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I. RESUMEN 

Durante la etapa reproductiva, los ovarios contienen folfculos 
en diferentes etapas de diferenciacién. Aunque se sabe que a 
partir de un tamafio critico, la maduracién endécrina de los 
foliculos depende de factores como las gonadotropinas, los 
mecanismos intra y extragonadales que controlan la formacién de 
los folfculos primordiales, su seleccién para iniciar su crecimiento 
y la diferenciacién de las primeras células esteroidogénicas 
durante Ia ontogenia, estén todavia por dilucidarse. 

En el ovario de ratén la formacién de foliculos primordiales se 
inicia en la etapa prenatal y termina entre los dias 3 y 4 postnatal. 
Asimismo, e] primer tejido esteroidogénico se detecta a partir de 
la primera semana. 

En este estudio reportamos como se lleva a cabo el proceso de 
foliculogénesis tanto in situ como in vitro. Realizando 

inmunohistoquimica contra laminina se observaron las tres etapas 
de individualizacién folicular. Asimismo, en ovarios mantenidos en 

cultivo organotipico, determinamos el efecto de la gonadotropina 
PMSG sobre el proceso de foliculogénesis, el establecimiento del 
primer tejido esteroidogénico del ovario y su actividad para 
producir esteroides. 

Encontramos que los foliculos primordiales se forman por un 
proceso de compartimentalizacién de los cordones sexuales del 
ovario embrionario y que dicho proceso sigue un gradiente 

médulo-cortical. Es decir, los primeros foliculos que se 
individualizan son medulares y los tiltimos corticales. Los ovocitos 

crecen con el mismo gradiente, sin embargo, no es raro encontrar 
ovocitos medulares que alcancen su tamafio definitivo en Ja 
médula dentro de foliculos que permanecen unidos por puentes 
formados por células foliculares. 

El proceso de foliculogénesis in vitro es similar al que ocurre in 
situ, pero es més lento, y la presencia de gonadotropinas no parece 
ser necesaria para que ocurra normalmente.



Con Ia comparaci6n realizada del desarrollo de los ovarios in 

situ con los ovarios mantenidos en cultivo, observamos una 

similitud importante que nos permite deducir que la 

foliculogénesis asi como la diferenciacién inicial del tejido 

intersticial esteroidogénico son procesos que dependen de un 

control intraovdrico. 

Finalmente concluimos, que las gonadotropinas hipofisiarias no 

participan en el mecanismo de foliculogénesis en etapas 
tempranas del desarrollo del ovario, el papel que parecen 

desempefiar es la modulacién del tejido esteroidogénico del 

estroma. Por otro lado, los ovarios del ratén recién nacido tienen 

la capacidad de secretar todos los esteroides intermediarios de las 

vias AS y A4, y conforme avanza el proceso de foliculogénesis, los 

ovarios parecen comportarse como unidades funcionales.



Ul. INTRODUCCION 

21 ANTECEDENTES 

2.1.1 Determinacién del sexo en mamfferos 

En los mamiferos el sexo de un embrién es determinado en el 

momento de la fecundacién por el mecanismo XX-XY. Pero al 

principio del desarrollo el embrién tiene potencial de 

diferenciacién en macho o en hembra, pues los primordios de los 

sistemas masculino y femenino estén presentes. 

Las hembras producen gametos que poseen un sdlo tipo de 

cromosoma sexual X, contrariamente a los machos que poseen 

gametas con cromosomas sexuales tanto X como Y. Es por lo 

anterior que se dice que el macho es quien determina el sexo 

genético de la descendencia, y donde el cromosoma Y porta el gen 

que inicia el desarollo del sexo gonadal hacia testiculo. 

El sexo gonadal se establece por un conjunto de procesos de 

diferenciacién fisiol6gicos y morfolédgicos que Meva a cabo la 

génada indiferenciada para transformarse en un testfculo o en un 

ovario. 

2.1.2 Morfogénesis gonadal 

Durante Ja morfogénesis de la génada, se Ieva a cabo la 

interaccién de dos tipos celulares importantes, las células 

germinales primordiales (CGP), futuras células sexuales que por 

su temprana diferenciacién y localizacién se consideran de origen 

extraembrionario, y las células sométicas de origen mesodérmico, 

que son el resto de las células que conforman la génada. 

De esta manera las g6nadas presentan un modelo de 

morfogénesis diferente al resto de los 6rganos, ya que en este caso 

existe la presencia de un componente celular extraembrionario



(CGP) y que juega un papel determinante en las dos principales 
etapas por las cuales pasan las génadas durante su desarrollo: la 
etapa indiferenciada y la etapa de diferenciacién gonadal. 

Por lo tanto, tenemos que durante los procesos de morfogénesis 

de la génada se pueden observar tres etapas: la primera 
corresponde a la colonizacién del primordio gonadal por las células 
germinales primordiales (CGP). La segunda corresponde a la 
organizacién del primordio gonadal como génada indiferenciada. Y 
la tercera corresponde a la diferenciacién de la génada en un 
ovario o en un testiculo. [Fig.l] 

A) Origen y migracién de las Células Germinales 
Primordiales (CGP). 

El establecimiento de las distintas lineas celulares durante el 
desarrollo se lleva a cabo a diferentes tiempos. En el caso de la 

linea germinal su determinacién parece ser uno de los més 
tempranos. Aunque el sexo de las gametas y con esto el sexo del 
individuo se establece en el momento de la fertilizacién, existe un 
periodo inicial en el cual no es posible detectar diferencias 
morfofuncionales entre las células precursoras de los ovocitos y 
los espermatozoides. Este perfodo es el que corresponde al de las 

células germinales primordiales (CGP). 

* Origen de las CGP. 

En los mamiferos y en particular en el ratén, se sabe que las 
CGP derivan del ectodermo. Una serie de experimentos clasicos 
Hevados a cabo en anfibios y aves demostraron que las CGP tienen 

un origen extraembrionario. (Brambell y Parkes, 1927; Everett, 

1945; Merchant-Larios, 1975). 

La etapa m4s temprana en la que se ha podido detectar a las 
CGP es en la de formacién del pliegue cefalico entre los 7.5 y 8 
dias postcoito (dpc) (Chiquione 1954). Estas se localizan en el 

extremo caudal de la linea primitiva y en la base del alantoides, 

de donde migran hacia la regién de las crestas genitales. 

* Migracién de las CGP. 

En el rat6n a los 9.5 dpc se forma el intestino por invaginacién 
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Fig.1 Esquema que muestra las tres etapas de morfogénesis de la génada. 1) 
Corresponde a la colonizacién del primordio gonadal por las células germinates 
primordiales (CGP), donde también se muestra la invasién de los vasos sanguineos (vs), 
el conducto mesonéfrico (cm), un tibulo mesonéfrico (tm), células mesenquimdticas 
(cel tm) y el epitelio celémico o mesotelio (ep c). 2) Etapa en 1a cual ocurre la 
organizacién del primordio gonadal como génada indiferenciada. En dicha etapa 
podemos observar los cordones sexuales (cs), que se continian con el epitelie celémico 
(ep c). En el compartimento estromético encontramos vasos sanguineos (vs) y las 
células mesenquiméticas (cel m). 3) Esta wiltima etapa corresponde a2 la diferenciacién 
de ta génada en un testfculo 0 en un ovario. 3A) En el testfculo se observa una invasién 
activa de mesénquima (cel m) y vasos sanguineos (vs) los cuales separan a los cordones 
sexuales (cs) del epitelio celémico (ep c). 3B) La diferenciacién del ovario se inicia 
cuando las CGP entran en meiosis, y se transforman en ovocitos (ov) al ser 
individualizados por jas células epiteliales para formar foliculos (F), 
[Merchant-Larios, 1991] 

OVARIO



del endodermo, debido a movimientos morfogéneticos. A los 10 
dpc en la regién ventral del mesonefros, se forma la cresta 

gonadal por un engrosamiento del epitelio celémico. Este evento 
coincide con la salida de las CGP del intestino y la migracién de 
éstas por el mesenterio dorsal hacia la regién de las crestas 
gonadales, Las CGP migran desde su sitio de origen hasta la regién 
urogenital del embriédn donde se formarén las génadas. Las CGP se 
desplazan por dos tipos de movimientos: Pasivo y Activo. 

En el pasivo, las CGP se mueven con los tejidos que las rodean, 
desplaz4ndose de un lugar a otro por crecimiento diferencial del 
embrién. El endodermo del saco vitelino crece y se desplaza hacia 
el interior del embrién para formar parte del intestino primitivo 
posterior. 

El movimiento activo implica la capacidad motriz de las CGP 
para desplazarse a través de los tejidos embrionarios. Mediante la 
emisién de pseudépodos estas células son capaces de romper la 
lamina basal del intestino, y después continuar su camino hacia las 
futuras crestas genitales a través de las células mesenquimiaticas. 
Por otro lado también se postula que las CGP son capaces de 
secretar enzimas que hidrolizan los diferentes componentes que 
forman la matriz extracelular (col4gena, mucopolisacéridos y 
glicoproteinas). Asimismo se han propuesto tres mecanismos para 

explicar la direccionalidad del desplazamiento de las CGP: [Fig.2]. 

~~ El primero es por un "Gradiente de Concentracién", donde las 
CGP se guiarfan por un proceso de quimiotaxis (Witschi,1948), No 

obstante, hasta ahora no se ha logrado caracterizar qufmicamente 
al supuesto factor quimiotictico. 

—— El segundo mecanismo es el de "Gufa por contacto”, que 
implica la existencia de receptores especificos en la superficie de 
las CGP (Weiss, 1945). 

— El tercer mecanismo es el mas sencillo y se refiere a la 
"Organizacién topogrdfica" de Jas células somaticas del embrién en 

el momento del desplazamiento de las CGP, las cuales estarfan 

dispuestas en tal forma que no podrian salirse de la trayectoria 
que mecdnicamente las dirigirfa hacia la cresta genital. 

