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RESUMEN

La conversion de un foliculo primosdial en foliculo primario es aparentemente un proceso
independiente de gonadotropinas, ya que puede llevarse a cabo ain después de la hipofisectomia.
Aunque ¢l desarrollo de los foliculos hasta el estadio antral se puede dar en ausencia de
gonadotropinas, este proceso puede estar fuertemente inhibido por la ausencia del efecto tréfico.
Cuando un foliculo alcanza el estadio antral y las concentraciones de FSH exceden cierto valor
umbral, el desarrolio a la fase preovulatoria contintia. Por otra parte, si se ha alcanzado el estadio
antral, pero las concentraciones de FSH no son suficientes, los foliculos se vuelven atrésicos. El
objetivo principal de este trabajo fue analizar cual es el efecto de la FSHrec (ORG32489) en el
desarrollo folicular ast como en el rescate de la atresia que permitan analizar los efectos in vivo de
los diferentes analogos de la FSH. La determinacion del efecto de la FSHrec en el desarrolio
folcular del ovario fue analizada empleando ratas hembras de 2t dias de edad, hipofisectomizadas
quindrgicamente y tratadas (6 horas posthipofisectomia) con dos diferentes dosis Gnicas de FSHrec (2.5
y 8.0 UN). Se estudiaron asi mismo, grupos de animales hipofisectomizados que recibieron tinicamente
el vehiculo, animales a los cuales se les realizo una falsa hipofisectomia y animales intactos. Los
animales fueron decapitados a las 6, 12 y 18 horas después de haber recibido la inyeccion, Una hora
antes del sacrificio cada animal recibid 2.5 pCi/g de peso de [*H]-timidina. Los ovarios fueron
procesados para autorradiografia. Los foliculos se clasificaron con base en el diametro folicular mayor.
Se contaron las células de !a granulosa con nucleos marcados asi como las células con nicleos
picnoticos. Resultados: No hubo cambios significativos en los animales estimulados con las diferentes
dosis de FSHrec ni en el porcentaje de foliculos antrales ni en el diametro mayor folicular, sin embargo,
indujo decrementos significativos dosis-dependientes en el porcentaje de folicutos atrésicos. Asi mismo,
a mayor tiempo transcurrido después de la administracion de FSHrec, mayor porcentaje de atresia, a
excepcion de la dosis mas alta, donde no hubo vanaciones en los diferentes tiempos. En términos
generales se encontro que para los diferentes tamafios de foliculos hubo un incremento en el niimero de
células marcadas conforme aumenta la dosis. Los hallazgos de la presente tesis nos permiten concluir la
importancia de la FSHrec en el efecto agudo de la deprivacion de gonadotropinas en el desarrollo
folicular al rescatar a los foliculos ovaricos de la atresia e inducir la proliferacion celular en las células de
la granulosa; siendo la FSH indispensable para la maduracion de los foliculos en estadios tempranos del

desarrolio. El modelo parece ser adecuado para el analisis de los efectos in vivo de diferentes analogos
de la FSH. |



SUMMARY

The conversion of primordial into primary follicle is thought to be gonadotropin-independent, since
this process continues normally after hypophysectomy (hypox). The further development of
growing follicles up to the antral stage can occur in the absence of gonadotropins, although
quantitatively this process will be strongly inhibited. Whenever a follicle reaches the antral stage
and the level of FSH exceeds a certain threshold value, the follicle continues its development to
the preovulatory stage. However, if the antral stage is reached and FSH levels are insufficient,
follicles become atretic. The current study was undertaken to gain further knowledge about the
role of recFSH activity in follicular cell profiferation and atresia. :
Immature female Wistar rats (38-48g, 21 days old) were hypophysectomized, 6 hours later
treatment was started by a single s.c. injection of recFSH (doses: 2.5 and 8.0 IU). Contro! animals
were treated with vehicle solution only and shams were included in the study. Animals were
treated with a i.p. injection of *H-thymidine and killed after 6, 12 and 18 hours of treatment.
Ovartes were fixed, embedded and then sectioned at 1um for histological and autoradiography
examination. Three follicle size classes (50-199 pm, 200-400 pum and > 400um) were used to
describe stages of follicle development. Granulosa cells were counted in every tenth section using
the nucleolus of the oocyte as a marker. For each ovary the following characteristics were
evaluated: a) percentage of follicles with or without antral cavity, b) percentage of healthy and
atretic follicles (more than 3 pycnotic nuclei} and, ¢) number of labelled cells with *H-thymidine
per follicle (cell proliferation).

The current study in immature, hypox rats demonstrates than recFSH, in the complete absence of
LH, increases the porcentage of healthy follicles and diminishes the incidence of atresia in these
foliicles, by increasing the number of labelled cells with *H-thymidine.

On the other hand, 2.5 TU recFSH were not enough to rescue from atresia 18 h later.
We concluded that recFSH rescues from atresia and induces granulosa cell proliferation in the
gonadotropin deprivation accute effect, being FSH neccesary for follicular maturation.

S ey e .



INTRODUCCION

Los sistemas nervioso y enddcrino constituyen un sistema morfofuncional interdependiente y
especializado en la recepcion-emision de sefiales y mensajes intercelulares; es decir, constituyen un
sistema encargado de la intercomunicacidn celular. Las células de este sistema neuroendécrino
sintetizan y secretan diversos mensajeros extracelulares quimicamente heterogéneos, los cuales en

conjunto coordinan muchos de los procesos homeostaticos del organismo.

Existe un estructura neuroenddcrina que desempefia un papel muy importante en la regulacion del
fendmeno reproductivo, el hipotalamo, el cual tiene la caracteristica (entre muchas otras) de sintetizar y
secretar la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH). Bajo la influencia de la GnRH hipotalamica,
ia hipofisis anterior sintetiza y secreta dos gonadotropinas: la hormona estimulante dei foliculo (FSH) y
la hormona luteinizante (LH), cuyos 6rganos blanco son las gonadas. En la hembra, la FSH esta
estrechamente ligada con la regulacion y el mantenimiento de procesos reproductivos esenciales tales
como la gametogénesis, el crecimiento folicular, la maduracion del ovocito y la ovulacién. La LH es la
principal responsable de la ovulacion, de la produccion de los precursores necesarios para la sintesis de

estrigenos y del mantenimiento de la produccion de progesterona por el cuerpo luteo.

CRECIMIENTO Y DESARROLLO FOLICULAR

ESTRUCTURA DE LoS FOLICULOS QVARICOS

Hay numerosas formas de clasificar los foliculos, pero desde el punto de vista de un foliculo que estd en
continuo cambio tanto en forma como en funcidn, es conveniente clasificar los foliculos en
prmordiales, primarios, preantrales, antrales y preovulatorios. La maduracion de los foliculos ovaricos
involucra una serie de estadios secuenciales: iniciacion, crecimiento, seleccion, ovulacién y
lutenizacion. Durante la fase folicular del ciclo se suscitan una serie de eventos que aseguran que un
nimero de foliculos maduren y se preparen para la ovulacién o la atresia. En el caso del humano, este
desarrolio folicular culmina con la maduracién de un solo foliculo. Este proceso esta caracterizado por

una serie de efectos secuenciales regulados por las diversas hormonas hipofisiarias y gonadales,



permitiendo que et foliculo destinado a ovular se transforme de un foliculo pnmordial a un foliculo
primario, preantral, antral v finalmente preovulatorio (Speroff , Glass , Kase, 1989) (Figura [).

La foliculogénesis se inicia con la fragmentacion de los cordones sexuales del ovario embrionario. Una
vez iniciada la meiosis en la region medular , los ovocitos mantienen una capa de células epiteliales.
Después en la corteza del ovano, los ovocitos se dividen por mitosis dos o tres veces, inician la meiosis
y forman una segunda generacion de foliculos primordiales (Merchant-Larios, 1984). Los foliculos con una
capa simple de epitelio cubico alrededor del evocito son llamados folicutos primordiales (Freeman, 1994).
El ovario fetal contiene en su mayoria foliculos primordiales, aunque la transformacion a foliculos
preantrales ocurre en algunos foliculos en este periodo. El epitelio ciibico se ensancha para formar una
capa simple de epitelio columnar que rodea el ovocito. Los foliculos primordiales se conocen entonces
como foliculos primarios, los cuales representan el primer estadio de crecimiento y diferenciacion. Ei
foliculo primario consiste en un ovocito detenido en el diploteno de la profase meidtica, rodeado por
una capa simple de células de la granutosa. La iniciacion del crecimieﬁto folicular es aparentemente
independiente de fa estimulacion de las gonadotropinas, sin embargo, el evento hormonal mas
importante es el incremento en la concentracion plasmatica de FSH. Hay algunas células de la teca que
se acomodan alrededor de las de la granulosa, pero atn no constituyen una capa bien definida. El
ovocito también crece durante este periodo, El epitelic columnar simple comienza a dividirse formando
un epitelio cubico estratificado, llegando a formar hasta ocho capas alrededor del ovocito. En este
estadio las células epiteliales se reconocen como células de la granulosa y los foliculos se identifican
como foliculos secundarios; tanto las células de fa granulosa como las de la teca contintian prbliferando,
de tal forma que el final del estadio preantral se han desarrollado completamente ambas capas. Una vez
que el crecimiento se ha iniciado, el foliculo evoluciona al estado preantral, en el cual el ovocito
aumenta de tamafio y es rodeado por una membrana constituida por mucopolisacaridos, la zona
pelicida. Las células de la granulosa comienzan a proliferar, siendo este crecimiento dependiente de las
gonadotropinas y esta correlacionado con el incremento en fa produccion de estrogenos. Las células en
el foliculo preantral sintetizan tres clases de esteroides: estrogenos, andrégenos y progestinas. La
aromatizacion, que es ¢l mecanismo mediante el cual los androgenos se transforman en estrogenos, es
inducida o activada por la FSH (Speroff et af, 1989). La FSH junto con los estrogenos ejercen

sinérgicamente una accion mitotica en las céluias de la granulosa y estimulan su proliferacion. Tanto la
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Figura I. Ciclo de vida del ovario de rata. (Freeman, 1994)




FSH como los estrégenos promueven una rapida acumulacion de receptores de la FSH, reflejandose
esto en el aumento del nimero de células de la granulosa. Bajo la influencia del estradiol y la FSH, hay
un incremento en fa produccion del liquido folicular, ¢l cual se acumula progresivamente formando una
cavidad; a este estadio se le conoce como foliculo antral, en el cual los receptores para la LH se
encuentran exclusivamente en las células de la teca, mientras que los receptores para la FSH se
encuentran en las de la granulosa (SperoiTer af, 1989). En respuesta a la LH, la teca es estimulada y produce

androgenos, los cuales son transformados, mediante la aromatizacion, en estrogenos (Figura IT),

LH

Colesterol

Célula de la Teca

(circulacién)
Membrana Basal

Androstenediona Estrégenos
; Aromatasa Célula de la Granulosa

P
AMPc

FSH

\j

(liquido folicular)

Figura II. Teoria de las dos céiulas-dos gonadotropinas. De acuerdo a esta teoria, Ia LH estimula la biosintesis de
andrégenos a partir de colesterol en el compartimento de la teca interna. Los androgenos difunden a través de Ia
membrana basal y son (ransformados en estrogenos dentro de las células de la granulosa, Las células de la granulosa
secretan progesterona en respuesta a las gonadotropinas, la cual se difunde hacia las células de la teca para servir como
sustrato para la biosintesis de androgenos. Las células de la teca secretan principalmente androstenediona v la
participacion de la 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa en las células de 1a granulosa es requerida para la biosintesis de
estradiol y para la mutua relacion entre ambas células. LH, hormona luteinizante; FSH, hormona foliculo estimulante; P,
progesterona; ATP, adenosin trifosfato, AMPc, adenosin monofostato ciclico; R, receptor.



Mientras que los estrOogenos constituyen un estimulo activador en el foliculo maduro, hay una
retroalimentacion negativa a nivel hipotalamo-hipofisiario dlando como resultado el retiro del soporte
gonadotrépico al resto de los foliculos menos desarroliados. Posteriormente, la FSH induce el
desarrollo de receptores de la LH en las células de la granulosa de los foliculos antrales, promoviendo la
luteinizacion de la granulosa en el foliculo dominante y también la sintesis de progesterona, la cual es
requerida para inducir la maxima secrecion de la FSH en el medio ciclo. La concentracion de la LH en

el plasma aumenta en la fase folicular tardia estimulando la produccion de andrdgenos en la teca (Speroff

e al, 1989). .

