CANTIDAD DE LEUCO- NO HAY CALOR
LES NORMALES |CITOS, POCAS CELULAS QUE- SEXUAL, NO HAY 65 HRS
MUCOSA VAGI - |RATINIZADAS Y, A VECES, ACEPTACION DEL
NAL HUMEDA ALGUNAS CELULAS NUCLEA- MACHO. LOS NIVE-
DAS. LES DE LH Y PRO-
GESTERONA ESTAN
ELEVADOS.
PROESTRO |LABIOS VAGINA- |GRAN CANTIDAD DE CELULAS PUEDE OCURRIR N
LES LIGERAMEN- | EPITELIALES NUCLEADAS Y CALOR SEXUAL 12 HRS
TEHINCHADOS |MUY POCOS LEUCOCITOS. (PUEDE HABER
VAGINA SECA i ACEPTACION DEL
MACHO). LOS NI-
VELES DE FSH Y DE
ESTROGENOS SON
ELEVADOS

80




ANEXO II. SANGRADO RETRO-ORBITAL

El animal se anestesia y se sujeta suavemente por el cuello a la altura de la nunca (pescuezo)
en una superficie sélida, de forma que sobresalgan los ojos. Esto puede ayudar a ocluir el
retorno venoso de la cabeza y el cuello.

Hay que tener cuidado de no impedir la respiracion. Se penetra entonces el seno orbital con
una micropipeta, pipeta de Pasteur o tubo microcapilar (de 100 ul). Se le empuja a través de
la conjuntiva, lateralmente (parte externa), dorsalmente (encima) o medialmente (parte
interna) hasta la pared posterior de la o6rbita donde se pincha el seno venoso y por lo tanto se
llena de sangre. Al retirar la pipeta o el tubo, la sangre exuda desde el canto (comisura)
donde puede ser recogida. (Puede haber contaminacién de la muestra con residuos de
superficie al utilizar esta técnica). Se puede liberar momentaneamente el cuello antes de
retirar la pipeta para minimizar la hemorragia del lugar de la puncion. También hay que tener
cuidado de no dafar la cornea mientras se presiona el globo para limitar la hemorragia
después de haber obtenido la muestra. En un raton se puede recoger 100-200 pul con este
método.

Hay discrepancia sobre si es mejor usar el canto interno (medial o lado nasal) o externo
(lateral) para penetrar en la conjuntiva. Algunos consideran que el dafio se minimiza al
utilizar la via lateral. En la rata, se ha sugerido que la conjuntiva sea penetrada en la parte
dorsal o superior del ojo. Eso se debe a que en esta especie hay un plexo dorsal venoso mas
que un seno retro-orbital.

Esta técnica tiene muchos efectos adversos potenciales. Puede aparecer hemorragia después
de la obtencion de sangre, con el resultado de un hematoma retro-orbital y presion excesiva
en el ojo. La presion es casi con certeza dolorosa para el animal y el dafio al nervio optico y
otras estructuras intra-orbitales pueden llevar a deficiencias en la vision e incluso a la
ceguera. La presion del hematoma también podria llevar a que el animal sea incapaz de cerrar
el 0jo, lo que a su vez puede llevar a una ulceracion y rotura corneal. Otros factores adversos
incluyen la posibilidad de que la micropipeta atraviese los huesos de la orbita y cause dafio
neural, la penetracion del propio globo con una pérdida de humor vitreo, e infeccion que
provoca la inflamacidon y posterior degeneracion del ojo. La queratitis (inflamacion de la
cornea) con fomacion de pannus (proliferacion de vasos sanguineos) también es un efecto
adverso comun y puede ser causada por el operador al frotar las corneas mientras presiona el
globo para limitar la hemorragia después de haber obtenido la muestra de sangre. Las
secuelas frecuentes de algunos de estos efectos adversos es un ojo encogido (microftalmia)
que es inoperante y es probable que el animal haya tenido muchos dolores en el periodo
intermedio (Evans, 1994).
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ANEXO III. FORMULARIO

1. Paraformaldehido

Buffer fosfato 0.1 M pH. 7.2.....cccovieiiiiieeeee 11t
Paraformaldehido...........ccccoveeeiiiiniiiiiiceeee 40 gr.

Se calientan 3/4 del volumen total del buffer a 60°C en bafio maria y se agrega el
paraformaldehido a que se disuelva bien (utilizando una mosca). No permitir que se pase de
esta temperatura el buffer. Se afora al volumen deseado agregando la cantidad de buffer
restante. Verificar el pH a 7.2-7.4. Se guarda en frasco ambar en el refrigerador.