Ademés Alvarez-Buylla y Merchant-Larios (1986), observaron 

que la fibronectina, glucoprotefna abundante en la matriz 
extracelular, es utilizada por las CGP para su migracién.



  

Fig.2. Mecanismos propuestos para explicar la direccionalidad del 

desplazamiento de las CGP. a) gradiente de concentracion, b) guia 

por contacto y c) organizacién topogréfica de las células somiticas.



B) Establecimiento de la génada indiferenciada 

Tras la Hegada de las CGP a las crestas urogenitales, el epitelio 
sufre un engrosamiento y rdpidamente proliferan las células 
somaticas en su superficie interna, el resto del mesénquima laxo 
sirve como sostén para los vasos sanguineos que irrigan a la 
gonada. En esta etapa del desarrollo no existen diferencias 

morfoldégicas en las génadas de ambos sexos. A esta etapa se le 
denomina génada indiferenciada, que en el caso del ratén se 
establece a los 11.5 dpc. 

La génada indiferenciada es una estructura par, que se localiza 
en la regién ventral del mesonefros y estd constituida por tejido 
epitelial, mesenquimdtico y CGP. En esta etapa del desarrollo 
gonadal se diferenciarén dos importantes tejidos gonadales: los 
cordones sexuales y el estroma. Los primeros son estructuras 
epiteliales envueltos por una lamina basal, cuyas células estan 
intimamente asociadas a través de diversos tipos de uniones 
intercelulares. Es precisamente en estos cordones sexuales en 

donde se encuentran la mayorfa de las CGP. Por otro lado, en el 

estroma estan presentes células de tipo mesenquimAatico y varios 
vasos sanguineos que irrigan a la génada indiferenciada. 

El origen de los componentes somaticos de la génada ha sido 
motivo de gran controversia. Brambell en 1927, estudiando el 
desarrolio de la génada del ratén, propuso que dichas células 
somaticas se originan por proliferacién del epitelio celémico; 
Gillman (1948) y Burns (1961) propusieron que el testiculo se 
diferencia por proliferacién del epitelio celémico, lo que da origen 
a los cordones testiculares. Por otro lado, el ovario se diferencia 
por una segunda proliferacién del epitelio celémico, lo que da 
origen a los cordones ovaricos. 

Grop y Ohno (1966), Upadhyay y Zamboni (1982), sugieren que 
las células derivadas del mesonefros adyacente contribuyen 
sustancialmente en los diferentes tipos celulares de la génada. 
Estos autores proponen, que las células epiteliales de los cordones 
sexuales son derivados del epitelio de algunos tibulos 
mesonéfricos. En contradiccién a esta idea, se ha propuesto que las



células epitefiales de la goénada tienen un origen miltiple: 
mesénguima, mesotelio y algunos tibulos mesonéfricos. Estos 

ultimos, sin embargo, formarian el rete testis en los machos y el 
rete ovarii en las hembras (Merchant, 1975; Wartenberg, et al 

1991). 

C) Diferenciacién sexual de la génada 

La diferenciacién sexual es uno de los fenédmenos bioldgicos 

mds trascendentales, ya que se asegura la perpetuacién de las 
especies con reproduccién sexual, siendo a la vez uno de los 

procesos mds complejos. El dimorfismo sexual es el resultado de 
una secuencia de eventos que ocurren en las fases mds tempranas 
de la vida, todos ellos conjugados con un alto grado de precisién en 
cuanto a sus mecanismos de regulacién. 

La primera hipdtesis para explicar la diferenciacién sexual de 
la génada de los vertebrados fué propuesta por E. Witschi en 
1951. Se conociéd como la hipétesis del antagonismo 
corticomedular. Dicha hipdtesis supone la existencia de dos 
sustancias presentes en la gdénada: la cortexina, producida por la 

corteza y la medularina, producida por la médula. De tal manera 

que se diferenciaré un ovario si la corteza tiene una proliferacién 
mds abundante, o un testiculo si la proliferacién es mayor en la 
zona medular. 

Dicha hipdtesis prevaleciéd por mds de 20 afios, hasta que se 
propusieron otros factores como responsables de la diferenciacién 
sexual. Wachtel ef al, (1975), propusieron al antigeno de 
histocompatibilidad H-Y como responsable de la diferenciacién de 
la génada hacia testiculo. Ellos observaron que individuos con 
cariotipo XY presentaban dicho antigeno, (Silver, Wachtel 1977; 
Ohno, et al; 1979). Sin embargo, al ampliar el numero de casos, se 

observ6 que existian individuos machos que carecian del antigeno 
H-Y y hembras con ovarios normales que posefan dicho antigeno, 
por lo que finalmente se descarté a este factor como el 
responsable de la diferenciacién testicular. 

Posteriormente se propuso al gene ZFY como el regulador de la 

sintesis del factor determinante testicular Jlamado TDF (Testis 

Determining Factor) en hamanos y Tdy (Testis determining gene- 

Y) en ratén (Hawkins, ef al. 1991), sin embargo, diversas 
evidencias permitieron descartarlo como el regulador del TDF.



Recientemente se ha logrado un gran avance en la 
identificacién del factor determinante del testiculo, situado en el 

brazo corto del cromosoma "Y". En el caso del ratén a partir de los 

10.5 dpe se inicia la expresién de dicho factor, denominado Sry 
en rat6én (Koopman et al, 1990) y SRY en humanos (Berta et al, 
1990). La expresiédn de este gen, en el ratén, se continia hasta los 

12.5 dpc, momento en el cual se inicia la diferenciacién histolégica 
del testiculo. La identidad de este gen se confirmé cuando el Sry 
se transfiri6 hacia animales transgénicos y fue capaz de inducir la 
formacién de testiculos en hembras genéticas (Koopman, et al; 

1991). 

En los mamiferos, el testiculo es el primero en diferenciarse 

histolégicamente, mientras que el ovario permanece un tiempo 
con la apariencia de génada indiferenciada. En el caso del ratén, 

los primeros indicios de diferenciacién ovdrica se registran un par 
de dias después de la diferenciacién testicular, a los 14 dpc . 

2.1.3 Diferenciacién del testiculo 

La diferenciacién del testiculo se inicia cuando los cordones 
sexuales, ahora denominados cordones seminfferos son separados 

del epitelio celémico por accién del mesénquima y vasos 
sanguineos provenientes del mesonefros adyacente (Merchant et 
al; 1993). Los cordones seminiferos estén formados por dos tipos 
celalares: las céiuias precursoras de Sertoli y las CGP, estas ultimas 
dan origen a los espermatozoides en el adulto. Las células del 
estroma que rodean a los cordones testiculares se diferencfan para 
formar varios tipos celulares: las células mioides, fibroblastos, 
endotelio y células de Leydig. Estas tltimas producen testosterona, 
que induce el desarrollo de los conductos de Wolff, que darén 
origen a los genitales internos. Para la formacién de los genitales 
externos, s6lo se requiere de la testosterona, la cual es 

biotransformada en 5a-dihidrotestosterona. 

La diferenciacién del testiculo se encuentra relacionada con el 
fenotipo del macho. Las células de Sertoli secretan la hormona 
inhibidora de los condutos de Miiller (Magre y Jost, 1980; Josso y 
Picard, 1986), que como su nombre lo indica, inhibe el desarrollo 

de los conductos de Miiller. 
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Las células germinales en el testiculo reciben el nombre de 
proespermatogonias (Hillscher y Hilischer, 1978). Este tipo celular 
presenta caracterfsticas que indican que entraron a otra etapa de 
su diferenciacién, representado por un perfodo de reposo mitético 
que mantienen hasta la pubertad. Las células germinales (CG) 
después de la diferenciacién testicular temprana presentan 
puentes citoplasmaticos que se originan por citocinesis incompleta; 
estos puentes son conservados por las CG y desaparecen cuando se 
diferencfan en espermatozoides (Gondos, 1984). 

2.1.4 Diferenciacién del ovario 

En etapas tempranas de la diferenciacién gonadal del ratén, el 
ovario no muestra cambios con respecto a la estructura de génada 
indiferenciada, s6lo se puede observar un cierto crecimiento 

debido a la proliferacién de células somdticas y germinales a los 
12.5 dpc. Asf, tenemos que alrededor del 14 dpc, las CGP llevan a 
cabo una diferenciacién fisiolégica al iniciar la meiosis. 

Algunos estudios realizados en rata y ratén mostraron que la 
presencia de las CGP no es una condicién necesaria para el 
establecimiento de la génada indiferenciada ni para su 
diferenciacién sexual temprana (Merchant,1975a, Merchant y 

Centeno, 1981). Las células germinales en el ovario (ovogonias) 
inician un perfodo de proliferacién activa que termina con el inicio 
de la meiosis. Las ovogonias presentan puentes citopladsmicos que 
tienen una funcién muy importante en la sincronizacién de la 
meiosis (Gondos, 1984). Los puentes citopl4smicos en las 

ovogonias desaparecen con la formacién de los foliculos primarios. 

El ratén presenta lo que denominamos meiosis inmediata, es 
decir, que comienza un poco después de la diferenciaci6n sexual 
de la gonada (Byskov, 1979). Segtin Brambell (1927), entre los 13 
y 14 dpc se observan ovocitos en las primeras etapas de la 
profase I de la divisién meidtica, En éstas se observan en el niicleo 
hebras finas de cromatina unidas a la membrana nuclear 
(Zamboni, 1972). Entre los 15 y 16 dpc la mayorfa de ios ovocitos 
se encuentran en Jas etapas de cigoteno y paquiteno, esta altima 

representada por la presencia de complejos sinaptonémicos, 
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formados por el acoplamiento de los cromosomas homdlogos. Es 
durante estas dos etapas que ocurre un proceso de degeneracién 

de algunos ovocitos. 