El ovocito junto con las células de la granulosa que lo rodean, que en un principio se encontraba en el
centro del foliculo, se vuelve excéntrico, formando el cumulus oophorus. Las células de fa granulosa
que encapsulan al ovocito forman la corona radiada. En este momento se le reconoce al foliculo como
preovulatorio. El fluido contenido en el antro, el liquido folicular, incrementa su volumen conforme la
ovulacién se aproxima. El ensanchamiento de la capa de las células de la granulosa esta acompafado
del desarrollo de una capa externa que deriva del estroma y cubre al foliculo. Esta capa constituye la
teca, que puede ser dividida en teca interna y teca externa. La teca interna crece rapidamente, sus
células adquieren una forma poligonal y tienen un citoplasma vacuolado vy un nicleo vesicular. Estas
célutas se encuentran en una red reticular fibrosa que contiene un plexus de capilares sanguineos y
linfaticos. Esta capa se hipertrofia conforme el proestro avanza y es uno de los sitios de mayor
produccion de estrogenos durante el ciclo. La teca externa contiene fibras de tejido contractil, formadas
por células mioides que desempeifian un rol en la ovulacidn (Freeman, 1994). La concentracién méxima de
ambas gonadotropinas estimula una serie de sucesos que Hevan a la ovulacion, la liberacion fisica del
ovocito y las células de la granulosa circundantes. La maxima concentracién de LH inicia tanto la
reanudacion de la meiosis en el ovocito como la luteinizacion en las células de la granulosa y la
produccion de prostaglandinas necesarias para la ruptura folicular. La liberacion del 6vulo est4 asociado
con cambios degenerativos en la colagena de la pared folicular. La LH, la progesterona, 0 ambas
aumentan la actividad de enzimas proteoliticas que degradan la colagena, incrementando la distension
de la pared folicular. En respuesta a la maxima concentracion de gonadotropinas, tanto las células de la
granulosa como las de la teca sintetizan el activador de plasminogeno. El aumento en la concentracion
del activador de plasmindgeno lleva al incremento intrafolicular de las concentraciones de plasmina, la
cual junto con otras proteasas llevan a la degradacion del tejido conectivo de la pared del foliculo. La

produccion del activador de plasmindgeno es mas sensible a la FSH que a la LH. Después de la ruptura




del foliculo y 1a liberacion del dvulo, las células de la granulosa aumentan de tamafio llevando a la

formacion del cuerpo luteo, el cual es el origen principal de las hormonas esteroides sexuales secretadas

por el ovario durante la fase postovulatona o latea del ciclo menstrual (Speroff er al, 1989).
Ei crecimiento folicular ha sido descrito como un proceso continuo (Peters, Byskov, Himelstein-Braw y Faber,
1975). Los foliculos comienzan a desarrollarse y no cesan de hacerlo hasta que ovulan o se atrofian. Asi,
el nimero de foliculos en cualquier estado de crecimiento esta determinado por: 1) la proporcion de
foliculos en reposo que inician su crecimiento, 2) la velocidad de crecimiento de los foliculos y 3) la
proporcion de pérdida de foliculos por atresia. Si fuera constante el nimero de foliculos que comienzan
a crecer, asi como la velocidad de crecimiento y la proporcidn de foliculos que se atrofian, el nimero de
foliculos de todos los tamafios seria constante. Sin embargo, al variar alguno de estos tres procesos
durante el ciclo estral, permite que haya ondas de foliculos en crecimiento v, por lo tanto, el namero de
foliculos de un determinado tamafio es diferente durante el ciclo estral (Hirschfield y Midgley, 1978).
El desarrollo folicular normalmente termina en atresia; para que se de la ovulacion los foliculos deben
ser "rescatados" del proceso atrésico. La atresia parece ser el final del crecimiento folicular y los
foliculos que ovulan son la excepcidn, no la regla (Hirschfield y Midgley, 1978). Se ha estimado que a lo largo
de la vida reproductiva, un 99.9% de todos los foliculos se atrofian y solo un 0.1% eventualmente
ovulan (Ingram, 1962). Schwartz (1974) sugirié que durante la concentracion maxima de FSH de un ciclo,
se seleccionan los foliculos que ovularan durante el subsecuente ciclo; solamente los foliculos que
fueron rescatados continuaran su crecimiento hasta el final del desarrolio, preparandose para la
ovulacion del siguiente estro (Hirschfield y Midgley 1978),
En los foliculos preantrales, las capas de células de la granulosa que rodean a los ovocitos tienen una
forma cubica y cada foliculo es rodeado por una masa compacta de células intersticiales (Centola, 1983).
En cterto momento de! desarrollo folicular, estas células se diferenctan formando la teca. En cortes
ovaricos de rata tefiidos con hematoxilina y eosina se observé que se forman estructuras parecidas a la
teca alrededor de los foliculos con 3 a 4 capas de células de la granulosa (Hirschfield, 1991). Estas células
intersticiales se organizan alrededor de los foliculos al inicio del desarrollo folicular y no hay una
asociacion estrecha entre estas células y la membrana basal folicular sino hasta que los foliculos
adquieren cierto grado de madurez en respuesta a las gonadotropinas. Los componentes de la matriz

extracelular, tales como la colagena y la fibronectina, desempefian un papel importante en la
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comunicacion celular. Las gonadotropinas deben afectar la composicion de {a membrana basal folicular
& iniciar la diferenciacion de la teca (Bagavandoss Midgley y Wicha, 1983).

Las células de la granulosa en los foliculos preantrales tienen una forma polihédrica o cabica, con un
nacleo grande y el citoplasma escaso (Bjersing, 1978). La zona pellicida aparece por primera vez cuando
las células de la granulosa rodean el ovocito y son completamente ciibicas. La zona pelicida se ha
descrito como una capa de glicoproteinas originada tanto por el ovocito como por la granulosa. El
complejo de Golgi y el ovocito maduran simultaneamente, sugiriendo que éste desempefia un papel
importante en la formacion de la zona pelacida.

Conforme los foliculos crecen, se incrementa gradualmente el nimero de mitocondrias, ribosomas
libres, reticulo endoplasmico y gotas lipidicas; sin embargo, declinan gradualmente las figuras mitoticas
(Bjersing, 1978). Las células de la granulosa que rodean al ovocito son principalmente proliferativas,
mientras que las células mas diferenciadas se localizan cerca de la membrana basal (Roy, 1994). Este
fendémeno genera dos subtipos de células de granulosa en un foliculo. Adn no se conoce como
interactda la teca con la membrana basal para la diferenciacion de la granulosa. Sin embargo, solamente
se presentan receptores para la LH en las células de la granulosa murales (Oxberry y Greenwald, 1982).
Conforme se va desarrollando la cavidad antral, las células de la granulosa murales se van elongando,
con nucleos irregulares, y el nimero de gotas lipidicas y del reticulo endoplasmico hiso {caracteristicas

de las células esteroidogénicas) se incrementan dramaticamente (Albertini y Anderson, 1974).
FUNCION DE LAS GONADOTROPINAS EN EL CRECIMIENTO Y DESARROLLO DE LOS FOLICULOS

Desde hace algunos afios se piensa que el crecimiento folicular es dependiente de gonadotropinas
(Fshkol, Lunenfeld y Peters, 19703, sin embargo, hay una serie de factores, que junto con las gonadotropinas
regulan el desarrollo del foliculo. Muchos de estos regulan inhibiendo o estimulando el desarrollo del

foliculo, y hay varios mas cuyo efecto aun se desconoce.

GONADOTROPINAS HIPOFISIARIAS
A. HORMONA ESTIMULANTE DEL FOLicULO
La hormona foliculo estimulante (FSH) es el principal factor que promueve el crecimiento y desarrollo

del foliculo. La funcidn principal de la FSH es estimular el proceso de aromatizacion, en el cual los



androgenos son transformados en estrogenos en las células de la granulosa (Domington, Moon v An‘nsﬁoug,
1975). Ademas, la FSH estimula la produccién de un maﬁ/or namero de receptores de FSH y de
receptores para la hormona luteinizante (ILH) en las células de la granulosa (Richards y Midgley, 1976). La
FSH estimula la produccion de inhibina, activina y del factor de crecimiento semejante a fa insulina ]
(IGF-1), estimulando o inhibiendo el crecimiento folicutar (Bley, Simon, Estaves, Jiménez de Asua y Barao, 1992).
También hay evidencias de que ta FSH estimula la division celular de las células de la granulosa (Yong,

Baird, Yates, Reichert y Hilljer, 19923, .
Al igual que la LH, la gonadotropina coridnica (CG) y [a tirotropina (TSH), fa FSH es uma

glicoproteina heterodimérica compuesta por las subunidades: o y  (Pierce y Parsons, 1981). En una misma
especie animal, la sintesis de las subunidades o de estas glicoproteinas esta codificada por el mismo gen
y por fo tanto presentan una secuencia de aminoacidos casi idéntica (Fiddes y Tatmadge, 1984). Por el
contrario, las subunidades § son codificadas por diferentes genes y le confieren a la hormona
especificidad inmunologica y biologica. La estructura de la subunidad o consta de 92 a 96 residuos de
aminoacidos y tiene dos cadenas de oligosacaridos complejos unidos a asparagina a través de enlaces
N-glicosidicos en las posiciones Asn 52 6 56 y Asn 78 u 82. La subunidad B presenta 111-112 residuos
de aminoacidos y contiene también dos sitios de glicosilacion localizados en las posiciones Asn 6,7 6 13
y Asn 23, 24 & 30 (Smith, Bishop, DeKroon, Wright, Cerpa-Poljak y Schofield, 1992). Las variaciones en la estructura y
distribucion de los oligosacaridos sializados, y en menor grado de los sulfatados, constituyen la base
quimica mas importante de las diferencias entre sus isoformas y son las responsables de la extensa
heterogeneidad por carga que las caracteriza (Baenziger y Green ED, 1988, Zambrano, Olivares, Diaz-Cueto, Méndez,
Veldhuis v Ulloa-Aguirre, 1995). Después de su sintesis y secrecion, la mezcla de isoformas flega a los tejidos
blanco {las células de la granulosa en el ovario o las células de Sertoli del tabulo seminifero), en donde
modula una gran variedad de procesos bioldgicos tales como el crecimiento y la proliferacion celular, [a
esteroidogénesis y la sintesis de diversas proteinas. La contribucion relativa de las isoformas de la FSH
(y de la LH) a esta mezcla circulante varia segun el estado fisioldgico del donador (Ulloa-Aguirre, Espinoza,
Damian-Matsumura y Chappel, 1988). Asi, las isoformas acidas, con un mayor contenido de acido sialico, tienen
una mayor vida media circulante, una reducida union al receptor y actividad biologica in vitro y, son
producidas y secretadas preferencialmente durante el desarrollo folicular y posiblemente proveen al
ovarto de un estimulo de accion prolongada que permite la maduracion. Por el contrario, la vida media

de las isoformas menos acidas es significativamente menor que la de sus analogos mas acidos debido al



menor contenido de acido sialico de las primeras; presentan, sin embargo, una mayor actividad
biologica in vifro asi como una mayor union al receptor, siendo selectivamente producidas y secretadas
inmediatamente antes de la ovulacion y posiblemente inducen efectos agudos tales como la ruptura
folicular (Padmanabhan, Lang, Sonstein, Kelch y Beitinis, 1988, Ulloa-Aguirre, Damian-Matsumura, Espinoza, Dominguez, Morales
y Flores, 1990 Wide y Bakos, 1993. Zambrano et af, 1995). De esta manera, los cambios en la distribucién relativa de
las isoformas circulantes podrian modular selectivamente los diversos efectos biolégicos netos de la

hormona en su tejido blanco.

B. HORMONA LUTEINIZANTE

La hormona luteinizante (LH) estimula a las células de la teca para la produccion de androgenos,
principalmente de androstendiona (A), la cual cruza la membrana basal hasta llegar a las células de la
granulosa donde es aromatizada a estrona en presencia de FSH (Mills, 1975). A la mitad del ciclo
menstrual la concentracién maxima de LH es la responsable de la ovulacion. Ademas la LH es

responsable de transformar a las células de fa granulosa durante el proceso de luteinizacion (Richards,
1980). _

La funcion de las gonadotropinas en la estimulacion del crecimiento folicular en estadios tempranos del
desarrollo es controversial. Se piensa que el crecimiento folicular de los foliculos preantrales es
independiente de gonadotropinas (Peters, 1979), se desconoce con precision qué inicia el crecimiento de

los foliculos primordiales a preantrales.

DESARROLLO FOLICULAR

A. FOLICULOS PREANTRALES

Los receptores para la FSH se encuentran presentes en los foliculos preantrales, no es asi los de la LH
(Zeleznik, Schuler, Reichert, 1981) por lo que el foliculo preantral es incapaz de sintetizar estradiol. Como
resultado, ta mayoria de los foliculos preantrales Hlevan a cabo la atresia. La FSH estimula el desarrollo
de receptores tanto para FSH como para LH en las células de la granulosa. En el momento en que la
concentracion maxima de FSH en el medio ciclo se presenta, aquelios foliculos que han alcanzado el
estadio preantral seran los Gnicos qué desarrollen receptores para FSH y para LH, necesarios para la
produccidn de estradiol y continuar el crecimiento (Gougeon, 1981; Greenwald y Roy, 1994). Asi, se forma una

cohorte de foliculos de los cuales uno se seleccionaré en el ciclo subsecuente. Sin embargo, la mayoria
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de los foliculos preantrales no son capaces de secretar estrogenos suficientes y se vuelven atrésicos

(Tayimor, 1996).