2. Hematoxilina de Harris (Luna, 1968)

Cristales de Hematoxilina ..........cccceevvveeevieenneeennen. 5 gr.
Alcohol 100°.......coiiiiiiiee e 50 ml.
Amonio o aluminio de potasio (alumbre).............. 100 gr.
Agua destilada..........cccveiiiiiiiiiiieee e 11t
Oxido de mercurio (10J0).......cccveeereveeeruveesirreesireeanns 2.5 gr.

Se disuelve la hematoxilina en el alcohol y, a parte, se disuelve el alumbre en agua
caliente. Se retira del fuego la segunda solucion y se mezcla con la primera. Se calienta
de nuevo. Se saca del calor y se adiciona el 6xido de mercurio lentamente. Se vuelve
a colocar al fuego lentamente hasta que tome un tono morado obscuro. Remover
inmediatamente del calor. Precipitar el vaso en una palangana con agua fria hasta que
se enfrie (ya se puede usar el colorante). Una vez frio, adicionar 2-4 ml. de dcido acético
glacial por cada 100ml. de solucion (incrementa la precision de la tincion nuclear). Filtrar
antes de usar.
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3. Eosina alcohdlica (Luna, 1968)

Se prepara inicialmente una solucién stock y posteriormente se prepara la solucion de
trabajo.

Solucioén stock de eosina alcohdlica 1%:

Eosina Y, soluble en agua...........cccceeeviveeniieennenns 1 gr.
Agua destilada.........cccveeiciieiiiieeeeee 20 ml.
AlcOhol 96°.....coiiii e 80ml.

Se mezclan la eosina y con el agua destilada y se agita hasta que se disuelva
completamente la eosina. Se agrega el alcohol. Se almacena en frasco ambar.

Solucidn de trabajo de eosina alcohdlica:

Solucion stock de eosina alcohdlica........................ 100 ml.
ALCONOL 80C. .. 300 ml.

Antes de usarla se afiaden 0.5 ml. de acido acético glacial por cada 100 ml. de solucién y
se agita.
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ANEXO IV. HISTOLOGIA

Protocolo general (Luna, 1968)

a. Fijacion: fijacion de las muestras en paraformaldehido.

b. Deshidratacion e inclusion en parafina:

=Alcohol 30, 1 hr.
=Alcohol 50, 1 hr.
=ALCOhOl 70, 1 hr.
=Alcohol 80°.......iiiiiii e 1 hr.
=Alcohol 90°.......ooiiii e 1 hr
=Alcohol 100°......cciiiiii e, 1 hr
=Alcohol 100°......ccciiiiiiee e 1 hr
-Alcohol 100%-Xilol 1:1 ..oooiiiiiiiiiieeees 1 hr
-Aceite de cedro-Xilol 1:1 .....ccooiiiiiiiiiiiiie 1 hr
SXALOL e 15-30 min.
-Parafina-Xilol L:.....ccoooiiiiiiiiee, 30 min
-Parafina L., 30 min
-Parafina IL.......coooooiiiie, 30 min.

-Inclusién en cubo

c. Corte: para preparar las muestras se requiere un bafio de flotacion, en 1lt. de agua entre
58-60°C, con un poco de grenetina en estado reactivo. El corte se realiza en un microtomo.

d. Tincion:

“HOTNO 58-59% ... 20 min.
SXALOL e 15 min
=Alcohol 100°. ... 5 min.
=AlcohOl 96°.......oiiiii 5 min.
=AlCOhOl 70 5 min.
=Alcohol 50°.. ..o 5 min.
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-Agua destilada.........cccoeeeiiieiiiieee e Bafio.

-Hematoxilina...........ccooiiiiiiniiniiiieeeee 3 min.
~AGUA COTTIENLL......eeeereeeirieeiieeeieeeeieeeeveeeseveeeaaeas Enjuague.
=ALCOhOl 70 . 5 min.
SEOSING. ..o 10 min.
=AICONOL 70 .. Enjuague.
=AICONOL 96°.......eeiieee e Enjuague.
=AICOhOL TO0°......eiiiiiieee e Enjuague.
SXALOL e 10 minutos.

e. Montaje:

-Se escurre un poco el portaobjetos (sin quitarle todo el xilol).
-Fijarse de que lado del portaobjetos esta la muestra.
-Se limpian los restos de parafina y tinte con un hisopo.

-Se traza una linea de resina debajo de la muestra y se monta el cubreobjetos,
bajandolo poco a poco para sacar las burbujas de aire.
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