En el ratén ocurren tres eventos primordiales después del 
nacimiento: 1) Formacidén de folfculos (foliculogénesis). 2) 

Detencién de la meiosis en el diploteno de Ja primera divisién 
meidtica y 3) Diferenciacién del tejido esteroidogénico. 

2.2 FOLICULOGENESIS 

Durante la diferenciacién del ovario, un evento directamente 

relacionado con la meiosis es la foliculogénesis, que normalmente 
se define como la formacidén de folfculos primordiales en el ovario 

de los mam/fferos. 

Byskov et al (1973) y Byskov, (1975 y 1977), proponen que 
existe una asociacién continua de los cordones sexuales con 

algunos tibulos mesonéfricos. Esta asociacién forma una sdla 
estructura que ellos Haman el rete ovarii, el cual se dividid en tres 
regiones: extraovdrica, de conexién e intraovarica. Aunque estos 
autores asumen una contribuciédn de las células del epitelio 

superficial en algunas especies de mamfferos, ellos describen la 
formacién de foliculos primordiales como un proceso de 
"migracién" de céiulas pregranulosas desde el rete extraovarico 

hasta el intraovarico. 

Sin embargo, en estudios in vitro , realizados por Odor y 
Bliandau (1971) en génadas sin mesonefros observaron que hay 
formacién de folfculos primordiales, lo que pone en duda el papel 
del rete ovarii en e} proceso de foliculogénesis. 

Merchant (1978, 1984) propone que las células foliculares se 
originan del blastema gonadal. Las células del epitelio interno 
rodean en un principio a los ovocitos formando los cordones 
ovigeros. Estos cordones son fragmentados por invasién del tejido 

estromatico y de los vasos sanguineos. Los ovocitos son 
individualizados primeramente en la regién medular siendo éstos 

los primeros folfculos formados. La fragmentacién total de los 
cordones en la regién cortical se inicia mds tardfamente, siguiendo 

el mismo mecanismo que en la médula. 
12



En base a estas observaciones, el proceso de foliculogénesis se 
ha dividido en tres etapas (Merchant y Chimal, 1989; Chimal, 

1987): [Fig.3] 
A) Los ovocitos se encuentran agrupados haciendo contacto 

directo entre sf en el interior de los cordones sexuales. 
B) Los ovocitos son separados dentro de los cordones por 

células epiteliales. 
C) Los ovocitos y las células epiteliales prefoliculares rodeadas 

por una laémina basal son separados por células del estroma. 

La formacién de foliculos «ovocitos individualizados rodeados 

por una capa de células foliculares y una lamina basal» es 
dependiente de la presencia de ovocitos. Su ausencia impide que 
los folfculos se formen en el ovario (Merchant, 1976; Merchant y 

Centeno, 1981), La presencia de conexiones interfoliculares en los 

ovarios del ratén infantil (Merchant y Zamboni, 1972) y la 

morfogénesis de ovario estériles (Merchant, 1976; Merchant y 

Centeno, 1981) hizo reconsiderar los mecanismos involucrados en 

la foliculogénesis. 

Si el concepto de homologia embrionaria entre los cordones 
sexuales del testiculo y el ovario es correcta (Gruenwald, 1942; 
Paranko, 1987) entonces, la foliculogénesis puede ser considerada 

como un problema de interaccién entre los ovocitos y las células 

sométicas para que ocurra la "compartimentalizacién" de los 
cordones sexuales. 

Conforme crecen los folfculos primordiales, se diferencian 
varios tipos celulares. Primero aparece la teca interna, formada 
por células mioides, fibroblastos y células esteroidogénicas. Por 
fuera de la teca interna se forma la teca externa conformada por 
tejido conectivo fibroso. Estos tipos celulares hacen del foliculo 
ovérico una unidad funcional. 

La mayoria de los foliculos sufren el proceso de atresia 
folicular, que parece jugar un papel importante en la 
diferenciacién del tejido intersticial esteroidogénico del ovario 
conocido con el nombre de “gléndula intersticial". La atresia 
folicular ocurre en cualquier momento de la vida del organismo y 
parece ser que algunas células de la teca interna que rodean al 
epitelio folicular se hipertrofian y forman pequefios ciimulos de 
células esteroidogénicas localizadas en el estroma. 
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THE PROCESS OF FOLLICULOGENESIS 

  

STAGE I STAGE ZX STAGE I 
  

Fig.3 Esquema que muestra las tres etapas de la foliculogénesis 
en mamiferos. 

Estado I (ovocito). Los ovocitos estan haciendo contacto directo 
entre si en el interior de los cordones sexuales. Estos ovocitos 
estan rodeados por células epiteliales (amarillo), separadas del 
estroma por una delgada ldmina basal (linea punteada). 
Estado II (epitelial). Se observa como los ovocitos son separados 
dentro de los cordones por células epiteliales. 
Estado III (estromatico). En esta etapa los ovocitos junto con las 
células epiteliales y la lémina basal que los rodea son 
individualizados por tejido estromatico (azul). 

[Merchant-Larios, H. and Chimal-Monroy, J, (1989)].



2.2.1 Detencién de la meiosis 

En la gametogénesis existe una gran similitud durante el 

fenédmeno de la meiosis en ambos sexos. Pero si bien la 
espermatogénesis se desarrolla rapidamente sin perfodo de 

interrupeién entre los diversos estadfos, la ovogénesis por el 

contrario, se realiza mucho més lentamente, con periodos de 

reposo que pueden ser del orden de afios. 

En la ovogénesis, la profase I de la meiosis se inicia en el 

niicleo de los ovocitos primarios y permanece bloqueada en la 

etapa de diploteno. En esta etapa se Neva a cabo el 

entrecruzamiento de los cromosomas homédlogos, el nucleolo es 

mas grande y presenta una apariencia compacta (Zamboni, 1972). 

En el ratén la meiosis se detiene en el estado “dictiado". Se ha 

propuesto que el contacto entre ovocitos y células foliculares juega 

un papel importante en la detencién de la meiosis (Ohno y Smith, 

1964). Byscov (1978) sefiala la existencia de un factor inhibidor 

de la meiosis secretado por las células foliculares. Sin embargo, 

hacen falta evidencias experimentales que apoyen esta hipstesis. 

2.2.2 Células esteroidogénicas y su origen 

En el ratén la diferenciacién del tejido esteroidogénico depende 

de la formacién de foliculos, y por lo tanto de la presencia de 

células germinales (Merchant, 1984). Las primeras células con 

caracteristicas de sintesis de esteroides aparecen pocos dias 

después del nacimiento (Pheleman y Lombard, 1978). Los estudios 

realizados en ratas con busulfén (droga que selectivamente 

destruye a la CGP), sugieren que el proceso de atresia folicular, es 

de gran importancia para la induccidn de la diferenciacién del 

tejido intersticial esteroidogénico (Merchant y Centeno, 1981). 

En todas las especies de mamfferos existen dos tipos celulares 

basicos involucrados en la esteroidogénesis folicular: a) células 

sensibles a la hormona Luteinizante (LH), que comprenden células 

de la teca interna y células intersticiales del estroma ovdrico, y b) 

células sensibles a ta hormona foliculo estimulante (FSH), 

formadas tinicamente por células de Ia granulosa, las cuales sdlo 

en etapas mds avanzadas de maduracién folicular adquieren la 

habilidad para responder a la LH. Estos dos tipos celulares 
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presentan diferentes requerimientos en el proceso de la 

esteroidogénesis debido a su control hormonal y su diferente 

expresién de enzimas esteroidogénicas. 

Las células de la teca parecen diferenciarse de células 

mesenquimaticas en e] estroma ovdrico (Garza et al; 1984), Debido 

a que en folfculos primarios no se encuentran células de la teca, 

sino que éstas se diferencian en foliculos en crecimiento y 

maduros, es evidente que las células de la teca surgen conforme se 

alcanza la vida reproductiva; las células progenitoras 

mesenquiméticas son quizas células pluripotenciales que también 

contribuyen a formar el tejido conectivo. Esto sugiere que en el 

raton neonatal la teca también pudiera estar formada por células 

del rete intraovérico que inicialmente se encuentran contiguas a 

células que forman las células de la granulosa, pero que son 

separadas conforme el foliculo es formado (Quattropani, 1973). Sin 

embargo, estas células en el ratén parecen dar origen 

principalmente a células intersticiales primarias (Hoyer y Byscov, 

1981). 

Las células intersticiales secundarias en el ovario adulto son 

derivadas de las células de la teca de folfculos atrésicos (Guraya y 

Greenwald, 1968). Mientras que el ovocito y las células de la 

granulosa de un foliculo atrésico degeneran y son eliminadas del 

ovario, las células tecales en la envoltura folicular sobreviven 

como pequefias islas de tejido esteroidogénico en el estroma del 

ovario. 

En base a esto, se puede pensar que las células de la teca y las 

células intersticiales del ovario adulto presentan funciones 

similares. Sin embargo, las células intersticiales y de ia teca no 

tienen propiedades de biosintesis idénticas, ya que las células 

intersticiales, en contraste con las células de la teca, son poco 

influidas por sustancias reguladoras paracrinas secretadas por la 

membrana de la granulosa; en su lugar, ellas podrian recibir 

inervaciones simpaticas. 

2.2.3 Desarrollo de la glandula intersticial 

Mandel (1935) demostré que et desarrollo de la capacidad 

esteroidogénica en el ovario de rata, dependia de la presencia de 

la unidad folicular, puesto que cuando ocasioné destruccién 

folicular absoluta mediante el uso de radiaciones, ninguna 

actividad esteroidogénica se detectd. 
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Posteriormente Merchant (1975,1976) y Merchant y Centeno 

(1981), al realizar estudios con ratas tratadas con busulfa4n y una 

cepa de ratén mutante estéril (W/W), encontraron que la 

presencia de ovocitos en el ovario parece ser necesaria para la 

formacién de foliculos y consecuentemente para la diferenciacién 

estructural de las células secretoras de esteroides. De tal manera 

que, la presencia de CGP en el ovario induce ia foliculogénesis, y 

como consecuencia del proceso de atresia folicular se inicia la 

diferenciacién del tejido intersticial glandular. 