B. FOLICULOS ANTRALES
Los foliculos antrales y preantrales tardios tienen gran cantidad de receptores para FSH y para LH; la

capa de la teca se encuentra asi mismo bien desarrollada, y es necesaria para la secrecion de andrégenos
que seran aromatizados subsecuentemente en‘la granulosa (Ellenwood, McClellan, Brenner y Resko, 1983). La
concentracién de FSH se incrementa unos dias antes de que termine el ciclo y continiia aumentando
durante los siguientes 5 o 6 dias del siguiente ciclo. La caida en las concentraciones de estradiol,
inhibina y posiblemente P, marcan la regresion del cuerpo liteo, fo cual permite que las concentraciones
de FSH se incrementen (Le Nestour, Marraoui, Lahlou, Roger, De Ziegler y Bouchard, 1993). Durante este periodo y
bajo la influencia de las concentraciones crecientes de FSH, hay una continua transformacion de
foliculos preantrales a antrales (Zeleznik, Hutchinson, Schuler, 1987). Esta progresion provee de un niimero de
foliculos de los cuales se seleccionara uno para ovular. Otra manera de describir este fenémeno es que
uno y sélo uno de los foliculos sera rescatado del destino natural de los foliculos: la atresia (Taymor, 1996),
El rescate se da cuando el primer foliculo que esté un poco mas avanzado o sea un poco méas grande
que sus vecinos, entra en contacto con la FSH, cuya concentracién es suficiente para continuar la

estimulacion del crecimiento de ese foliculo (Taymor, 1996).

C. EL FOL{CULO DOMANANTE

¢Que es lo que hace que un foliculo en desarrollo se seleccione o se rescate permitiendo que se vuelva
un foliculo dominante a pesar del decremento en las concentraciones de FSH?. La respuesta es que los
reguladores intraovaricos, incluyendo esteroides y péptidos, hacen al foliculo mas sensible a la baja
exposicion a FSH. En primer lugar, la exposicion a altas concentraciones de FSH previas producen un
gran nomero de receptores para la FSH, los cuales pueden continuar respondiendo a bajas
concentraciones de FSH subsecuentes y, asi la aromatizacion continia. La concentracion relativamente
baja de FSH plasmatica es a su vez facilitada por la accion del factor de crecimiento endotelial vascular,
el cual concentra la FSH en la vecindad del foliculo seleccionado (Taymor, 1996). Mientras tanto, el E,
producido continia estimulando la actividad mitogénica. La activina y el factor de crecimiento-1
semejante a a insulina (IGF-1) aumentan los efectos de la FSH (Taymor, 1996). La activina potencia su

efecto amplificando la esteroidogénesis y fa mitogénesis, el IGF-1 amplifica la aromatizacion y el
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crecimiento de las células de la granulosa (Taymor, 1996). Ademas incrementa la produccion de
androgenos en las células de la teca, las cuales proveen de suficiente sustrato para la aromatizacion
(Taymor, 1996). Finalmente, tanto Ja FSH como el E; incrementan la produccion de IGF-1, el cual a su vez

aumenta la produccién de FSH y E,, tentendo como resultado un efecto autoperpetuante (Taymor, 1996).

Se ha postuladoe que el foliculo dominante inhibe el crecimiento de otros foliculos a través de la inhibina
y androgenos, fo cual provoca la atresia de los foliculos en desarrollo una vez que se ha seleccionado el
folicuto dominante (Hodgen, 1982). Sin embargo, también se piensa que la inhibicion en la produccion de
FSH, efecto provocado por la secrecion de E; por el foliculo dominante, impide ¢! desarrollo de otros
foliculos en la fase litea media. Ademas, la LH se sigue secretando en esta fase y como resultado

provee de un ambiente rico en andrdgenos que inhibe el crecimiento de los foliculos pequefios.

D. EL FOL{CULO PREOVULATORIO
Ef foliculo dominante crece de manera acelerada. Los receptores para la LH estimulan el desarrolio de

las células de la granulosa, bajo ta nfluencia de la FSH, aunque aun las concentraciones de LH son

demastadas bajas para tener un efecto significativo. Conforme van incrementando las concentraciones -
de LH, comienza la produccion de P. El IGF-1 sinergiza la accién de la FSH y de la LH en la
produccion de E; y P, respectivamente. La activina inhibe la accion prematura de la P y fa luteinizacion
espontanea, Conforme se acerca la ovulacidn, la secrecion de P reduce el nimero de receptores para la
FSH, y las concentraciones de E; declinan (Taymor, 1996).

La estimulacion para la secrecion de factores que atraviesan la pared del foliculo estd dada por el
incremento inicial de P que se da poco antes de la ovulacion, preparando al foliculo para la ovulacion

(Yen, 1991). La maxima concentracion de LH acelera la maduracién de! ovocito y conforme el foliculo se

rompe, s0lo un ovocito maduro se libera del ovario (Hotchkiss y Knobil, 1994).

OTROS REGULADORES DEL DESARROLLO Y CRECIMIENTO FOLICULAR

A. PROLACTINA ‘
Una de las funciones de la prolactina (PRL) en roedores es incrementar y mantener el nimero de

recepiores para LH en el cuerpo liteo (Richards, 1980; Paquette, La Polt, Okawa y Hsueh, 1991), el cual mantendra
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la alta produccion de progesterona (P). Las bajas concentraciones de PRL en el foliculo preovulatono

inhiben el activador de plasmindgeno (Yoshimura, Nakamura, Yamada, Ando, Ubukuta y Oda, §991),

B. ESTEROIDES OVARICOS

ESTROGENOS
Los estrogenos desempefian una funcion importante en el desarrollo folicular ya que inhiben la

secrecion de gonadotropinas en la hipofisis anterior. El incremento en las concentraciones de E, en la
fase folicular media del ciclo Hevan a reducir las concentraciones plasmaticas de FSH (Bymes y Meyer, 1951).
Esta reduccion en la concentracidn de FSH podria ser la responsable de la seleccion de un solo foliculo
dominante, en la myjer. Por otra parte, el E, tiene actividad paracrina dentro de las células de la
granulosa. Se ha demostrado que los estrogenos incrementan la capacidad de respuesta a
gonadotropinas en los foliculos ovaricos de la rata (Pencharz, 1940, Bradbury, 1961 El E; estimula la
proliferacion de fas céiulas de la granulosa, aunque esto podria ser un efecto inditecto mediado por
IGF-1. También, el estradiol causa un incremento en el nimero total de receptores para FSH debido al

aumento en fa cantidad de células de la granulosa y en el niimero de receptores por célula (Taymor, 1996).

Finalmente el E; aumenta la actividad de la aromatasa.

ANDROGENOS
Los androégenos son producidos en Ja teca bajo la estimulacion de la LH. El principal androgeno es A.

Este precursor cruza la membrana basal hacia las células de la granulosa, donde, bajo la influencia de la
FSH, es convertido en estrona (Amstrong y Papkof, 1976). Si no hay suficiente cantidad de FSH para
aromatizar todos los androgenos producidos, el exceso de A es transformado a productos 5 alfa

reducidos, los cuales inhiben el crecimiento, dando lugar a la atresia folicular (Louvet, Harman, Schreiber y

Ross, 1975, Taymor, 1996).

C. PEPTIDOS OVARICOS
Las hormonas peptidicas secretadas en el ovario estan involucradas principalmente en la seleccion vy el

mantenimiento de un foliculo dominante unico. Estas hormonas peptidicas son producidas en las células
de fa granulosa y en las de la teca. Su efecto puede ejercerse en las mismas células donde son
producidas (efecto autdcrino), en las células vecinas (efecto paracrino) o en glandulas distantes (efecto

enddenno) (Taymer, 1996). Los principales son la activina y la inhibina. Estas son glicoproteinas diméricas
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que poseen una subunidad o com(in. La estimulacion gonadotrépica es necesaria para la produccion de

ambas (Mills, 1975, Dye, Rabinovici y Jaffee, 1992; Baird y Smith, 1993; Taymor, 1996).

INHIBINA
En 1985 la inhibina se extrajo de! liquido folicular y se encontro que inhibia la sintesis de FSH (Robertson,

Foulds, Leversha, Morgan, Heam y Burger, 1985). En un principio se pensé que la inhibina reducia las
concentraciones de FSH en la fase media folicular del ciclo. Sin embargo, en estudios mas recientes no
se ha observado un aumento progresivo de inhibina en la fase folicular como sucede con el E; (McLachtin,
Robertson, Healy, de Kretser y Burger, 1996), por 10 que actualmente se piensa que el estradiol es el principal
supresor de la secrecion de FSH en la fase folicular del ciclo. La inhibina probablemente tenga una
funcion complementaria (Taymor, 1996).

Durante la fase latea, la inhibina es secretada por el cuerpo Niteo (Tsonis, Hillier y Baird, 1987); tiene un efecto
aditivo al E; en la supresion de la secrecion de FSH y LH en esta parte del ciclo. Durante la fase media
litea, tanto el E, como la inhibina se encuentran a altas concentraciones mientras que la FSH se
encuentra a bajas concentraciones determinandose asi el crecimiento folicular. Posteriormente en la fase
litea tardia, cuando la funcién del cuerpo lateo decae, tanto las concentraciones de E, como de inhibina

disminuyen. Esta disminucion permite un aumento gradual en las concentraciones plasmaticas de FSH

al inictarse un nuevo ¢iclo (Taymor, 1996).

ACTIVINA
La activina es el antagonista funcional de la inhibina, estimula la secrecidn de FSH (Liug, Ying, Ueno,

Shirmaski, Esch y Hotta, 1986). La activina tiene una similitud estructural con el factor de crecimiento
transformante (TGF), el cual es otro factor ovarico que estimula la secrecion de FSH (Ying-Yao, Becker,

Baird, Ling, Ueno y Tisch, 1994; Taymor, 1996).
La activina es un regulador autdcrino que estimula la aromatizacion en las células de fa granuiosa (Di

Simone, Lanzone, Petraglia, Ronsisville, Caruso y Mancuso, 1994) y promueve la mitogénesis de éstas (Ying, Becker, Ling,
Uenoy Guillemin, 1986). Otros efectos de la activina son menos claros y aparentemente dependen del estadio
en el que se encuentren las células de la granulosa. Asi, la activina estimula la secrecion de P, la cual
promueve fa produccion de receptores para FSH y LH en células de la granulosa indiferenciadas

{Hutchinson, Findlay, de Vos, Robertson, 1987). Por otra parte, en las células de la granulosa de foliculos
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preovuiatorios, la activina inhibe la secrecion de P y previene de 1a luteinizacion espontanea (Shukosvski y

Findlay, 1990, Taymor, 19%6).

FOLISTATINA
La folistatina es un péptido cuya estructura es similar a la activina y a la inhibina. Su funcion es

basicamente de antagonista de la activina. Es producida en las células de la granulosa y su secrecion es
regulada por la FSH (Scito, Nakamura, Titani y Sugino, 1991). Su efecto endocrino es regular la liberacion de
FSH en las células de la hiplfisis de la rata (Ying, Becker, Swanson, Tan, Ling y Esch, 1987). Su efecto autdcrino
es reducir el nimero de receptores inducidos por la activina. También hay evidencias de que la

folistatina es una proteina que captura la activina (Xaio, Robertson y Findlay, 1992), regulando de esta manera

fa secrecion de FSH (Taymor, 1996).

D. FACTORES DE CRECIMIENTO SEMEJANTES A LA INSULINA

Los factores de crecimiento semejantes a la insulina fueron originalmente descritos como polipéptidos
que inician y mantienen ¢l crecimiento del tejido mesenquimatoso del organismo. Posteriormente se
estudi6 la funcién de éstos en la inhibicion o estimulacion del crecimiento folicular. L.a mayoria de los
trabajos se han concentrado en IGF-1 el cual es producido en las células de Ia granulosa. Su secrecion
es incrementada por la accion de la FSH (Hsu y Hammond, 1987). Tiene un efecto autdcrino sobre la
granulosa aumentando la aromatizacion de androgenos (Erikson, Garzo y Magoffin, 1989) mediada por la FSH
y estimulando la mitogénesis en las células de la granulosa (Adashi, Resnick, Hurwitz, Ricciarelli, Herndndez y
Roberts, 1991), En la fase folicular tardia, el IGF-1 potencia el efecto de la FSH para indugir la produccioén
de receptores para LH, asi como la secrecion de P por las células de la granulosa. Asi mismo, el IGF-1
gjerce un efecto paracrino en la teca, sinergizando la accién de la LH en la producciéon de A (Bergh,

Carlsson, Olsson, Selleskog y Hillensjs, 1993, Taymor, 1996).

E. FACFOR DE CRECIMIENTO ENDOTELIAL VASCULAR

El factor de crecimiento endotelial vascular, aislado de células foliculares hipofisiarias (Leung, Cachianes,
Kuang, Goeddel y Ferrara, 1989), mantiene el soporte de vasos sanguineos portales en [a hipdfisis. Se produce
en monocitos y macrofagos. Posteriormente fiie encontrado en el ovario de primates (Ravindrath, Little-Thrig,
Phillips, Ferrara y Zeleznik, 1992). Este factor contribuye al crecimiento del foliculo aumentando el suministro

de sangre al foliculo. Asi que, a pesar de que las concentraciones de FSH disminuyen como resultado
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de la inhibicidn por el E; en la hipofisis, en la fase folicular media del ciclo, el incremento en el

suplemento sanguineo lleva FSH adicional al foliculo seleccionado.
ESTUDIOS MORFOLOGICOS EN LA SiNTESIS DE DNA Y PROLIFERA CION CELULAR DEL FOLICULO

Se ha empleado como un indice de proliferacion celular la incorporacién de ["H]-timidina en el DNA
para estudiar la cinética del crecimiento folicular. El dogma existente en relacién a la regulacién
hormonal del desarrollo folicular sugiere que los foliculos preantrales son independientes de las
gonadotropinas. Sin embargo, se han realizado estudios donde se demuestra que el desarrollo de los
foliculos preantrales pequefios, en roedores de laboratorio, dependen de las gonadotropinas,
especialmente de la FSH (Greenwald y Terranova, 1988).