Pelloux et al , (1988) confirmaron las observaciones anteriores 

al inyectar busulfaén a ratas gestantes, los productos presentaban 

una reduccién en el mimero de células germinales. Ademds 

observaron que los niveles de estrégenos, asf como la actividad 

enzimdtica de la aromatasa P-450 y de la A5- 38 hidroxiesteroide 

deshidrogenasa (HSD) eran bajos comparados con los animales 

normales. 

Con respecto a la accién de la unidad folicular sobre el 

desarrollo del tejido intersticial, se ha encontrado que casi ningin 

esteroide sexual es producido por el ovario antes de la formacién 

de los foliculos (Byscov y Hoyer, 1988). Estos se identifican desde 

el primer dia del nacimiento, y conforme aumenta su nimero se 

incrementa la cantidad de tejido intersticial (Stein y Anderson, 

1981). 

Numerosas investigaciones (Levy et al; 1959 ; Ireland y 

Richards, 1978; Funkenstein ef al; 1980; Peluso, 1989), han 

demostrado que tanto la diferenciacién postnatal de las células 

que integran el tejido intersticial glandular, como su estado de 

funcionalidad, depende de la presencia de gonadotropinas 

hipofisiarias (LH Y FSH). No obstante, el papel exacto de éstas 

sobre el inicio de Ja foliculogénesis y de la diferenciacién del tejido 

intersticial se desconoce. Una de las primeras evidencias fue dada 

por Rennels en 1951, quien demostré que los andrégenos 

secretados por el ovario bajo la influencia de gonadotropinas 

exogenas, eran producidos por las células del tejido intersticial 

glandular; como respuesta a estas hormonas, se diferenciaban y 

presentaban cambios citolégicos (membranogénesis), histoldégicos 

(aumento de tamafio del ovario) y bioquimicos (aumento en la 

capacidad esteroidogénica), mismos que actualmente se asocian a 

una acelerada produccién de hormonas esteroides (Guraya, 1973). 
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Sin embargo, dicha estimulacién exdgena no puede realizarse 
antes del nacimiento, puesto que es hasta Ja vida postnatal cuando 
la hipdfisis inicia su produccién de gonadotropinas (LH y FSH) 

(Dohler y Wutke, 1974; Chowdhury y Steinberg, 1976). 

2.3 ESTEROIDOGENESIS 

En los mamiferos, existen dos vias de biosintesis de esteroides 
cominmente conocidas como: via AS y A4. 

La esteroidogénesis o formacién de esteroides se realiza a 
partir del colesterol, precursor obtenido de alguna de sus tres 
fuentes principales, a saber: 

a) Colesterol preformado tomado de la sangre. 
b) Colesterol preformado y almacenado dentro de la célula. 
c) Colesterol sintetizado de novo dentro de la célula a partir de 

acetato. 

Este precursor es desdoblado mediante una serie de enzimas 
hasta transformarlo en pregnenolona, la cual es una intermediaria 
comin en todas las clases de hormonas esteroides producidas 
tanto por los ovarios como por otros tipos de érganos 

esteroidogénicos (Gore-Langton y Amstrong, 1988). La 
pregnenolona es a su vez convertida a progesterona por el 
complejo enzimatico A5-38 hidroxiesteroide deshidrogenasa (A5- 
38 HSD). Esta via de sintesis de esteroides es comin para todos 

los vertebrados (Collenot y Collenot, 1977). 

Dicho complejo (A5-38 HSD) no sélo transforma pregnenolona a 

progesterona sino también 17 o-hidroxipregnenolona a 17 a- 

hidroxiprogesterona y dehidroepiandrosterona a androstenediona; 
estas dos tiltimas conforman la cadena de derivados 
esteroidogénicos que finaliza con la produccién de estrona, 
testosterona y estradiol en el ovario. [Fig.4] 

La actividad del complejo enzimatico (A5-38 HSD) es 

indispensable para llevar a cabo la produccién de hormonas 

esteroides, por lo que se le considera como un marcador fisiolégico 

precoz de las células esteroidogénicas, el cual a su vez, estd 

influido por la edad, el sexo, los fenémenos ciclicos, la dieta y el 

estrés, entre otros (Goldman et al; 1972). 

18



via As via a4 

  

  

cree chy 

C:0 

oo 3BOHSD + isomer isomerasa 

° 

L Pregnenolona 2, Progesterone 

17a- | Offasa 70-1 OHfasa 

Cis 

GO 
57OH 

ae 3ROHSD 

Ho: 

3.17 @ -Hidroxipregnenolona 4, 17a-Hidroxiprogesterona 

17-20) Liasa 17-20) Liasa 

oO 

9 

os” 3BOHSD + hh 3BOHSD + ssomerasa 
— — 

HO: HO 

5. Dehidroepiandrosterona 6. Androstenediona 7, estroni 

176 | OHSD me OHSD 

OH 

3BOHSD + isomerasa 3BOHSD + isomerasa 

oe oe 

HO 
HO: 

8. 45-Androstenediol 9. Testosterona 10. Estradiol-17 

say reductasa 

OH 

oO? ot 
x 

11. Sa-Dihidrotestosterona 

Fig.4 Esquema de la sintesis de esteroides de las vias AS y A4. 
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Los primeros indicios de actividad esteroidogénica observada 
mediante técnicas histoquimicas en el ovario de mamiffero, se 

advierten en las células intersticiales localizadas en la regiédm 
medular (Hoyer y Byscov, 1981). La edad de Ia aparicién depende 
de la especie en estudio. En el caso de la rata, se ha demostrado 
que el ovario in situ. es capaz de sintetizar esteroides desde los 
primeros dfas de vida postnatal (Rennels, 1951; Weisz y Gonsalus, 
1973; Hoyer y Byscov, 1981). En esta edad el tejido intersticial 
inicia su diferenciacién y la produccién de esteroides aumenta con 
el incremento de la actividad enzimética hasta obtener un mdximo 
a partir de la segunda semana de vida postnatal (8 a 10 dpp) 
(Schlegel et al; 1967). : 

2.3.1 Control de la_ esteroidogénesis 

Se ha observado que el almacenamiento y uso del colesterol en 
el ovario de los mamfferos, estd directamente influido por la 
gonadotropina hipofisiaria coriénica humana (hCG), la cual facilita 
la esteroidogénesis (Guraya, 1975). Esta es evidente por el 
incremento en la actividad enzimdtica en los ovarios de rata, asi 

como, por la agilizacién del transporte de colesterol que se 
encuentra almacenado en las gotas lipidicas (las cuales 
desaparecen del tejido intersticial poco después del tratamiento 
con hCG) hacia las mitocondrias o sitios de su utilizacié6n (Tuckey 

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

Los trabajos de Levy er al; (1959); Crumeyrolle- Arias y 
Ascheim, (1976) y Burden y Lawrence (1977) entre otros, 

mostraron que en ratas hipofisectomizadas, las gonadotropinas 
hipofisiarias juegan un papel muy importante en la diferenciacién 
bioquimica del tejido intersticial glandular. Una vez realizada Ja 
hipofisectomfa, la actividad del complejo enzimatico A5-38 HSD: 
5-4 cetoesteroide isomerasa desaparece por completo. Por otro 

lado en ratas hipofisectomizadas y simulténeamente tratadas con 
gonadotropinas exdégenas, Ja actividad enzimatica es similar a la 
encontrada en ratas control. 

La investigacion realizada por Kent y Ryle (1975) sefiala que el 
tejido intersticial sdlo es estimulado por LH y hCG, pero no por la 
FSH. Sin embargo, los estudios realizados por Susuki ef al. (1978) 

sugieren que a su vez, la FSH posee cierta capacidad para inducir 
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esteroidogénesis, puesto que cuando se suministra su andlogo 
PMSG (Gonadotropina de Suero de Yegua Prefiada), la actividad 
enzimatica de la A5-38 HSD y la 178- HSD se incrementan. 

En el caso del tejido ovdrico de conejo (Younglai y Borgmann, 
1988) y de oveja (Moor,1973), éste se vuelve 
esteroidogénicamente activo cuando los niveles de gonadotropinas 
se elevan, y se inicia asf la produccién de hormonas esteroides. 
Aparentemente, Ios ovarios de rata sdlo pueden responder a la 

presencia de gonadotropinas exdgenas hasta poco después de la 
primera semana de vida (Funkenstein y Nimrod, 1981). 

2.3.2 Control de la esteroidogénesis in vitro 

En cultivo de érganos, los ovarios de rata fetales e infantiles en 
presencia de dehidroepiandrosterona, muestran cierta produccién 
de estradiol y de otras hormonas esteroides desde los 13 a 14 dias 
de gestacién (dg) (Picon, 1985), por lo tanto se sugiere que la 

actividad de la A5-38 HSD se encuentra presente en las génadas 
fetales femeninas. Ademds, se ha observado que la adicién de la 

LH a cultivos de ovarios de ratas neonatales e infantiles ocasiona 
un incremento considerable en la produccién de esteroides 

(Ireland y Richards, 1978; Funkenstein et al; 1980), asi como la 
actividad del complejo enzimatico A5-38 HSD: 5-4 KSI (Goldman y 
Kohn, 1970). 

2.3.3 Gonadotropina del Suero de Yegua Prefiada (PMSG) © 

E] descubrimiento de Harol Cole, en el afio de 1930, de que Ja 

sangre de las yeguas prefiadas contenfa niveles altos de 
gonadotropina, proporcioné la primera fuente comercial de 
hormona estimulante del foliculo mds facil de obtener; la PMSG 
(Gonadotropina del Suero de Yegua Prefiada). Esta hormona 
proteinica es secretada en grandes cantidades en las criptas 
endometriales de los titeros de la yegua y de la hembra del asno 
prefiadas, cuyo peso molecular es mayor que el de cualquier otra 
gonadotropina (alrededor de 70 000). Su elevado peso molecular 
junto con el contenido tan grande de carbohidratos (de 49% con 
10.4% de Acido sidlico) dificultan su eliminacién de la circulacién y 

son la causa de su vida media tan prolongada y de su gran 
concentracién. Tiene propiedades parecidas a las de la FSH y a las 
de la LH con predominio de la primera. 
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Cuando en el afio de 1934, Bernhard Zondek publicé que los 
sementales excretaban estrégenos por la orina se tuvo la primera 
indicacién de que la produccién hormonal de ambos sexos era 
mds bien relativa que absoluta y cuantitativa mds que cualitativa. 

Aunque es un hecho bien conocido que 1a placenta fetal puede 
producir hormonas gonadotrépicas durante el embarazo en 
muchas especies, la yegua parecfa ser la excepcién a la regla; se 
sabia que la PMSG se produce en unas estructuras que tienen 
forma de tlceras que se encuentran en la superficie interior del 

itero -las criptas endometriales- por lo tanto, se supuso que esta 

hormona era de origen materno. 

Hacia el cuadragésimo dia del desarollo del embrién del caballo 

se empieza a ver a simple vista el tejido que forma las criptas 
como una banda que corre alrededor de la circunferencia del 
cuerno uterino embarazado y aparece por primera vez la PMSG en 
la circulaci6n sanguinea materna. Los niveles de gonadotropina 
alcanza sa maximo cerca del sexagésimo dfa. Puede haber mas de 
un milidn de unidades internacionales (UI) de PMSG circulando en 

cualquier momento y, aunque la cantidad sea tan grande, rara vez 
causa hiperestimulacién de los ovarios maternos. Lo que si 
provoca es la formacién de cuerpos hiteos accesorios, ya sea por 
ovulacién o por juteinizacién de folfculos intactos, los cuales 
pueden actuar como una fuente suplementaria de progesterona. 

Si una yegua aborta depués del trigésimo quinto dia de 
gestacién, cuando las células fetales ya han invadido el 
endometrio, las criptas continian desarroll4ndose normalmente y 
secretan PMSG, por lo que se puede mantener los cuerpos liteos 
que se encuentran presentes. Esto nos sugiere que la PMSG puede 
tener una accién luteotrépica, lo que es obvio esperar de una 
sustancia que posee la accién de FSH y de Ja LH en una sola 
molécula. (Austin y Short,1982). 
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WI. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Se sabe que a partir de un tamafio critico, la maduracién 

endécrina de los folfculos depende de factores extragonadales 
como las gonadotropinas. Sin embargo, los mecanismos 
intragonadales que controlan la formacién de los foliculos 
primordiales, su seleccién para iniciar su crecimiento y la 
diferenciacién de las primeras células esteroidogénicas durante la 
ontogenia, estén todavia por dilucidarse. 

En ef ovario del ratén, la mayoria de los foliculos primordiales 
se forman durante los primeros tres dias después del nacimiento. 
La aparicién del tejido esteroidogénico tiene lugar durante la 
primera semana. De manera que durante este perfodo se 
establecen los mecanismos fisiolégicos que modulan el inicio de la 
foliculogénesis y la diferenciacién endécrina del ovario. De tal 
manera que en el presente trabajo se estudid el desarrollo in vitro 
de ovarios aislados los dias 1 y 3 postnatales y evaluamos su 
respuesta a gonadotropinas en cada uno de estos dfas. 
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Iv. OBJETIVOS 

* Objetivo General 

Determinar el efecto de la gonadotropina del suero de yegua 
prefiada (PMSG) en la diferenciacién de tejido intersticial del 
ovario del ratén. 

* QObjetivos Particulares 

1. Evaluar cualitativamente la respuesta a gonadotropina de 
suero de yegua prefiada (PMSG), sobre la diferenciacién de células 
esteroidogénicas de ovarios en las diferentes etapas de la 

foliculogénesis. 

2.  Cuantificar los niveles de hormonas esteroides de las vias AS y 
A4, como respuesta a gonadotropina mediante la técnica de 
radioinmunoandlisis (RIA). 

3. Establecer si el proceso de individualizacién folicular 

(foliculogénesis) depende de las gonadotropinas o de otros factores 
extragonadales. 
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V. MATERIAL Y METODOS 

5.1 Animales 

Para este estudio se utilizaron ovarios de ratén neonatal de la 
cepa CD-I, de 1 y 3 dias postparto (dpp ). Asf como ovarios de 10 
dpp como controles. 

Se colocaron tres hembras jovenes con un macho semental 
durante toda la noche. A la mafiana siguiente, se revisaron y 
separaron las hembras que presentaban un tapdn vaginal 
(formado por las secreciones de las gldndulas coagulantes del 
macho que obstruyen el orificio vaginal), sefial de que hubo 
cépula. Se consideré como dia cero de gestacién el dia que se 
registré la presencia del tapén vaginal. El nacimiento de las crias 
fue el dia 19 postcoito. 

5.2 Obtencién de Jas génadas 

Los ratones postnatales se limpiaron en una campana de flujo 
laminar con una solucién antiséptica y en condiciones de 
esterilidad se sacrificaron por decapitacién, se colocaron sobre una 
plancha de hule donde se les realizé un corte sagital abarcando la 
regién media caudal del ratén y dejando expuesta la cavidad 
abdominal donde se localizé el tracto reproductor femenino. 

Con unas microtijeras se disectaron los ovarios y se colocaron 
en una caja de Petri con medio Leibovitz's L-15, se les corté la 
cépsula ovdrica para dejarlos expuestos y colocarlos en cultivo. 
(Fig.5]. 

5.3 Cultivo de 6érganos 

Los ovarios libres de la c4psula ovdrica de 1 y 3 dpp, se 
colocaron en cultivo de érganos en pozos (Cell Culture Cluster, 
COSTAR), sobre un filtro de policarbonatos de ifm de abertura de 
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Fig.5 Fotografia de ta obtencién del tracto reproductor femenino 
de ratén neonatal. Los ovatios (ov) se disecaron y se liberaron de la 
cépsula ovdrica (CO), dejandolos expuestos para colocarlos en 
cultivo de érganos.



poro (nucleopore), flotando sobre 0.5 mi de medio de cuitivo con 

los siguientes componentes: medio Mc Coy modificado (Microlab), 

10% de suero de bovino fetal (Sigma), 200 U/ml de penicilina 

(Microlab) y 200 ug/ml de estreptomicina (Microlab). Los cultivos 

se llevaron a 10 dias en una estufa a 37°C con una atmédsfera 
himeda y 5% de bidxido de carbono. Estos se utilizaron como 
grupos control. 

Por otro lado se cultivaron ovarios de las mismas edades y en 
las mismas condiciones, pero afiadiendo al medio de cultivo 50 UI 
de gonadotropina de suero de yegua prefiada (PMSG) [Folligon]. 

5.4 Actividad histoenzimatica de la A5-3B- 
hidroxiesteroide deshidrogenasa (A5-38-HSD) 

Esta técnica descrita por Levy et al,. (1959) se emplea para 

determinar Ja localizacién y abundancia de enzimas y otros 
compuestos relacionados con el metabolismo de esteroides. La 

demostracié6n de la actividad enzimdtica depende de la 
transferencia de hidrégenos del hidroxiesteroide a la sal de 
tetrazolio, via un nucleotido de piridina (NAD+), de esta manera la 

sal se reduce y puesto que la forma reducida es insoluble y 

coloreada (sal de formazan), se deposita en el sitio de la reaccién 
permitiendo Ia localizacién de ésta. 

La reaccién de ta A5-38-HSD se aplicé a ovarios in situ e in 
vitro con y sin PMSG. Los tejidos se incluyeron en capsulas Beem 
con Tissue-Tek y congelaron a -70°C en hexano dentro de una 
c4mara con hielo seco. Se obtuvieron cortes de 7j1m de espesor en 
un criostato JUNG CM 3000 (Leica), los cuales fueron montados en 
laminillas con Vectabond (Vector) y puestos en vacio por 10 

minutos. 

Posteriormente se incubaron a 37°C con el medio de control 
compuesto de 20 mg de 8- Nicotin Adenin Dinucleétido (B-NAD), 
10 mg de Nitro Blue Tetrazolium (NBT) y 20 ml de amortiguador 
de tris 0.2 M a pH de 7.6 (todo de Sigma), o con el medio de 

deteccién agregando al medio de control 2 mg de : 
Dehidroepiandrosterona (DHEA) [Sigma] durante 1 hora. Las 

laminillas se lavaron con agua destilada, se fijaron con formalina 

neutra por 5 minutos y se montaron con PBS-glicerol 1:9. 
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buffer de cacodilatos 0.1 M con un pH de 7.4. Se postfijaron en 
una solucién 1% (v/v) de tetradxido de osmio (Zetterqvist, 1956) 
durante una hora a 4°C, 

Las muestras se lavaron después de la postfijacién con agua 
destilada; se deshidrataron con alcoholes graduales: 70%, 80%, 
90%, 95%, 10 minutos cada uno; alcohol absoluto, dos cambios de 
10 minutos. Posteriormente se pasaron a éxido de propileno 
durante 20 minutos. Se impregnaron en una mezcla de Epén 812- 
6xido de propileno en una proporcién 1:1, durante una hora. 
Epén-dxido de propileno 2:1 y finalmente en epén 812 durante 2 
horas. La deshidratacién e impregnacién se realizaron a 
temperatura ambiente. Se incluyeron en epén 812 (Luft, 1961) y 
se dejaron 12 horas a 60°C para la polimerizacién de la resina. 