En la rata, tanto la FSH como el 178-estradiol incrementan significativamente la incorporacion de [*HJ-
timidina en las células de la granulosa (Reo et af, 1978). Chiras y Greenwald (1978) demostraron que la
FSH, pero no la LH, inducen un aumento en el indice de proliferacién en foliculos preantrales del
criceto. En la rata, el 178-estradiol y el dietilstilbestrol, por si solos o con gonadotropinas inducen
significativamente la proliferacion celular de las células de la granulosa (Bradbury, 1961; Meyer y Bradbury, 1963;
Smith y Bradbury, 1963). Estudios realizados con inmunocitoquimica demostraron que en el epitelio germinal
del ovario de monos se encuentran receptores tanto para estrogenos como para progesterona, sin
embargo, no se encuentran receptores para estrogenos en la granulosa, en la teca o en células del
estroma (Hild-Petito et af, 1988). Por el contrario, hay receptores de progesterona en las células de la teca y
solo en las células de la granulosa de foliculos primordiales y primarios (Hild-Petito e af, 1988). Estos
resultados sugieren que existe una regulacion progestacional mas que una estrogénica en la funcion
ovarica del mono.

[wai et al (1990) demostraron que en el humano, las células de la granulosa poseen Unicamente
receptores para estrogenos antes de la concentracidon maxima o pico de secrecidén durante la fase
preovulatoria de la LH, sin embargo, éstos van disminuyendo en cantidad mientras que los receptores
para progesterona aumentan. Por otra parte, estudios realizados en ratas el dia del proestro y con
exposiciones continuas de {'H}-timidina, revelan que hay una intensa incorporacién de [H]-timidina en
el cumulus oophorus y en las células de )a granulosa antrales comparado con las células de las capas

murales (Hirschfield, 1986). Las gonadotropinas suministradas tanto de manera endogena como exdgena,
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de la inhibicion por el E; en la hipdfisis, en la fase folicular media del ciclo, el incremento en el

suplemento sanguineo lieva FSH adicional al foliculo seleccionado.

ESTUDICS MORFOLOGICOS EN LA SINTESIS DE DNA Y PROLIFERA CION CELULAR DEL FOLICULO

Se ha empleado como un indice de proliferacion celular la incorporacion de [*H)-timidina en el DNA
para estudiar la cinética del crecimiento folicular. El dogma existente en relacidn a la regulacién
hormonal del desarrollo folicular sugiere que los foliculos preantrales son independientes de las
gonadotropinas. Sin embargo, se han realizado estudios donde se demuestra que el desarrollo de los
foliculos preantrales pequefios, en roedores de laboratorio, dependen de las gonadotropinas,
especialmente de la FSH (Greenwald y Terranova, 1988).
En fa rata, tanto la FSH como el 17B-estradiol incrementan significativamente la incorporacion de [*H]-
timudina en las células de la granulosa Rao et af, 1978). Chiras y Greenwald (1978) demostraron que la
FSH, pero no la LH, inducen un aumento en el indice de proliferacion en foliculos preantrales del
criceto. En la rata, el 178-estradiol y el dietilstilbestrol, por si solos o con gonadotropinas inducen
significativamente la proliferacion celular de las células de la granulosa (Bradbury, 1961; Meyer y Bradbury, 1963
Smith y Bradbury, 1963). Estudios realizados con inmunocitoquimica demostraron que en el epitelio germinal
def ovario de monos se encuentran receptores tanto para estrogenos como para progesterona, sin
embargo, no se encuentran receptores para estrogenos en la granulosa, en la teca o en células del
estromia (Hild-Petito ef af, 1988). Por el contrario, hay receptores de progesterona en las células de la teca y
solo en las células de la granulosa de foliculos primordiales vy primarios (Hild-Petito et of, 1988). Estos
resultados. sugieren que existe una regulacion progestacional mas que una estrogénica en la funcidn
ovarica del mono.
Iwai ef al (1990) demostraron que en el humano, las células de la granulosa poseen Uinicamente
receptores para estrogenos antes de la concentracién maxima ¢ pico de secrecion durante la fase
preovulatoria de fa LH, sin embargo, éstos van disminuyendo en cantidad mientras que los receptores
para progesterona aumentan. Por otra parte, estudios realizados en ratas el dia del proestro y con
exposiciones continuas de [*H]}-timidina, revelan que hay una intensa incorporacién de [*H}-timidina en
el cummulus oophorus y en las células de la granulosa antrales comparado con las células de las capas

murales (Hirschfietd, 1986). Las gonadotropinas suministradas tanto de manera endégena como exdgena,
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inducen la proliferacion celular de la granulosa, la cual cesa gradualmente conforme ef folicuio crece

{Roy, 1994),
Aun queda por determinar cual es la proporcién critica de FSH:LH que determine el desarrollo folicular

normal. Gruenberg ef al (1983) demostraron que el desarrollo folicular normal y la ovulacién ocurren
fn vitro en ovarios perfundidos de rata al cambiar fas proporciones de FSH:LH. Usando cultivos a largo
plazo de foliculos preantrales intactos, se ha demostrado (Roy y Greenwald, 1989), que la FSH incrementa
significativamente los indices de proliferacion de foliculos preantrales en varios estados de desarrotlo e

induce la transicion de foliculos preantrales a foliculos antrales, mientras que la LH ejerce un efecto
minimo.

Debido a que la administracion de gonadotropinas tanto in vivo como in vitro influyen en la sintesis de
ADN folicular, en la proliferacion celular y en 1a esteroidogénesis, es logico asumir que los foliculos
presenten sitios de union a las gonadotropinas. Midgley (1973) fue el primero en demostrar la presencia
de receptores de ta LH y de la FSH en los foliculos ovéricos. Mientras que los receptores para la FSH
se localizan en las células de fa granufosa, los receptores para la LH se encuentran principalmente en la
teca y en las célufas intersticiales. Oxberry y Greenwald (1982) sistematicamente demostraron que en el
criceto, fa union de FSH ocurre en las células de Ia granulosa tanto en los foliculos antrales como en los

preantrales, mientras que los receptores para la LH se presentan principalmente en la teca y en las

células de fa granulosa murales de los foliculos mas grandes.

LA ATRESIA FOLICULAR OVARICA FS UN PROCESO MEDIADO POR APOPTOSIS

En el ovario de la mujer se encuentran alrededor de 2 millones de ovocitos al nacer, este nimero

disminuye a 400,000 foliculos al comienzo de [a pubertad, de los cuales, solo 400 normalmente

ovulan durante el periodo reproductivo. En la menopausia no se observan ni foliculos ni ovocitos
en el ovario, por lo tanto, mas del 99.9% de los foliculos humanos pasan por cambios
degenerativos, siendo este proceso una parte integral de la funcién normal del ovario. Lo mismo
sucede en otras especies de mamifefos, entre el 70 y 99.9% de los foliculos son funcionalmente
eliminados antes de alcanzar la ovulacion y sélo el 0.1% de los foliculos ovularan, por fo que la

ovulacién se podria considerar como la excepcion y no la regla (Hsueh, Billig y Tsafriri, 1994). El
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inducen fa proliferacion celular de la granulosa, la cual cesa gradualmente conforme el foliculo crece

(Roy, 1994).
Aun queda por determinar cual es la proporcion critica de FSH:LH que determine el desarrollo folicular

normal. Gruenberg ef al (1983) demostraron que el desarrollo folicular normal v la ovulacion ocurren
in vifro en avarios perfundidos de rata al cambiar las proporciones de FSH'LH. Usando cultivos a largo
plazo de foliculos preantrales intactos, se ha demostrado (Roy y Greenwald, 1989), que la FSH incrementa
significativamente los indices de proliferacion de foliculos preantrales en varios estados de desarrofio ¢

induce la transicion de foliculos preantrales a foliculos antrales, mientras que la LH ejerce un efecto
minimo.

Debido a que la administracion de gonadotropinas tanto in vivo como in vifro influyen en la sintesis de
ADN folicular, en la proliferacion celular y en la esteroidogénesis, es 16gico asumir que los foliculos
presenten sitios de union a las gonadotropinas. Midgley (1973) fue el primero en demostrar la presencia
de receptores de fa LH y de la FSH en los foliculos ovaricos. Mientras que los receptores para la FSH
se focalizan en las células de la granulosa, los receptores para ta LH se encuentran principalmente en la
teca y en las células intersticiales. Oxberry y Greenwald (1982) sistematicamente demostraron que en el
criceto, 1a union de FSH ocurre en las célutes de la granulosa tanto en los foliculos antrales como en los

preantrales, mientras que los receptores para la LH se presentan principaimente en la teca y en las

células de la granulosa murales de los foliculos mas grandes.

LA ATRESIA FOLICULAR OVARICA ES UN PROCESO MEDIADO POR APOPTOSIS

En et ovario de la mujer se encuentran alrededor de 2 millones de ovocitos al nacer, este niimero
disminuye a 400,000 foliculos al comienzo de la pubertad, de los cuales, solo 400 normalmente
ovulan durante el periodo reproductivo. En la menopausia no se observan ni foliculos ni ovocitos
en el ovario, por lo tanto, mas del 99.9% de los foliculos humanos pasan por cambios

degenerativos, siendo este proceso una parte integral de la funcion normal del ovario. Lo mismo

sucede en otras especies de mamiferos, entre el 70 y 99.9% de los foliculos son funcionalmente
eliminados antes de alcanzar la ovulacion y solo el 0.1% de los foliculos ovularan, por lo que la

ovulacion se podria considerar comio la excepcidn y no la regla (Hsueh, Billig y Tsafriri, 1994). El
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proceso degenerativo por el cual fos foliculos son eliminados antes de alcanzar la ovulacidn se le
CONnoce como atresia,
La palabra “atresia” deriva del griego (a = sin; tresia = perforacion) y se ha empleado para
describir el cierre de una abertura natural. Estrictamente hablando, la atresia es el proceso
mediante el cual los foliculos antrales sobrellevan cambios degenerativos antes de su ruptura en la
ovulacion. Sin embargo, este término también se ha wutilizado para describir los cambios
degenerativos durante el desarrollo ovarico. Una probable ventaja evolutiva de este desgaste
pudiera ser la éeleccic’m de foliculos que contengan ovocitos sanos para ovular. El mecanismo de
seleccion de los foliculos en la vida reproductiva normal es dado por la exposicion a la hormona
foliculo estimulante (FSH) en un momento determinado de su desarrollo. Los foliculos que no
tengan este soporte hormonal durante este periodo critico estaran destinados a la atresia (Hsueh of o,

1994).
Durante et desarrollo ovarico en los mamiferos hay por o menos cuatro estadios degenerativos

" que involucran la pérdida masiva de células ovaricas (Hsueh o7 a/, 1994). En primer lugar, esta pérdida
se observa durante la migracion de las células primordiales germinales desde el saco vitelino a la
cresta genital, a menos que haya un rescate por factores de sobrevivencia (Hsueh er af, 1994).
Segundo, una vez que las células germinales inician su meiosis, hay un desgaste previo a la
formacidn de los foliculos. En tercer lugar, los foliculos en estadios antrales tempranos pueden
diferenciarse o sobrellevar ia atresia. Cuarto, después de la ovulacién, el cuerpo liteo comienza fa
luteolisis (Hsueh ez al, 1994).

Las caracteristicas morfolégicas de la atresia se han descrito como cambios progresivos en todos
los tipos celulares del foliculo. Una sefial temprana de la atresia es la presencia de niicleos
picnoticos dentro de la granulosa. La picnosis es la condensacion y reduccion del tamafio de una
célula o su nicleo, generalmente asociadas con hipercromatosis, es decir, a2 una forma de
degeneracion del nucleo celular, en la que éste se llena de particulas pigmentarias. Conforme
progresa [a atresia se va dando el desprendimiento de las células de la granulosa de la membrana
basal, fragmentacion de la lamina basal v ia presencia de debris celular en el antro folicular.
También se ha informado la reduccion en la sintesis de ADN y proteinas en las células de la
granulosa de los foliculos atrésicos (Hsueh, er at, 1994). El ovocito se va desprendiendo del cumulus y
posteriormente se fragmenta (Hsueh er af, 1994). Estos cambios morfologicos que se observan durante

la atresia folicular son semejantes a los de las células en apoptosis (Hsueh eof of, 1994). La
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fragmentacion caracteristica del ADN en células apoptodticas se observa de igual manera en las

células de la granulosa que inician la atresia.

CONTROL HORMONAL DE LA APOPTOSIS GONADAL

Dentro de las gonadas hay diversas hormonas y factores que actdan como factores de
sobrevivencia inhibiendo la apoptosis y hay factores apoptoticos que inducen la muerte celular

mediante mecanismos endocrinos, paracrinos y autdcrinos. La accion de estos factores depende

del estado de diferenciacion de las células gonadales,

A. Gonadotropinas.
En Ja rata, la hipofisectomia ha sido una técnica empleada para estudiar el efecto de las

gonadotropinas en las gonadas. La disminucion en las concentraciones en suero de gonadotropinas
como resultado de la hipofisectomia, desencadena una atresia masiva en los folicules
preovulatorios en ¢l proestro. Sin embargo, el proceso de la atresia parece no estar estrictamente
relacionado con los niveles de gonadotropinas, ya que se pueden encontrar todos los estadios
foliculares en el ciclo reproductivo.