Para el andlisis histolégico, se obtuvieron cortes semifinos 
(ium de espesor) en un ultramicrotomo NOVA LKB, se tifieron por 
flotacién con azul de toluidina al 0.5% y se montaron en porta 
objetos para su estudio en microscopia de luz. Las observaciones y 
tomas de fotografias se realizaron en microscopio de luz OPTIPHOT 
(NIKON). Con un rollo de pelicula Ecktachrome 100 HC. 

5.7 Determinacién cuantitativa de los esteroides 
intermediarios de las vias AS y A4.** 

A) Preparacién de la muestra 

Para este trabajo se utilizaron 3 grupos de 4 ovarios de ratén 
neonatal de 1, 3 y 10 dpp, se colocaron en tubos eppendorf sin 
medio de cultivo y se congelaron a -70°C. El método de 
radioinmunoandlisis para la deteccién de pregnenolona (P5), I7a 
hidroxipregnenolona (170 HP5), Dihidroepiandrosterona (DHEA), 

Progesterona (P4), 17a hidroxiprogesterona (170 HP4), 
Androstenediona (A), Testosterona (T) y Estradiol (E2) se bas6 en 
estudios previos realizados por Mendieta et al (1991). 

Se prepararon tubos de centrifuga de 15 ml con tapdn 
esmerilado, con trazadores + 100 cpm en un volumen de 10 pl 

cada uno. También se colocaron en viales los controles; las 
muestras tienen que estar completamente descongeladas pero sin 
calentarse mds all4 de la temperatura ambiente. 
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B) Extraccién 

A los tubos ya preparados se les agreg6 5 ml de éter dietilico, 
se agitaron en el Vortex durante un minuto dejando separar las 
fases acuosa y etérea. Se colocaron en un bafio crioscépico 
preparado con hielo seco y acetona, se introdujeron los tubos 
lentamente en la acetona dejando congelar la fase acuosa, 
posteriormente se dejaron descongelar y se agregaron 5 ml de 
éter etilico. Esta operacién de extraccién se repitié reuniendo las 
dos fases etéreas y finalmente se dej6 evaporar el éter. 

C) Separacién de los estereides 

Se prepararon cromatoplacas de Silica gel 60, F254, y se 
transfiri6 el extracto de cada tubo con una pipeta Pasteur con la 
punta afilada para que pasara el liquido de transferencia (mezcla 
de éter etflico: metanol; 9:1). 

E] extracto se resuspendié en 5, 4 6 3 gotas de liquido de 
transferencia. Una vez que se aplicaron las muestras se agregaron 
2g de cada uno de los esteroides est4ndares a determinar por 
cromatografia: benceno, benceno y acetato de etilo en proporcién 
7:3, benceno y metanol en proporcién 95:5. Bajo la lampara de 
radiacién ultravioleta de 254 nm que hace fluorescente la placa; 
los esteroides con estructara 4-3 cetona los observamos con 
manchas de color morado, dicha mancha se marcé en el borde con 
lapiz. Para revelar la pesencia de los esteroides que no tienen esta 
funci6n quimica, se utiliz6 el reactivo de Oértel. Ya revelados los 
estandares de cromatografia se definieron las zonas 
correspondientes a las muestras por paralaje; para separar los 
esteroides correspondientes, se rasp6 la silica de cada zona, el 
esteroide se desprendié de la silica por disolucién en 1.0 ml de 
éter etilico: metanol (9:1), el liquido se recibid en un tubo de 
vidrio de 10x75 mm. 

Del eluido correspondiente se tomaron alicuotas a viales de 
conteo marcados en forma idéntica que los tubos de elucién, la 
proporcién de la alicuota dependié de las cantidades de esteroides 
que se esperaban para el radioinmunoandlisis, pero en cualquier 
caso la alfcuota transferida a los viales es al menos la mitad. A 
estos viales con la alicuota de recuperacién se les dejé evaporar el 
disolvente y se agregé liquido de centelleo y se contaron 
acompafiados de los controles correspondientes. 

30



D) Radioinmunoandlisis (RIA) 

E] radioinmunoanélisis (RIA) es un método microanalitico que 
incluye la aplicacién de radioactividad y reacciones quimicas 
especificas, mediante protefnas inducidas (anticuerpos), que nos 
permiten cuantificar los niveles de hormonas esteroides en el 
plasma. 

Se separaron tubos de vidrio de 10x75 mm etiquetados igual 
que los tubos de elucién a los que se agregé la alicuota 
correspondiente a la cantidad de esteroide supuesta para cada 
muestra, 0 como en este caso en particular, se utilizé la otra mitad 
remanente de cada muestra. Se prepararon tubos para la curva 
patrén por triplicado que fueron: T, 0, 1, 2, 5, 10, 25, 50, 100, 250, 

500,1000, 2500, 5000 y 50 000 pg de esteroide puro, semejantes 
a los utilizados como esténdares cromatograficos, pero con 

soluciones etandlicas. También se preparé una solucién que 
contenfa el esteroide radiactivo correspondiente en cantidad 
suficiente para que cada tubo (muestra y curva) recibieran en 500 
wl, aproximadamente de 4500 a 5000 cpm y el anticuerpo 
correspondiente en la dilucién til seleccionada para el rango de 
sensibilidad que se requerfa segiin la muestra. Todos los tubos se 
incubaron entre 18 y 24 horas a 4°C, para separar la fraccién de 
esteroides unida a los anticuerpos de la fraccién de los esteroides 
no unida, a cada tubo se le agregé 0.2 mi de una suspensién de 
carbén activado y dextrén T70 (en cantidades 0.625 y 0.0625%), 

se centrifug6 a 1500 xg, a 4°C durante 15 minutos, se decanté a 
viales de conteo y se les agregdé liquido de centelleo para realizar 
el conteo. 

**Psta técnica se llev6 a cabo con la colaboracién det Dr. Joaquin 
Herrera. Seccibn de Mecanismos de Accién de Hormonas. Divisién 
de Bioquimica. Departamento de investigacién cientffica. 
Institute Mexicano del Segure Secial. 
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VI. RESULTADOS 

6.1 DESCRIPCION ESTRUCTURAL DE OVARIOS OBTENIDOS 
IN SITU 

A) Ovarios de 1 dia postparto (dpp) 

En esta etapa del desarrollo del ovario perinatal del ratén, se 
observa una gran invasién y proliferacién de tejido estromatico 
(mesénquima, fibroblastos y vasos sanguineos) hacia los cordones 

ovaricos. Esta invasién de células estromdticas permite la 
fragmentacién de los cordones ovdricos. Los ovocitos que se 
encuentran en la regién medular han iniciado su crecimiento y en 
la regién de la corteza encontramos grupos de ovocitos en su 
mayoria en la primera etapa de folfculogenesis (I). En la regién 
medular, el proceso de compartimentalizacién de los ovocitos se 
encuentra mds avanzado (etapa III de la foliculogénesis), 
formdndose Jos primeros foliculos primordiales. 

Parte de la regién mesonéfrica ha envuelto completamente al 

ovario, formando Ia capsula ovdrica. El rete ovarii es claramente 
evidente entre la regién mesonéfrica y la regiédn del ovario [Fig.6]. 

B) Ovarios de 3 dpp 

Hacia los 3 dpp, las caracteristicas morfolégicas de los 
componentes celulares del ovario siguen siendo las mismas que en 

los de 1 dpp. El proceso de crecimiento folicular continia de una 
manera gradual desde la regién medular hacia Ja corteza, Las 
células epiteliales dentro de los cordones ovigeros siguen 
interponiéndose dentro de los ovocitos, sin que se formen folfculos 
individuales. 

En la regién medular la presencia de foliculos individualizados 
es bastante clara, como también la separacién de los foliculos por 
invasién de mesénquima. Los ovocitos ya iniciaron su crecimiento 
y las células foliculares comienzan su proliferacién para formar los 
primeros folfculos preantrales [Fig.7]. 
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C) Ovarios de 10 dpp 

A los 10 dpp se observé que la cantidad de foliculos 

preantrales y antrales aumenté considerablemente, asf como, la 
casi total individualizacién de los ovocitos con sus células 
epiteliales correspondientes, formando asi la “poza" de foliculos 
primordiales del ovario. Adem&s de la individualizacién de los 
foliculos, su diferenciacién implica crecimiento del ovocito y 
cambio morfolégico de las células foliculares de planas a ctibicas, 
para dicha observacién empleamos la técnica de inclusiédn en 
ep6n-812 para microscopia de luz. 

La histologfa del ovario nos permitié la identificacién de células 

esteroidogénicas. La técnica inmunohistoquimica de la A5-3B-HSD 

hizo posible evidenciar, mediante el precipitado de formazdén, 
actividad esteroidogénica en células, o pequefios grupos de células, 
localizadas en el intersticio de los foliculos de mayor tamafio hacia 
la regién medular; regién donde se lleva a cabo Ja formacién y 
desarrollo de los primeros foliculos [Fig.8] 

6.2 Actividad Histoenzimadtica de la A5-3B- HSD de 

ovarios tratados in vitro con y sin PMSG. 

A) Ovarios de i dpp 

AJ realizar el andlisis histolégico de los ovarios después de 9 
dias de cultivo, se observé que todos los eventos que se Hevan a 

cabo durante el proceso de foliculogénesis son similares a los que 
ocurren in situ Por Jo que las condiciones de cultivo resultaron 

ideales para nuestro estudio. 

En ovarios cultivados en ausencia de PMSG (Gonadotropina de 

suero de yegua prefiada), el precipitado de formazd4n hace 
evidente la presencia de células esteroidogénicas en el intersticio 
de los foliculos de mayor tamaiio, que se localizan en la regién de 

ja médula. Con esta técnica, donde los cortes se obtienen por 
congelacién, sélo se puede observar algunos ovocitos rodeados por 

su zona peltcida [Fig.9]. 

En el caso de los ovarios cultivados en presencia de PMSG, la 

reaccién de la A5-3B-HSD detecta una intensa reaccién positiva. 

Los grénulos de formazdén se localizaron tanto en la zona 
intersticial alrededor de los foliculos, como en células foliculares 

de algunos foliculos que se encuentran unidos entre si [Fig.10]. 
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B) Ovarios de 3dpp 

Los ovarios obtenidos de ratones de 3 dpp se mantuvieron 7 
dias en cultivo de 6rganos. La intensidad y distribucién de células 
esteroidogénicas, detectadas por la actividad de la A5-3B- HSD es 
similar en ovarios tratados in vitro sin PMSG como en los tratados 
con Ja hormona PMSG [Fig.11]. También es evidente que no existen 
diferencias entre la cantidad de células esteroidogénicas, cuando 
estos ovarios son comparados con ovarios de 10 dpp desarrollados 
in situ [Fig.12]. 

6.3 Deteccién inmunohistoguimica de Laminina en 
ovarios tratados in vitro con y sin PMSG. 

La laminina es una glucoproteina sintetizada y secretada por 
las células epiteliales en las membranas basales desde etapas muy 
tempranas del desarrollo lo cual permite estudiar el desarrollo 
temprano de los epitelios. De esta manera, la deteccién de 
laminina se empleé para seguir la diferenciacién de los cordones 
sexuales y por consiguiente el mecanismo de 1a foliculogénesis en 
Jas condiciones experimentales de este ensayo. Dicha técnica se 

realiz6 a la par de la AS-3B-HSD para observar las dos reacciones 

jontas en el mismo corte del ovario. 

A) Ovarios de 1 dpp 

En los cortes obtenidos por congelacién, se detecté la presencia 
de células esteroidogénicas, se realizé inmunohistoquimica de 

jaminina. En el caso de ovarios de 1 dpp y mantenidos 9 dfas en 
cultivo de érganos, se observa que en ausencia de PMSG los 

ovarios se desarrollan, y por consiguiente el mecanismo de la 
foliculogénesis se lleva a cabo. La laminina hace evidente que los 
ovocitos que se encuentran en la regién medular han aumentado 
de tamajio, éstos se encuentran individualizados formando 

unidades foliculares. Hacia la regién de la corteza, encontramos 

ovocitos atin formando grupos, o algunos unidos por puentes 
interfoliculares comunicantes. [Fig.13]. 

El precipitado de formazan, que evidencia la presencia de 
células esteroidogénicas, no se distingue ya que se encuentra 
enmascarado por Ia laminina. 

34



En ovarios cultivados en presencia de PMSG, como se mencioné 

anteriormente, presentan una intensa reaccién positiva a la A5- 

3B- HSD. Se observa que la reaccién es positiva sobre todo en 

células de la granulosa. La presencia de laminina evidencia 
foliculos individualizados rodeados por células intersticiales, asi 
como folfculos unidos por puentes interfoliculares formados por 

células de la granulosa. [Fig.14]. 

B) Ovarios de 3 dpp 

Tanto en ovarios cultivados en ausencia de PMSG y ovarios con 
la gonadotropina la distribucién de laminina hace evidente el 
desarrollo de foliculos primordiales, los cuales son mds numerosos 

hacia la regi6n medular. Claramente se detectan las tres etapas de 
la foliculogénesis: ovocitos integrados en cordones (etapa J), 
localizados en Ja regién de la corteza, asf como ovocitos unidos por 
puentes interfoliculares formados por células de la granulosa 
(etapa II). Los ovocitos individualizados (etapa IH), se encuentran 

rodeados por células intersticiales. [Fig.15]. 

Por la distribucién de laminina, el precipitado de formazan es 

apenas detectable, sin embargo se observan células 
esteroidogénicas tanto en el intersticio de foliculos 
individualizados, como en células foliculares que forman puentes 

interfoliculares [Fig.16]. 
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LAMINA I 

FOLICULOGENESIS IN SITU 
(Cortes 

Fig.6 

obtenidos por congelacién) 

Corte longitudinal de ovario de ratén de 1 dia postparto (dpp). 

En Ja regién medular se observan ovocitos individualizados, 
que corresponden a la tercera etapa de ia foliculogénesis (III). 

Hacia la regién de la corteza hay ovocitos unidos por puentes 
citoplasmicos (etapa H), asf como grupos de ovocitos haciendo 
contacto entre si (etapa I), La cApsula ovdérica (CO) formada por 
el mesonefros ha envuelto completamente al ovario, 250X. 

Corte longitudinal de ovario de rat6n de 3 dpp. Se observa en la 
regi6n medular ovocitos individualizados (IED), que ya 
iniciaron su crecimiento. Los ovocitos que se localizan en la 
zona més cortical continGan unidos (1), mientras que en ja 
zona intermedia entre la regién cortical y medular la mayoria 

de los ovocitos se encuentran en Ja etapa HI de la 
foliculogénesis (flechas). 250X, 

Corte Jongitudinal de la zona medular de ovario de ratén de 10 
dpp , donde se muestra la deteccién histoquimica de laminina y 
la actividad histoenzimatica de la A5-3B-HSD. La mayoria de los 
ovocitos se encuentran individualizados formando Ios primeros 
folfculos preantrales (FP), Hacia la regién de la corteza la 
mayorfa de los ovocitos se han individualizado (etapa 1). La 
reaccién de la A5-3B-HSD (precipitado violeta) hace evidente la 

presencia de célolas esteroidogénicas localizadas en cl 
intersticio de los foliculos de mayor tamafio (flechas). 

500X. 
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LAMINA I  



LAMINA II 

ACTIVIDAD HISTOENZIMATICA DE LA A5§-3B-HSD 

IN VITRO (Cortes obtenidos por congelacién) 

Fig.9 

Fig.10 

Fig.11 

Fig.42 

Corte longitudinal de ovario de ratén de 1 dpp y cultivado 9 

dfas, en ausencia de PMSG. Se observan ovocitos 
individualizados rodeados por una zona pelticida (ZP). La 
reacci6n de la AS-38-HSD (precipitado de formazén) hace 
evidente una muy tenue reaccién positiva dispersa entre los 
foliculos (flechas). 250X. 

Corte longitudinal de ovario de ratén de 1 dpp y cultivado 9 dfas, 

en presencia de PMSG. Es evidente la reaccién positiva 
Jocalizada en ja zona intersticial (Zi) de los foliculos de mayor 
tamaiio (flechas). 250X. 

Corte longitudinal de ovario aislado a los 3 dpp y cultivado 7 
dfas en ausencia de PMSG, la reaccién de la A5-3B-HSD se 
percibe muy tenue y dispersa (flecha). Se observan ovocitos 
en crecimiento rodeados por su zona pelicida (ZP). 250X. 

Corte longitudinal de ovario aislado a los 3 dpp y cultivado 7 
dias en presencia de PMSG. Se observa una reacci6n mayor en 
algunos folfculos (flechas), 250X. 
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LAMINA ID 

DETECCION INMUNOHISTOQUIMICA DE LAMININA Y 

ACTIVIDAD HISTOENZIMATICA DE LA A5-38-HSD 

IN VITRO (Cortes obtenidos por congelacién) 

Fig.13 Corte longitudinal de ovario de ratén de 1 dpp y cultivado 9 dias 
en ausencia de PMSG. La reaccién de Laminina hace evidente 
tanto la individualizacién como el aumento en tamafio 
de los ovocitos de la regién medular (RM). En la regién 
de la corteza (RC) se observan ovocitos aun formando 
grupos (2K). La actividad de la A5-3B-HSD no se distingue ya que 

se encuentra enmascarada por la laminina. 250x. 

Fig.14 Corte longitudinal de ovario de rat6n de 1 dpp cultivado durante 
9 dias en presencia de PMSG. Se observan folfculos irregulares 
formados por células foliculares hiperpldsicas. Hay una 
intensa reaccién positiva de la AS-3B-HSD (flechas), sobre todo 
en el intersticio de células de Ia granulosa (CG). 250x. 

Fig.15 Corte longitudinal de ovario de ratén de 3 dpp. cultivado 
duranie 7 dfas en ausencia de PMSG. La reaccién de laminina 
permite detectar las tres etapas de la foliculogénesis. Ovocitos 
integrados en cordones (etapa I), ovocitos unidos por puentes 
interfoliculares (flecha) formados por células de Ja granulosa 
etapa II) y ovocitos individualizados (etapa HI). La actividad de 
la AS-3B-HSD no es detectable por la presencia de laminina. 
250x. 

Fig.16 Corte longitudinal de ovario de rat6n de 3dpp_ y cultivado 
durante 7 dias en presencia de PMSG, La reaccién de laminina 
muesira que la mayoria de los folfculos est4n individualizados. 
La actividad de la AS-3B-HSD permite observar células 

esteroidogénicas (+) tanto en el intersticio de foliculos 
individualizados (FI), como en células foliculares que forman 
puentes interfoliculares (flecha).500x. 
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6.4 Determinacién cuantitativa de los  esteroides 

intermediarios de las vias A5 y A4. 

Con base en las observaciones realizadas con la técnica de la 
A5-3B-HSD, para detectar la presencia de células esteroidogénicas, 
el siguiente problema por resolver fue identificar qué esteroides 
se estaban produciendo tanto en los ovarios in situ, como en los 
cultivados con y sin PMSG. Para abordar este problema, se realiz6 
un radioinmunoandlisis (RIA) para determinar los esteroides 

intermediarios de las vias A5 y A4 [Fig.4]. 