Estudios realizados por Billig ef al (1994) demostraron que al tratar ratas prepuberes
hipofisectomizadas con FSH tuvieron una disminucion en la fragmentacion del ADN en las células
de {a granulosa. En cultivos de foliculos tratados con FSH y gonadotropina coridnica humana
(hCG), se observo de igual manera una disminucion en la fragmentacion del ADN, principalmente
en los foliculos antrales pequefios, asi como en los preovulatorios, demostrando un papel

importante de las gonadotropinas como factores de sobrevivencia (Billig, Furuta y Hsueh, 1994),

B. Factores de crecimiento, y citocinas
Los cultivos de células de la granulosa tratados con factor de crecimiento epidérmico (EGF),

factor de crecimiento transformante oo (TGFo) o con factor béasico de crecimiento de fibroblastos
(bFGF) tuvieron una disminucion en la fragmentacion del ADN apoptdtico (Hsueh er af, 1994). Es

probable que la muerte celular apoptotica en las células de {a granulosa sea prevenida por la accion
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paracrina de EGF/TGFa secretados por las células de la teca o por la accién autocrina de bFGF
sintetizado por la misma granulosa. ‘

Por otra parte, el ovario expresa un factor de crecimiento semejante a insulina (IGF-1), su
receptor (IGF-1R), las proteinas que lo unen (IGFBP) v las proteasas que degradan IGFBP (Hsueh
et al, 1994). La produccion local de IGF-1 juega un papel importante potenciando la accion de las
gonadotropinas en la diferenciacion del foliculo (Hsueh er af, 1994). También se ha demostrado la
presencia de receptores de iGF~1 en las células de la granulosa y el incremento de IGF-1 ovérico

con la estimulacion de FSH y de la hormona del crecimiento (GH) (Hsuch et o/, 1994). A pesar que las

IGFBP prolongan la vida media de las IGF, éstas proteinas inhiben la accion de IGF. IGFBP-4 y -

5 son producidos por las células de la granulosa, el tratamiento con FSH disminuye la secrecién de

estas proteinas en los ovarios de ratas (Hsueh et af, 1994).

También se ha encontrado que las células de la granulosa producen interleucina-6 (IL-6). L-6

estimula la fragmentacion apoptotica del ADN en estas células, sugiriendo que esta citocina es un

factor atretogénico intrafolicular (Hsueh er az, 1994).

C. Esteroides sexuales

Los esteroides sexuales en el ovario tienen un papel en la regulacion de la atresia folicular, Cuando
ratas hipofisectomizadas son tratadas con estrogenos, muy pocos foliculos inician la atresia. En los

ovarios de humanos, ovinos y porcinos, la produccidn de estradiol por los foliculos atrésicos

disminuye, mientras que la produccion de androgenos se ve incrementada.
MECANISMOS INTRA-OVARICOS INVOLUCRADOS EN LA ATRESIA FOLICULAR

Basandose en estudios realizados con foliculos pre-ovulatorios en la rata, Hsueh ef al (1994),
postularorn un modelo de regulacion de la apoptosis folicular involucrando diversos factores de
crecimiento. Sugieren que debido a que las células de la granulosa son las tinicas que flevan a cabo
la apoptosis en el ovario, tanto sefiales endderinas como paracrinas convergen para regular este
proceso. Por otra parte, los cultivos de células de la granulosa indican que el uso de FSH,
LH/AICG e IGF-1 no son eficientes en la prevencion de la apoptosis, o que sugiere la existencia

de una estrecha inter-relacion con las células de la teca (Hsueh er af, 1994y, La FSH o la LH pudieran
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actuar en las células de Ia granulosa para producir un factor estimulante de las células de la teca;
este factor incrementaria la secrecion de EGF o TGFa en las células de la teca, los cuales se
difundirian a través de la membrana basal hacia la granulosa para inhibir la apoptosis. Debido a
que bFGF se sintetiza en la granulosa, éste pudiera ser un factor autdcrino en la regulacién de la
apoptosis folicular (Hsueh et al, 1994).
La granulosa es el sitio principal de sintesis de IGF-1 en ef ovario de la rata, por lo que algunos
autores postulan que las gonadotropinas estimulan la produccién de IGF-1 en la granulosa, y que
Ja secrecion de éste-actta en la teca estimulando para la produccion de EGF/TGFa (Hsueh of al,
1994). Una vez mas, EGF/TGFa producidos en [a teca, difundirian hacia la granulosa inhibiendo la
apoptosis. Para asegurar la sobrevivencia de los foliculos seleccionados para ovular podrian estar

involucrados otros mecanismos preventivos de la apoptosis folicular (Figura TXD) (Hsueh er af, 1994),

Célula de 1a Teca
LH (R) ——pp cAMP __gp EGF/IGFo,

Membrana Basal

FSH
LH Célula de 1a Granulosa
e I1.-6
GH

Figura IIl. Mecanismos intra~ovéricos involucrados en la atresia folicular: factores de crecimiento y su control
gonadotropico. Las gonradotropinas y Ja hormona del crecimiento (GH) actdan en la granulosa estimulando la
produccion del factor de crecimiento semmcjante a insnlina (IGF-1) y suprimiendo Ia produccion de las proteinas que
unen IGF (IGFBP). El IGF-1 actila en la teca y estimula la produccién de factores de sobrevivencia, tales como ef
factor de crecimiento epidérmico y el factor de crecimiento transformante o (EGF/TGFu) los cuales actuaris en la
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granulosa inhibiendo 1a apoptosis. Por otra parte, las gonadotropinas estimulan la liberacién de un factor de
sobrevivencia (X) que estimula la secrecion de EGF/EGFw en ta teca. El factor basico de crecimiento fibroblastico
(bFGF) y TGFu pueden ser producidos en la granulosa suprimmiendo a su vez la apoptosis por un mecanismo
autécrino y pardcnino. La LH incrementa la produccién de interleucina (IL-18) en 1a teca. Esta citocina promueve la
liberacion de 6xido nitrico {NO) en la granulosa, permitiendo la inhibicion de la apoptesis (Hsueh ef al, 1994).

Ademas de la estimulacion para producir IGF-1 y la inhibicion de IGFBP, las gonadotropinas
incrementan la produccion folicular de interleucina-18 (IL-18), la cual aumenta la produccion de
6xido nitrico (NO). La elevacion intracelular de NO activa una forma soluble de la guanilato

ciclasa, la cual genera GMPc suprimiendo la apoptosis (Hsueh et at, 1994).
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JUSTIFICACION

El empleo de la hormona foliculo estimulante de origen recombinante (FSHrec) ha sido ampliamente
utilizado para estudiar el efecto de la FSH, en ausencia de la actividad de la LH. Al tener un preparado
iibre de LH se abre la posibilidad de definir cual es la funcion de cada una de estas gonadotropinas en el
desarrollo y crecimiento folicular.
La funcién que desempefia fa LH durante fa foliculogénesis aun se desconoce, se sabe que las células de
la granulosa de foliculos en desarrollo adquieren receptores para LH solamente en la etapa antral y en
respuesta a la FSH y al E;. Recientemente se ha demostrado que las preparaciones recombinantes de la
hormona foliculo estimulante (FSHrec), sin la actividad de la LH, estimulan el crecimiento folicular al
estado preovutatorio en ratas hipofisectomizadas inmaduras, mientras que la concentracion circulante
de E; permanece baja. Sin embargo, la mayoria de estos estudios se han realizado varios dias después
de la hipofisectomta.
La presente tesis se realizo con fa finalidad de obtener un mayor conocimiento sobre la funcién de la
FSH, en el crecimiento folicular vy en la atresia de las células de la granulosa en el ovario de ratas

hipofisectomizadas tratadas en forma aguda con FSHrec después de pocas horas de deprivacion de la
hormona enddgena.
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HirOTESIS

La administracion de FSHrec en forma aguda después de ta hipofisectomia, disminuye fa atresia

folicular y aumenta la proliferacion celular de una manera dosis y tiempo dependiente,
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OBIETIVOS

OBIETIVO GENERAL:
Estudiar los efectos biologicos agudos de la hormona estimulante del foliculo de origen recombinante
(FSH rec) en la proliferacion celular empleando un sistema iz vivo.

OBIETIVO PARTICULAR:

1) Anahzar la accion biologica i vivo de la FSHrec, mediante el estudio de sus efectos en la
profiferacion y la atresia de las células de la granulosa det ovario de rata prepiber hipofisectomizada.

2) Comparar los efectos bioldgicos in vivo de la FSHrec administrada a dos diferentes dosis tntcas a lo

largo del tiempo.
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MATERIALES Y METODOS

}. ANIMALES

Se utilizaron ratas hembras prepuberes (38.9 + 3.5g, 21 dias de edad) de la cepa Wistar
mantenidas bajo condiciones estindares de luz (12L:120) a 21°C. Los animales tuvieron libre

acceso a la comida peletizada y al agua.

Previamente a la anestesia con éter etilico, se procedid a inyectar atropina {40 mg/100 g de peso)
por via subcutanea.

Il. HIPOFISECTOMIA POR Via PARAFARINGEA

La hipofisectomia se realizd por via parafaringea mediante la técnica previamente descrita por
Quintanar y Quintanar (1994) (Anexo 1).

I, EFECTOS SUBAGUDOS: PROLIFERACION CELULAR DE CELULAS FOLICULARES

Seis horas después de la hipofisectomia grupos de cuatro ratas fueron tratadas con dos diferentes dosis
de FSH recombinante (2.5 y 8.0 UT) administrada por via subcutanea. Se incluyeron asi mismo, grupos
de ammales hipofisectomizados que recibieron unicamente el vehiculo (testigo salino) (n=2). Los
animales fueron decapitados después de 6, 12 y 18 horas de haber recibido la Gltima inyeccion. Una
hora antes del sacrificio, cada animal recibi6 por via intraperitoneal 2.5 pCi/g de peso de [*H}-timidina
(Amersham International, Inglaterra). Se incluyeron grupos de animales a los cuales se les realizo una

hipofisectomia ficticia, provocandose el trauma operatorio pero sin extraer la hipofisis. Asi como los

testigos intactos, a fos cuales no se les realizo la hipofisectomia.

IV. PROCESAMIENTO DE TEJIDOS -

Después de la decapitacion, se colectd la sangre de las ratas, permitiendo que coagulara;

posteriormente, cada muestra se centrifugd a 185 g durante 10 minutos. Se obtuvieron los sueros
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y fueron alinacenados a -20°C para su analisis posterior. Los ovarios se extrajeron asépticamente,
se disecaron en solucion satina y se fijaron inmediatamente con la solucion de Karnovsky (Karmovsky,

1965). Para ¢l procesamiento de tejidos se sigui6 el procedimiento descrito en el anexo 1.

| Posteriormente a la inclusién se procedio a cortar los ovarios. Se obtuvieron cortes semifinos de 1

um de grosor, con un ultramicrotomo Nova (LKB, Bromma). De cada 10 secciones se tomaron
i\ dos cortes, uno para la autorradiografia y otro que fue tefiido con azul de toluidina 1%. Para ¢l
' andlisis histologico los cortes fueron observados al microscopio dptico (Nikon HFX-DX}. Se
1

tomaron 18 cortes por bloque (36 en total), los cuales fueron montados en laminillas de vidrio
|
‘ para la autorradiografia.

V. AUTORRADIOGRAFiA

La autorradiografia se realizO mediante la técnica descrita por Rogers AW (Rogers, 1979), para lo

cual se empled la emulsion autorradiografica NTB2 (Eastman Kodak, Rochester, NY) a una
‘ dilucion 1:1 con agua desionizada. Las laminillas se sumergieron hasta cubrir los cortes con la
emulsion y se dejaron secar verticalmente quitando el exceso de emulsion que hubiera
permanecido. Los cortes se expusieron en oscuridad a 4°C de tres a cuatro semanas. Ej tiempo de
exposicion fue variable, por lo que cada semana se reveld una laminilla para monitorear la
intensidad de la marca. Para el revelado de las laminillas se empled el revelador D-11 (Eastman
Kodak, Rochester, NY) a una dilucién 1:1 con agua bidestilada por 4 minutos; las laminillas
fueron fijadas en el fijador de Kodak por 4 minutos a temperatura ambiente. Finalmente se lavaron
con agua destilada y se tifieron con azul de toluidina 1% a temperatura ambiente en camara
hiimeda durante 15 minutos. Posteriormente, se lavaron con acido acético diluido y se montaron

con la resina acsilica antioxidante Accu-Mount 60 (Baxter Scientific Products, USA) para su
observacion posterior.
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V1. ANALISIS MICROSCOPICO

Se utilizé el diametro folicular mayor como parametro para clasificar los foliculos dado que: 1) dicho
parametro permite medir de manera rapida y exacta, 2) no se imponen limites arbitrarios para el
desarrollo continuo del foliculo, y 3) el diametro folicular esta estrechamente relacionado con el namero

de células de la granulosa, el cual es un indice importante en el desarrollo y crecimiento folicular
{Hirschfield y Midgley, 1978).

VII. ANALISIS ESTADBISTICO

Para comparar las diferencias entre las proporciones de foliculos sanos v atrésicos, asi como de los
antrales y preantrales se utilizd la prueba paramétrica de ji-cuadrada. Para analizar las diferencias en
cuanto a la incorporacion de ["H]-timidina en cada uno de los diferentes grupos estudiados (dosis v
tiempos de exposicion) se realizo mediaate un ANOVA no paramétrico (Kruskal-Wallis), cuando esta

prueba encontro diferencias se empled una prueba para dos muestras (U-Mann Whitney) utilizando un
nivel de significancia p<0.0S.
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V1. ANALISIS MICROSCOPICO

Se utilizo el diametro folicular mayor como parametro para clasificar los foliculos dado que: 1) dicho
parametro permite medir de manera rapida y exacta, 2) no se imponen limites arbitrarios para el
desarrollo continuo del foliculo, y 3} el diametro folicular esta estrechamente relacionado con el namero
de células de la granulosa, el cual es un indice importante en el desarrollo y crecimiento folicular

{Hirschfield y Midgley, 1978).
VII. ANALISIS ESTADISTICO

Para comparar las diferencias entre las proporciones de foliculos sanos y atrésicos, asi como de los
antrales y preantrales se utilizd la prueba paramétrica de ji-cuadrada. Para analizar las diferencias en
cuanto a la incorporacién de [’H]-timidina en cada uno de los diferentes grupos estudiados (dosis y
tiempos de exposicion) se realizo mediante un ANOVA no paramétrico (Kruskal-Wallis), cuando esta
prueba encontré diferencias se empled una prueba para dos muestras (U-Mann Whitney) utilizando un

nivel de significancia p<0.05.
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RESULTADOS

El efecto de las diferentes dosis de FSHrec (0, 2.5 y 8.0 Ul) durante 6, 12 y 18 horas de
exposicion en el peso ovérico y corporal de las ratas inmaduras hipofisectomizadas se muestra en
la Tabla 1. Se observd que en los animales con hipofisectomia negativa (testigos negativos, es
decir, aquellos animales a los cuales se les realizo la cirugia sin la extraccton de la hipofisis),
presentaron un mayor peso OVAarico, asi como una mayor refacion entre el peso ovarico/peso

corporal con respecto a aquellos con hipofisectomia positiva (en los cuales se extrajo la hipofisis).

Tabla 1. Efecto de la FSHrec en ratas hipofisectomizadas inmaduras tratadas con diferentes dosis y tiempos de
estimulacion.

TRATAMIENTO N3 Peso corporal  Peso ovarico®  ovario/animal
dosis (Ul) y tiempo (h) {2) {(mg)
hipox (-)' 6h 3 455+24 (1.0+23" 024
hipox (+)* 6h 0 Ul 4 365070  55£0.5" 0.15
hipox (+) 6h 2.5 Ul 8 41.5+ 147 46+0.8° 0.11
hipox (+) 6h 8.0 Ul 8 41.12+1.03 7320 0.17
hipox (-) 12h 8 41124502 109172 0.26
hipox (+) 12h 0 Ul 4 345+2.12 4.2 £0.6° 0.12
hipox (+) 12k 2.5 Ul 8 36.12+131  48+13° 0.13
hipox (+) 12h 8.0 Ul 8 36.9+32 55+1.3° 0.15
hipox (-) 18h 6 42.66+236 11.8+1.7° 0.28
hipox {(+) 18h 0 Ul 4 395+7.8 45+14" 0.11
hipox (+) 18h 2.5 UJ 8 37124134  38+16 0.10
hipox (+) 18h 8.0 Ut 8 37574245 58+ 1.7 0.15
o o S o s ierntes o cadapane ndican
* N representa ¢l numero de ovarios analizados por grupa. e();zgeg?)a de diferencias estadisticamenie significativas

De igual manera, el testigo intacto (sin hipofisectomia, ni trauma quirlirgico) presenté una relacion
peso ovdrico/peso corporal mayor que los estimulados con diferencias significativas en los tres

tiempos de exposicion. Por otra parte, se observé una tendencia al incremento, dosis dependiente,
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en los animales estimulados; a mayor dosis y tiempo de exposicion hubo un mayor peso ovarico,
sin embargo, fue no significativo estadisticamente (p<0.05) al compararlo con el testigo positivo.

El efecto de las diferentes dosis de la FSHrec y del tiempo de exposicion al estimulo en el
porcentaje total de foliculos sanos y atrésicos se encuentran en {a Tabla 2 y en la Figura 1A. Sélo
se incluyeron en este estudio los foliculos que presentaban sus ovocitos cuyo nucleolo fuera visible
microscopicamente; se consideré un foliculo como atrésico (en proceso de atresia) cuando
presentaba tres o mas células picnéticas, indicadoras de muerte celular, y como sano cuando

presentaba menos de tres.

Tabla 2. Efecto de la FSHrec en el porcentaje de foliculos sanos y atrésicos en ratas hipofisectomizadas inmaduras.

TRATAMIENTO N No de foliculos® Porcentaje de foliculos
dosis (UI) y tiempo (h) Atrésicos’  Sanos® S/A’
hipox (-)' 6h 8 45 8 89 91.11 10.25
hipox (+) 65 0 Ul 4 125 16.80° 83.2 4.95
hipox (+) 6h 2.5 Ul 8 125 17.6" 82.4 4,68
hipox (+) 6h 8.0 Ul 8 93 4.3" 95.7 22.25
hipox (-} 12h 8 39 17.08 82.05 4.56
hipox (+) 12h 0 U1 4 47 57.45° 42.55 0.74
hipox (+) 12h 2.5 Ul 8 106 16" 84 5.25
hipox (+) 12h 8.0 Ui 8 165 16.96 83.04 4.90
hipox (-) 18h 6 49 4.08° 95.92 23.50
hipox (+) 18h 0 Ul 4 98 48° 52 1.08
hipox (+) 18h 2.5 Ul 8 162 60.5° 39.5 0.65
hipox (+) 18h 8.0 UI 8 118 14.41° 85.59 5.94
"hipofisectomia negativa " No total de foliculos cuyos ovocitos contuvieron el nucleolo
5‘&“25?55522‘2, imero de ovarios por gupo o o e it
" S/a representa la relacién de foliculos sanos sobre tos  “** Las letras diferentes en cada panel indican la existencia
atrésicos de diferencias estadisticamente significativas (p<0.05)

Después de 6 horas de exposicion a FSH, se observé aumento en el porcentaje total de foliculos
sanos y disminucion en los atrésicos, estadisticamente significativo (p<0.05) para la dosis de 8.0

Ul con respecto a 0 Ul'y 2.5 Ul (83.2%, 82.4%, 95.7% y 91.11% en 0 UL, 2.5 UL, 8.0 Ul e hipox
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(-) respectivamente para los foliculos sanos y 16.8%, 17.6%, 4.3% y 8.89% para 0 UL, 2.5 UI, 8.0
Ul e hipox (-) respectivamente para los foliculos atrésicos). A las 12 horas de estimulacion se
observé un aumento en el porcentaje de foliculos sanos (42.55%, 84%, 83.04% vy 82.05% para ¢
UL 2.5 U1, 8.0 Ul e hipox (-), respectivamente) y disminucion en el porcentaje de los atrésicos
(57.45%, 16%, 16.96% y 17.98% para 0 Ul, 2.5 UL, 8.0 Ul e hipox (-) respectivamente)
estadisticamente significativo (p<0.05) al comparar 0 Ul con respecto a 2.5 UT, 8.0 Ul y el testigo
negativo. A las 18 horas de estimulacion se observéd que la dosis de 8.0 UI mantiene el porcentaje
de foliculos sanos mientras que Ja de 2.5 UI presenta una disminucién en el porcentaje de sanos y
un aumento en la atresia (85.59%, 39.5% respectivamente).

Por otra parte, se observd que a mayor tiempo de exposicion con 0 UT hubo una disminucidn en el
porcentaje de foliculos sanos siendo estadisticamente significativo (p<0.05) a las 6 horas con
respecto a las 12 y 18 horas de estimulacion (83.2% versus 42.55% y 52% respectivamente). La
dosis de 2.5 Ul mantuvo el porcentaje de foliculos sanos a las 6 y 12 horas (82.4% y 84%
respectivamente) sin diferencia significativa; sin embargo, se observd que a las 18 horas hubo una
disminucion significativa (39.5%) (p<0.05). Con 8.0 Ul se observé una disminucién a las 12 y 18
horas con respecto a las 6 horas (p<0.05) (83.04%, 85.59% versus 95.7%. respectivamente) No
se observaron diferencias significativas entre los animales con hipofisectomia negativa.

Con respecto a los foliculos preantrales se observd que en los testigos salinos hubo una
disminucion en el porcentaje de los foliculos sanos con respecto al tiempo. Con 2.5 Ul se abservo
una diferencia significativa 18 horas después del estimulo. Mientras que con 8.0 Ul no hubo
diferencias significativas, manteniéndose el porcentaje de foliculos sanos con respecto al tiempo.

(Figura 1B)
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Figura 1. A) Porcentaje totat de foliculos sanos y atrésicos de ratas inmaduras hipofisectomizadas y tratadas con (.
2.5 v 8.0 Ul de FSHrec y sacrificadas a diferentes tiempos de estimulacion. B) Porcentaje de foliculos preantrales
sanos y atrésicos dc ratas inmaduras hipoﬁ_scctomimdas y tratadas con las mismas dosis y liempos de estimuiacion,
v C) Porcentajc dc foliculos antrales sanos y atrésicos en los mismos animales. En cada grupo de 4 barras. la barra

derecha represemta cl testigo negativo. Las letras diferenies cncima de cada barra indican la cxistencia de

diferencias significativas (p<{.03) en cada panel.
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Por otro lado, con los foliculos antrales se observaron muy pocas diferencias significativas dosis-
dependientes. A las 12 horas de estimulacién hubo una diferencia significativa entre e] testigo
salino y la dosis de 2.5 Ul y 8.0 Ul, donde se observd un menor porcentaje de foliculos sanos. A
las 18 horas de estimulacion, el testigo salino y las dosis de 2.5 UI son diferentes
significativamente con la dosis de 8.0 Ul y los animales con hipofisectomia negativa. Mientras que
con respecto al tiempo tuvieron un comportamiento similar al de los foliculos preantrales y al del
porcentaje total de foliculos, donde se-observé que los testigos salinos a las 12 h y 18 h después
del estimulo tuvo un descenso significativo en el porcentaje de foliculos sanos. Con el estimulo de
2.5 Ul se mantuvo el porcentaje de éstos pero disminuyé significativamente a las 18 horas. Con
8.0 Ul se mantuvo el porcentaje hasta las 18 horas después de la estimulacion.

El efecto de las diferentes dosis de la FSHrec con diferentes tiempos de exposicion en el
porcentaje de foliculos antrales y preantrales se muestra en la Tabla 3 y en la Figura 2.

Tabla 3. Efecto de la FSHrec en el nimero de foliculos antrales y preantrales en ratas hipofisectomizadas
inmaduras.

TRATAMIENTO N’ No de foliculos* Porcentaje de foliculos
dosis (UT) y tiempo (h) Antrales® Preantrales®
hipox (-} 6h 8 45 80° 20
hipox (+)* 6h 0 UT 4 115 6087 39.13
hipox (+) 6k 2.5 UI 8 126 48,41 51.59
hipox (+) 6h 8.0 Ul 8 92 43 48" 56.52
hipox (-} 12h 8 42 54.76 4524
hipox (+) 12h 0 Ul 4 51 56.86" 43.14
hipox (+) 125 2.5 Ul 8 122 48.36° 51.64
hipox (+) 12h 8.0 UI 8 165 50.3" 497
hipox (-} 18h 6 48 72.92° 27.08
hipox (+) 18h 0 UY 4 9] 48.35° 51.65
hipox (+) 18h 2.5 Ul 8 155 42.58° 57.42
hipox (+) 18h 8.0 Ul 8 117 53.85° 46.15
rocis e o con s O A
* N representa ¢! niamero de ovarios por grupo ® foliculos sin cavidad antral

*¢1 as letras diferentes en cada panel indican la existencia
de diferencias estadisticamente significativas (p<0.05)
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A las 6 horas de estimulacion entre 0 Ul y 2.5 Ul no hubo diferencias significativas en el
porcentaje de foliculos antrales (60.87% y 48.41% respectivamente); sin embargo, si {as hubo con
respecto a 8.0 Ul versus 0 Ul (43.48% y 60.87% respectivamente). Los tres grupos
experimentales fueron significativamente diferentes (p<0.05) con respecto al testigo negativo
(80%). A las 12 horas de estimulacion no hubo diferencias significativas entre las diferentes dosis.
A las 18 horas de estimulacion solo hubo diferencia significativa cuando se compararon las tres
dosis de estimulacion con respecto al testigo negativo (48.35%, 42.58%, 53.85% y 72.92% para 0
Ul, 2.5 UI, 8.0 UI e hipox negativa, respectivamente).
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Figura 2.Porcentaje de foliculos antrales y preantrales de ratas inmaduras hipofisectomizadas y tratadas con 0, 2.5 y
8.0 Ul de FSHrec y sacrificadas a diferentes tiempos de estimulacion. En cada grupo de 4 barras, ia barra derecha
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representa el testigo negativo. Las letras diferentes encima de cada barra indican la existencia de diferencias
significativas (p<0.05) en cada pancl. '

El efecto de las diferentes dosis (0, 2.5 y 8.0 UI) de la FSHrec y tiempos de exposicion (6, 12y 18
horas) en el nimero de células que incorporaron [*H]-timidina, (indicador de proliferacién celular),
en los foliculos con un diametro de 50 a 199 um se encuentra en la tabla 4 y en Ja Figura 3A. Al
comparar las diferentes dosis a las 6 horas de estimulacion se observé un aumento significativo
(p<0.05) entre las dosis de 0 UT (10.34 + 0.83 células marcadas) y 2.5 UI (9.84 = 0.76 células
marcadas) con respéecto a ta dosis 8.0 UI (15.83 + 1.52 células marcadas). El testigo negativo no
tuvo diferencias significativas con los grupos experimentales. A las 12 horas de estimulacion hubo
un incremento dosis dependiente (3.83 £ 0.70, 11.43 £ 0.97 y 17.44 + 1.52 células marcadas para
cada dosis). El testigo negativo (10.59 + 2.52 células marcadas) no presenté diferencias
significativas con 2.5 Ul pero si las presenté (p<0.05) al comparario con las dosis de 0 Ul y 8.0
UL A las 18 horas de estimulacion se observé un aumento significativo (p<0.05) dosis
dependiente (5.55 + 0.97,9.57+0.92y 20.72 £ 2.15 células marcadas para cada dosis). El testigo
negativo (15.83 + 2.44 células marcadas) fue significativamente diferente (p<0.05) con respecto a
las dosis 0 Ul y 2.5 UL,
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Tabla 4. Efecto de la FSHrec en la proliferacién celular en foliculos de 50-199 pm de ratas hipofisectomizadas

munaduaras, :

TRATAMIENTO N? No de foliculos* Namero de células marcadas®
dosis (UI) y tiempo (h) (50 - 199 pum)
hipox (-)' 6h 8 25 1524 +3.12%
hipox (+)* 6h 0 Ul 4 100 10.34 +0.83°
hipox (+) 6h 2.5 UI 8 102 9.84 1+ 0.76"
hipox (+) 6h 8.0 Ul 8 64 15.83 £1.52%
hipox (-) 12h 8 17 10.59 + 2.52%
hipox (+) 12h 0 Ul 4 40 3.83 £0.70"
hipox (+) 12h 2.5 Ul 8 89 11.43 = 0.97°
hipox (+) 12h 8.0 Ul 8 127 1744 +1.52°
hipox (-} 18h 6 24 15.83 £ 2. 44°
hipox (+) 18h 0 Ul 4 77 555+£097°
hipox (+) 18h 2.5 Ul 8 124 9.57+092°
hipox (+) 18h 8.0 Ul 8 86 20.72+2.15°

" hipofisectomia negativa
* hipofisectomia positiva
* N representa el nimero de ovarios por grupo

“No total de foliculos cuyos ovocitos contuvieron el nucleolo

* Incorporacion de *H-timidina (C3 + E.E)

*¢ |as letras diferentes en cada panel indican la existencia de
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05)
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Figura 3. Nimero de células marcadas con ["H]-timidina (media + E.E) en foliculos de un diametro de A) 50-
199gun B) 200400 gm y, C} > de 400 pm, de ovarios de ratas inmaduras hipofisectomizadas tratadas con 0, 2.5 v
8.0 Ul de FSHrec v sacrificadas a diferentes tiempos de estimulacién, En cada grupo de 4 barras, la barra derecha
representa el testigo negativo. Las letras diferentes sobre las barras representan la existencia de diferencias
significativas (p<0.05) en cada panel.
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Por otra parte, cuando se compararon los diferentes tiempos de exposicion, a la dosis de 0 Ul se
observo una disminucion en el nimero de células marcad.as (10.34 £ 0.83 células) con respecto a
las 12 y 18 horas {(3.83 £ 0.70 y 5.55 + 0.97 células marcadas, respectivamente). Con la dosis de
2.5 Ul no hubo diferencias estadisticamente significativas asi como en lbs testigos negativos. Con
la dosis de 8.0 UI hubo un aumento significativo a las 18 horas de estimulacidn (20.72 & 2.15
células marcadas) con respecto a las 6 y 12 horas de estimulacion (15.83 £ 1.52 y 17.44 + 1.52

células marcadas, respectivamente).

Tabla 5. Efecto de la FSHrec en la proliferacion celular en foliculos de 200-400 pm de ratas hipofisectomizadas
inmaduras.

TRATAMIENTO N No de foliculos® Numero de células marcadas’
dosis (U} y tiempo (h) (200 - 400 um)
hipox (-)' 6h 8 20 79.44 + 11,32
hipox (+)? 6h 0 Ul "4 3 39.18 + 8.0"
hipox (+) 6h 2.5 UI 8 22 64.32 + 8.56°
hipox (+) 6h 8.0 UI 8 21 66.86 = 9.97°
hipox (-) 12h 8 19 79.56 + 9.64°
hipox (+) 12h 0 Ul 4 3 16.33 £ 5.55°
hipox (+) 12h 2.5 UI 8 20 447+ 9.19°
hipox (+) 12h 8.0 UI 8 36 79.5 + 9.64°
hipox (-) 18h 6 20 131.3 + 20.39°
hipox (+) 18h 0 Ul 4 1 19.06 + 8.20°
hipox (+) 18h 2.5 UI 8 35 56.57 + 8.54"
hipox (+) 18h 8.0 UI 8 30 97.27 +11.31°
"hipofisectornia pegativa *No total de foliculos cuyos ovocitos contuvieron el nucleolo
*hipofisectomia positiva ? Incorporacion de H-timidina (C3J + E.E)
*N representa el niumero de ovarios por grupo 182 [ as letras diferentes en cada panel indican la existencia de

diferencias estadisticamente significativas (p<0.05)

El efecto de la FSHrec en el nimero de células que incorporaron [*H]-timidina en foliculos cuyo
diametro mayor fue entre 200 y 400 pm se encuentra en la Tabla 5 y en la Figura 3B. A las 6 horas de
estimulacion se observd que con el vehiculo (0 UI) hubo un menor mimero de células marcadas, a

diferencia de 2.5 UL, 8.0 Ul y el testigo negativo (39.18 + 8.0, 64.32 + 8.56, 66.86 £ 997 y 79.44 %
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11.32 células marcadas, para cada grupo respectivamente). A las doce horas de estimulacion, no hubo
diferencias significativas entre 0 Ul y 2.5 Ul (16.33 £ 555 y 447 + 9.19 celulas maracadas
respectivamente) ni entre 8 Ul vy el testigo negativo (79.50 + 9.64 y 79.56 + 9.64 células marcadas
respectivamente). Las dosis de 0 Ul y 2.5 UI fueron significativamente diferentes (p<0.05} con respecto
a 8.0 Ul y al testigo negativo. A las 18 horas de exposicion hubo un incremento significativo (p<0.05),
dosis dependiente (19.06 + 8.20, 56.57 & 8.54 y 97.27 + 11.31 células marcadas), para cada una de las
dosis. El testigo negativo (131.3 £ 20.39 células marcadas) no tuvo diferencias significativas con

respecto a 8.0 Ul pero si con las otras dos dosis (0 Ul y 2.5 UI).

Por otra parte, al comparar los diferentes tiempos de exposicion con 0 Ul y 2.5 UT no hubo diferencias
significativas entre 6, 12 y 18 horas (39.18 £ 8.0, 16.33 + 5.55 y 19.06 =+ 8.20 celulas respectivamente
para 0 Ul; 64.32 + 8.56, 44.7 £ 9.19 y 56.57 + 8.54 células respectivamente para 2.5 UT); con 8.0 Ul
hubo diferencias estadisticamente significativas entre 6 y 18 horas (66.86 £ 6.97 y 97.27 & 11.3] células
respectivamente). Los testigos negativos presentaron diferencias significativas {p<0.05) a las 6 y 12
horas con respecto a las 18 horas de exposicion {(79.44 £ 11.32, 79.56 £ 9.64 y 131.3 + 20.39 células
respectivamente).

El efecto de la FSHrec en el nimero de células que incorporaron [*H]-timidina en foliculos cuyo
diametro mayor fue mayor de 400 pm se encuentra en la Tabla 6 y en la Figura 3C. Debido a que se
localizaron muy pocos folictlos con un diametro mayor a 400 um no se realizaron pruebas estadisticas.

La Figura 4 muestra las secciones histologicas de los ovarios de las ratas hipofsectomizadas expuestas
durante diferentes tiempos a varias dosis de FSHrec. Se pueden observar las células que incorporaron
[’H]-timidina, en forma de granulos de plata, en las células de la granulosa en los cortes de ovarios de
los animales estimulados, asi como las células picnéticas, en los cortes de ovarios de los animales no

estimulados (testigos positivos).
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Tabla 6. Efecto de la FSHrec en la proliferacion celular en foliculos mayores de 400 pm de ratas hipofisectomizadas

inmaduras.
TRATAMIENTO N No de foliculos® Numero de células marcadas’

dosis (Ul) y tiempo (h) (> de 400 um)

hipox (-)' 6h 8 o
hipox (+)* 6h 0 UI 4 o e
hipox (+) 6h 2.5 Ul 8 L
hipox (+) 6h 8.0 Ul 8 6 129.67 £29.13
hipox (=) 12h 8 4 110.75 £ 58.82
hipox (+) 12h 0 UI 4 2 86.50 £ 10.50
hipox (+) 12h 2.5 Ul 8 2 176.0 + 50.0
hipox (+) 12h 8.0 Ul 8 o e
hipox (-} 18h 6 4 273.48 + 49 64
hipox (+) 18h 0 UL 4 0 e
hipox (+) 18h 2.5 Ul 8 o e
hipox (+) 18h 8.0 UI 8 1 190.5

" hipofisectomia negativa
? hipofisectomia positiva

*N representa ¢ nfimero de ovarios por grpo

*No total de foliculos cuyos ovocitos contuvieron el nucleolo

* Incorporacién de *H-timidina (03 + E.E)

"¢ Las letras diferentes en cada panel indican la existencin de
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05)
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Figura 4. Ay B) Cortes histoldgicos de ovarios de ratas hipofisectomizadas (testigos positivos), 18 horas después de la
inyeccion del vehiculo. Los foliculos atrésicos contienen grupos de células de la granulosa picndticas indicadas con flechas.
C) Corte histolégico de ovarios de ratas hipofisectomizadas estimuladas con 8.0 UI de FSHrec y sacrificadas después de 12
horas de estimulacién. D) Corte histologico de ovarios de ratas hipofisectomizadas estinnladas con 8.0 Ul de FSHrec ¥
sacrificadas 18 horas después de la inyeccion. Las células que incorporaron ['H]-timidina estdn indicadas con las puntas de
las flechas. El segmento representa 70 pun. o=ovocito, g=célula de la granulosa, t=célula de la teca.
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DISCUSION

Los halfazgos del presente estudio demostraron la capacidad de la FSHrec de contrarrestar el efecto de
la deprivacién aguda de gonadotropinas al rescatar los foliculos ovaricos de la atresia e inducir la
proliferacion celular en las células de la granulosa, siendo la FSH indispensable para ta maduracion de
los foliculos en estadios tempranos del desarrollo. Los primeros estudios que demostraron los efectos
sinérgicos de la FSH y de la LH en ratas inmaduras hipofisectomizadas datan de 1940 (Fevotd, 1941).
Posteriormente se han realizado experimentos similares; sin embargo, los resultados han sido un
tanto contradictorios debido a que las preparaciones de FSH empleadas contenian actividad
variable de la LH (Richards, 1980). Mediante la tecnologia recombinante se ha podido obtener FSH
humana pura, a través de la expresion de FSH en células huéspedes de mamiferos y bacterias, lo
cual permite elucidar la accion especifica de la FSH durante el desarrollo folicular y la

esteroidogénesis (Mannaetis, de Leeuw, Geelen, van Ravestein, van Wezenbeek, Schuurs y Kloosterboer, 1991).

En el presente estudio realizado en ratas inmaduras hipofisectomizadas se demostrd que la
FSHrec, disminuye la atresia folicular posthipofisectomia, sin cambios significativos en el nimero
de foliculos antrales. La hipofisectomia en las ratas prepiiberes tuvo un efecto significativo en el
desarrollo folicular, por ejemplo, en las ratas control (expuestas Gnicamente a solucion salina) se
indujo atresta folicular en el ovario que presentd una disminucion en el porcentaje de foliculos
sanos y un aumento en el de los atrésicos a las 12 horas después del estimulo (es decir, 18 horas
post-hipofisectomia), lo cual fue un cambio significativo no descrito previamente. Esta
disminucion continud hasta las 18 horas de exposicion (24 horas post-hipofisectomia). Estos
cambios en la atresia fueron similares a los descritos anteriormente en animales adultos (Braw, Bar-
Amiy Fsafviri, 1981), en los que se observaron cambios morfoldgicos a las 24 horas y signos de atresia
avanzada 48 horas después de la hipofisectomia. Por otra parte, e} tratamiento con dosis Unicas de
FSHrec incremento el porcentaje de foliculos sanos. Una dosis tinica de 2.5 Ul de FSHrec
mantuvo el porcentaje de foliculos sanos hasta las 12 horas de exposicion; sin embargo, 18 horas

después, se presentd una disminucion drastica en el porcentaje de los foliculos sanos. Por el
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contrario, con 8.0 Ul de FSHrec se mantuvo el porcentaje de foliculos sanos incluso hasta las 18
horas de exposicion. |

En la presente tesis, se observo que el estimulo con FSHrec in vivo, aumento significativamente el
porcentaje de foliculos sanos de una manera dosis-dependiente. Se demostré que Ja FSHrece, en
ausencia de actividad de la LH, disminuye la incidencia de la atresia, aumentando el porcentaje de
foliculos sanos, sin cambios notorios en el porcentaje de los foliculos antrales y preantrales.
Conforme transcurrié un mayor tiempo de exposicion aumento el porcentaje de foliculos atrésicos
en aquellos animales, que fueron inyectados con solucion salina (0 UI), debido a la falta de FSH
para continuar y mantener al foliculo sano. La dosis de 2.5 Ul mantuvo el porcentaje de foliculos
sanos sin diferencias con respecto al testigo negativo (hipox -) a las 6 y 12 horas de estimulacion;
sin embargo, a las 18 horas se observo una disminucion significativa en el porcentaje de foliculos
sanos. Por otra parte, la dosis de 8.0 UT mantuvo el porcentaje de foliculos sanos y atrésicos
inclusive hasta las 18 horas, donde permaneci6 sin diferencias significativas con respecto al testigo
negativo (hipox -). Estos datos nos permiten concluir que el estimulo de 2.5 Ul fue suficiente
dentro de las primeras 12 horas; sin embargo, no tiene ningin efecto posteriormente, ya que no es
una dosis suficiente para mantener el estimulo.

El tratamiento con FSHrec previno la atresia folicular, manteniendo la fraccién de foliculos no
atrésicos, pero sin cambios significativos en el nimero total de foliculos antrates y preantrales. En
un estudio previo (Mannaerts, Uilenbroek, Schot y DeLeeuw, 1994) se demostro que en ratas prepuberes
hipofisectomizadas y estimufadas con vartas dosis de FSHrec cuatro dias después de la

hipofisectomia, la FSHrec incrementd el nimero de foliculos antrales, disminuyendo la incidencia

.de la atresia en estos foliculos. También se encontrd que el efecto sobre la atresia fue mas aparente

en los foliculos de menor tamafio, indicando que la FSH induce un desarrollo folicular miltiple al
prevenir que los foliculos antrales de menor tamaiio entren en atresia. Ademas, la FSHrec por si
sola indujo el crecimiento de los foliculos hasta el estado preovulatorio. Las diferencias entre
ambos estudios podrian ser atribuidas a los diferentes disefios experimentales y dosis de FSHrec
empleadas. '

El nimero de células que incorporaron ["H]-timidina, indicativo de proliferacion celular, se
incrementd  significativamente de una manera dosis-dependiente en los dos tamaiios foliculares

estudiados, con algunos cambios significativos cuando se realizo el analisis en relacion al tiempo, en el
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cual, hubo una disminucion significativa en la proliferacion celutar de foliculos de menor tamafio 12
horas despueés del estimulo, con respecto a las 6 horas, en los animales que fueron expuestos a solucién
salina en los foliculos de menor tamafio, pero no en los mayores. Esto Gltimo indica que la
hipofisectomia disminuye el nimero de células que estin proliferando después de las 6 horas de
exposicion. Con 2.5 Ul no hubo diferencias significativas en ninguno de los dos tamafios, ni de los
animales a los cuales se les realizo la hipofisectomia negativa en los foliculos mas pequefios, mientras
que en los mayores se observé un incremento en el niimero de células que incorporaron [*H]-timidina
18 horas después del -estimulo. La dosis de 8.0 Ul increhenté la proliferacion celular hasta 18 horas

después del estimulo.

La atresia folicular es un proceso mediado por la apoptosis que podria estar regulado in vivo por
diversas vias, por un lado la FSH y los estrogenos inhiben la apoptosis mientras que los
androgenos y la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) incrementan la fragmentacion
internucleosomal del ADN (Billig, et af, 1994). Sin embargo, el mecanismo molecular de la
fragmentacion del DNA asociado a la atresia folicular atn se desconoce. Los foliculos que
presentaron atresia contenian numerosas células de la granulosa con nicleos picnéticos y gotas
lipidicas, asi como cuerpos apoptoticos compuestos de nicleos picnéticos con fragmentos de
citoplasma dentro o en la periferia del antro folicular. Se observd una tendencia en 1a disminucién
de figuras mitéticas conforme se observaba mayor atresia. En estados méas avanzados de atresia se
observo que el cumulus oophorus se desintegraba, formando una especie de laguna en un principio
en las células del cumulus y posteriormente en el ovocito. La lamina basal permanecié intacta en
los foliculos examinados, sin embargo, en estados avanzados de atresia hubo una invasion de
células, probablemente macrofagos y células de tejido conectivo que invaden la granulosa con un
rompimiento de la lamina basal, en estos casos fue dificil observar los limites del foliculo y como
era de esperar hubo una gran cantidad de células picnoticas. Durante la atresia folicular, a pesar de
observar cambios degenerativos en la granulosa, no se observaron cambios aparentes en la teca
interna. En estudios previos se demostré un incremento en la invasion de macréfagos conforme

progresaba la atresia (Gaytan, Morales, Bellido, Aguilar y Sanchez-Criado, 1998).
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La FSHrec humana que es producida por las células de la linea celular del ovario de criceto chino
(CHO) tiene ciertas diferencias en el perfil de distribucion por carga con el perfil de la FSH aisiada
de extractos hipofisiarios no purificados, con el suero de mujeres a lo largo del ciclo menstrual, el
suero de mujeres menopausicas, asi como el de preparaciones comerciales de FSH urinaria (Ulloa-
Aguirre, Timossi, Zambrano, Damidn-Matsumura, Quintanar, Mussi y Dominguez-Gonzalez, 1997). En el perfil de
distribucton por carga de la FSHrec se observa un patron poco frecuente o carente de las
isoformas menos acidas de FSH y esta limitado a un rango pequefio de pH (Ulloa-Aguirre, Midgley,
Beitins y Padmanabhan, 1995). Estas diferencias podrian deberse a la restriccion en la glicosilacion

presentada por las células CHO.

Como se ha demostrado previamente, las isoformas intrahipofisiarias con menor contenido de
acido sialico, menos acidas, son biologicamente mas potentes in vitro, pero tienen una menor vida
media plasmatica y potencia bioldgica in vivo gue sus analogos mas 4cidos, altamente stalizados
(Baenzinger y Green, 1988). La ESHrec al presentar un patron carente de isoformas menos acidas,
presenta una actividad bioldgica /n vitro mayor que algunas preparaciones con patrones
predominantemente acidos, exhibiendo una vida media plasmética menor, asi como una mayor
velocidad de depuracion plasmatica (Ultoa-Aguirre o af 1997). Los hallazgos de la presente tesis seran
de gran utilidad como referencia para estudios posteriores sobre el efecto de las diferentes
isoformas molecutares de la FSH natural en la proliferacion celular de las células de la granulosa,

estudio indispensable para el analisis de la importancia fisiologica del polimorfismo de estas

gonadotropinas.
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ANEXO |

HIPOFISECTOMIA POR ViA PARAFARINGEA

La hipofisectomia se realiz6 mediante la técnica descrita por Quintanar y Quintanar (1994). E!
instrumental se lavd perfectamente vy se enjuagd con una solucion concentrada de cloruro de
benzalconto y postertormente con alcohol. Se rasurd al animal en la cara anterior del cuelio y se
fijé la rata en decubito dorsal sobre la mesa de operaciones. Para entubar la traquea se inclind la
mesa de operaciones en un angulo aproximado de 70° iluminando de frente la zona del cuello con
una {ampara y con la ayuda de un abatelenguas se observo la apertura intermitente de la glotis. Se
canulo la traquea introduciendo el catéter y asegurandose que haya quedado en la via aérea.

La cara anterior del cuello se limpié con cloruro de benzalconio y se realizé una incision de 2 a 3
cm en la linea media de la piel, desde el borde inferior de la mandibula hasta el mango del
esternon. Se corto la fascta superficial que recubre a los muscutos digéastricos y esternohioideos.
Se tomd como referencia el tendon central del misculo digastrico izquierdo y con los disectores
rectos se hizo una separacion roma de las siguientes estructuras: vena yugular interna izquierda y
cara interna del masculo masetero de! mismo lado y hacia el centro el misculo digastrico y los
conductos faringoesofagico y laringotraqueal. Una vez realizado lo anterior se procedio a trabajar
bajo el microscopio estereoscOpico con lampara integrada con un aumento de 10x. Con el
separador curvo se jalaron las estructuras interna hacia la linea media hasta observar el piso de la
nasofaringe, de la que sobresale el extremo distal de la apdfisis pterigoidea izquierda, la cual se
toma como referencia para desplazarse 1.5 cm hacia abajo vy hacia el centro . En este punto se
encuentra el hueso basioccipital, el cual se legra con el mismo disector, hasta llegar a la cresta del
occipital la cual se limpia en ambos lados en direccion anterior, hasta Wegar a la articulacién
esfeno-occipital, la cual se identifica como una linea transversal, generalmente de color azul claro,
que corresponde a dicha articulacién. Se colocaron los separadores romos de metal de tal manera
que se¢ pudiera realizar con buena vistbilidad las maniobras posteriores. Para evitar un dafio por
compresion, y evitar la ruptura de la nasofaringe, fue importante que los separadores no quedaran
excesivamente apretados. El nimero de separadores y el lugar de su localizacion dependis de la
visibilidad de la zona operatoria. Con una broca se trepané el hueso basioccipital en la parte media

e inmediatamente por delante de la cresta y posterior de la linea azul, hasta llegar a la duramadre
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cuidando de no romperla. Con la fegra para hueso, se levantaron y se desprendieron los restos de
la lamina interna del hueso y se redondean los bordes del orificio, hasta que quedara con un
diametro final de 3 mm aproximadamente. Con la aguja para meninges se rompio la duramadre y
se extrajo la hipdfisis con un aspirador de hipofisis conectada al vacio. Después de la
hipofisectomia, se preseniaba una pequefia hemorragia acompaiiada de liquido cefalorraquideo que
cesaba en unos momentos. La hipofisis extirpada y atrapada en la malla de nylon se observd al
microscopio y se determino si la hipofisectomia fue completa. Una vez que la hemorragia ceso, se

aspiro el coagulo, hasta asegurar que no hubiera hemorragia. Finalmente se procedio a retirar los
separadores de metal y a suturar la piel.

CUIDADOS POSTOPERATORIOS

Se retird la canula traquea! y el animal se coloco en una caja de cuidados intensivos, formada por
un colchon térmico en una atmosfera de gas carbageno (95% Oy, 5% CO,). Como el primer
efecto de la hipofisectomia es la poliuria, que aparece entre los 40-90 minutos después de la
operacion, es importante que la rata tenga libre acceso a agua glucosada (10%) para evitar la
muerte por deshidratacion. Una temperatura de 28-30°C y una dieta constituida de agua

glucosada, alimento molido y pan humedecido con leche fueron importantes para la supervivencia
postoperatoria. |

Se comprobo que la extraceion de la hipofisis fuera completa durante la necropsia.
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ANEXO I

Tratamiento de Tejidos

FLJACION:

El tejido se aislé e inmediatamente se fijo en ia solucion de Karnovsky modificado (Kamovsky, 1965),
(Paraformaldehido 1%, Glutaraldehido 2.5% en amortiguador de cacodilato de Sodio 0.2M a pH
7.4 sin Ca'™), de |1 a 12 horas a 4°C. Posteriormente se hacen tres cambios de 15 minutos con
cacodifato de sodio 0 IM al término de ia fijacion a 4°C. La post-fijacion se realiza con tetroxido
de osmio (1% Os04 en amortiguador de Zettergvist (Zettergvist, 1956) una hora. Finalmente se hacen
tres lavados con agua bidestilada.

DESHIDRATACION:

Posteriormente el tejido se deshidraté haciendo lavados sucesivos con etanol de diferentes
graduaciones, se inicié con etanol al 70% y 80% a 4 °C, 90%, 95% y 100% a temperatura
ambiente. Finalmente, se cambiaron a 6xido de propileno 20 minutos a temperatura ambiente.
IMPREGNACION:

La impregnacion se realizé6 con una mezcla de 6xido de propileno y epon 812 1:1 una hora,
agitando suavemente a temperatura ambiente. Posteriormente, se cambid por una mezcla de epon
y oxido de propileno 2:1 una hora, agitando suavemente a temperatura ambiente y finalmente se
dej6 con epon purc 12 horas, en agitacion suave a temperatura ambiente.

La inclusion se ifevd a cabo en moldes debidamente etiquetados con epon puro a 60°C 24 horas.
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NO TE SALVES

Neo te quedes inmovil
al borde del camino
no congeles el jubilo
no quieras con desgana
no te salves ahora
i nunca

 no te salves
no te llenes de calma
no reserves del mundo
solo un rincon tranguilo
no dejes caer los parpados
pesados coOmMo juicios
1o te quedes sin labios
no te duermas sin suefio
no te pienses sin sangre
no te juzgues sin tiempo

pero si

pese a todo
no puedes evitarlo
y congelas el jubilo
y quieres con desgana
y te salvas ahora
y te llenas de calma
y reservas del mundo
610 un rincon tranquilo
y dejas caer tos parpados
pesados como juicios
y te secas sin labios
y te duermes sin suefio
y te piensas sin sangre
y te juzgas sin tiempo
y te quedas inmovil
al borde del camino
y te salvas

entonces

. no te quedes conmigo.

Mario Benedetti