6.4.1 RIAS de ovarios in situ 

Para establecer cuantitativamente la produccién de esteroides 
en condiciones de desarrollo normal del ovario, en una primera 
etapa se analizaron ovarios obtenidos de 1, 3 y 10 dpp in situ. Con 
el método de radioinmunoandlisis se identificaron los principales 

esteroides correspondientes a la via AS (P5, 17a HPS y DHEA) y A4 

(P4, 17oHP4, A, T y E2), asf como los niveles obtenidos de cada 

uno de ellos, expresados en picogramos por mililitros (pgr/ml), 
[Tabia 1}. Con la grafica 1 se puede observar con mayor claridad 
los niveles de esteroides que se estan produciendo en ambas vias, 

desde el primer dia posnatal. Dichos niveles se van incrementando 
con respecto a la edad del ovario, observandose diferencias 
significativas al comparar los ovarios de la recién nacida con los 
obtenidos a los 3 y 10 dpp. Esto sugiere que el ovario infantil del 
ratén presenta una gran actividad esteroidogénica desde el primer 

dia dei nacimiento; como se corroboré con la técnica de la A5-3B- 

HSD. Por otro lado se encontré que en las tres edades de los 
ovarios in situ, los esteroides que alcanzan los més altos niveles 

son la P5, DHEA, 170HP4,T y E2 y la que tiene el mds bajo nivel es 

la 17@HP5. 

6.4.2 RIAS de ovarios in vitro 

A) Ovarios cultivados sin’ PMSG 

Con el fin de establecer la capacidad esteroidogénica de ios 
ovarios mantenidos en cultivo de 6rganos, se realizaron RIAS de 

ovarios de 1 y 3 dpp cultivados 9 y 7 dias respectivamente en 
ausencia de PMSG. Los anflisis muestran que en condiciones in 
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vitro, los Organos pierden entre un 50 y un 70% de su capacidad 
para producir esteroides, lo cual es evidente al comparar la escala 
de la grafica 1 con la de la gréfica 2. Sin embargo, como se puede 
observar en la tabla 2, los ovarios obtenidos a los 3 dpp 
presentan mayores niveles de esteroides que los ovarios de 1 dpp, 
por lo que se puede decir que el tiempo de cultivo interfiere en la 
produccién de esteroides. Al comparar estos resultados con la 
reaccién de la AS5-3B-HSD se puede ver que ocurre lo mismo ya 
que en el corte del ovario de 1 dpp se observa una muy tenue 
reaccién y en el de 3 dpp es ligeramente mds abundante y 
dispersa la reaccién. Tanto en los ovarios de 1 y 3 dpp in vitro 
comparados con los ovarios de 1 y 3 dpp in situ la diferencia no es 
tan grande, ya que los niveles disminuyen a la mitad 
aproximadamente en los esteroides 17%HP5, DHEA y P4, en los 

esteroides P5, A y T hay una baja del triple y en la 17aHP4 y el E2 
la disminucién es mayor. Es claro que transcurrido el tiempo de 

cultivo los ovarios de las dos edades no alcanzan los niveles de 
esteroides obtenidos en los ovarios in situ de 10 dpp, pero las 
curvas presentan un comportamiento similar. Los esteroides que 
alcanzan los mas altos niveles son la P5, P4, T y E2 y los més bajos 
niveles corresponden a la 17aHPS y 17aHP4 en mayor cantidad. 

B) Ovaries cultivados con PMSG 

Tanto en Ia tabla como en la grafica3 de ovarios de 1 y 3 dpp 
cultivados 9 y 7 dias respectivamente en presencia de PMSG, 
podemos observar que al afiadir la gonadotropina de suero de 
yegua prefiada (PMSG), se incrementan al doble las 
concentraciones de todos los esteroides analizados de las dos 
edades, con respecto a los ovarios de i y 3 dpp cultivados sin 
PMSG, lo cual es evidente al observar la escala de ambas gréficas. 
Sin embargo, existen diferencias significativas con los ovarios de 
10 dpp in situ, puesto que apesar de la estimulacién con la 
hormona éstos no alcanzan los niveles esperados en condiciones de 
desarrollo normal. Los ovarios de tres dias posparto mantenidos 7 
dias en cultivo, responden més al estimulo de la PMSG, elevando 
los niveles de un 20% a un 50%; esto también se corroboré con la 
reaccién de la A5-3B-HSD ya que en los cortes de ovario tanto de 1 
dpp como de 3 dpp con PMSG se observa una mayor reaccién que 
en los cortes sin PMSG. Por otro lado observamos que las curvas 

de ovarios de 1 y 3 dpp con y sin PMSG se comportan casi de igual 
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manera a la curva de 10 dpp de ovarios in situ, debido a que los 

ovarios se cultivaron 9 y 7 dfas, es decir se Hlevaron a 10 dias de 
cultivo. Los niveles de esteroides que alcanzan los més altos 
niveles son la P5, P4, A, T y E2 y el mas bajo nivel corresponde a 

la 170HP4. 

En los tres ensayos la P5 es la que se encuentra en mayor 

concentracién, mientras que el esteroide que es menos abundante 

es la 1JaHP4 en condiciones in vitro con y sin PMSG, pero en 

condiciones normales es la 170HP5. 
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Tabla 1. Radioinmunoandalisis (RIAS) de ovarios in situ. 

  

  

Ovarios 1 dpp (pgriml) Qvarios 3 dpp (pgr/mi) Ovarios 10 dpp {pgriml) 
  

      

PS 34 94 122 

7aHPS 15,5 16 25 
DHEA 17,5 24 75 
P4 25 25 31 

17aHP4 17 37 55 
A 25,5 40 58 
T 27 52 75 
E2 34 62 125     

  

  

Grafica 1. Niveles de los diferentes esteroides de ovatios in silu 
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Tabla 2. RIAS de ovarios in vitro cultivados sin PMSG. 

  

Ovarios 1 dpp (pgriml) Ovarios 3dpp (pgriml) 
  

    

PS 11,9 17,4 

17aHPs 7,5 73 
DHEA 6,3 8,6 

P4 10,7 11,6 
17aHP4 24 4 

A 6,2 19,3 

T 9,5 13,5 
E2 5,9 9,7     
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Grafica 2.Niveles de fos principales estercides de ovatios in vitro 

cultivados sin PMSG. 
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Tabla 3. RIAS de ovarios in vitro cuitivados con PMSG 

  

  

Ovarios 1 dpp(pgrimt) |Ovarios 3 dpp (pgriml) 

PS 24 36,3 

A7aHPs 42,3 14,3 

DHEA 11,6 15,7 

P4 19.6 23,1 
ATaHP4 6,1 65 

A 11,5 22,9 

T 18,4 25,6 
E2 10,3 26,1         
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Grafica 3. Niveles de los principales esteroides de ovarios in vitro cultivados con 
PMSG 
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VII. DISCUSION 

La observacién directa de las membranas basales de los 
cordones epiteliales que se puede hacer con la ayuda de la técnica 
de laminina permitié un seguimiento detallado del proceso de 
compartimentalizacién folicular, simulténea a una visién de 
conjunto de los mecanismos que llevan al desarrollo del ovario 
como una unidad funcional. Confirmamos asi, la existencia de un 
gradiente de diferenciacién folicular, donde la diferenciacién de 
los foliculos se inicia en la regién medular, continudndose 
graduaimente hacia la corteza ovdrica. La diferenciacién de los 
foliculos implica adem4s de su individualizacién el crecimiento del 
ovocito, el cambio morfolégico de las células foliculares de planas a 
cibicas y su activa proliferacién para finalmente formar los 
foliculos preantrales. Cuando en el mismo corte combinamos las 
técnicas de inmunocitoquimica para la laminina y la AS-3B-HSD, 
pudimos corroborar que la diferenciacién del tejido 
esteroidogénico aparece primero en el intersticio de la regién 
medular. 

Los experimentos realizados muestran que el desarrollo del 
ovario neonatal, su capacidad esteroidogénica y su respuesta a 
gonadotropinas pueden ser estudiados in vitro. Sin embargo, a 
pesar de que el desarrollo morfolégico del ovario se Meva a cabo 
en condiciones de cultivo, el proceso es mas lento, Esto es, el 
desarrollo folicular de los ovarios de 1 dpp  cultivados durante 9 
dias corresponde al observado en ovarios de 5 dpp . Este retardo 
en el desarrollo persiste avin con el tratamiento de gonadotropinas 
(PMSG). 

La influencia de las gonadotropinas en el inicio del crecimiento 
folicular se ha estudiado en el ovario infantil del ratén in vivo, 
Ratones inyectados diariamente con gonadotropina sérica, no 
muestran estimulacién folicular durante los primeros 12 dias 
(Pfeiffer y Hooker, 1942). La falta de gonadotropinas endégenas, 
no interfiere con el crecimiento de los ovocitos ni con la 
organizacién temprana y la multiplicacién de las células de la 
granulosa (Eshkol ef al; 1970). Otras evidencias que apoyan que el 
inicio del crecimiento folicular no es dependiente de 
gonadotropinas, se basan en experimentos de hemicastracién 
(Peters and Braathen, 1973). En estos experimentos, la 
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ovariectomia unilateral en ratones de 2 dpp, (edad en la cual sdélo 

se pueden observar pequefios folfculos) no causa ningin cambio 
en el nimero de folfculos en crecimiento del ovario no 
ovariectomizado. Esto sugiere que la hemicastracién en el perfodo 

neonatal no altera el ntimero de folfculos que inician el 
crecimiento en los dias subsecuentes. 

En el presente estudio, el hecho de que el proceso de 
compartimentalizacidn de los cordones sexuales ovdricos se Heve a 

cabo en los ovarios mantenidos en cultivo en presencia o ausencia 
de la gonadotropina de suero de yegua prefiada (PMSG), sugiere 
que el inicio del crecimiento folicular y los mecanismos celulares 
involucrados en este proceso, son regulados intraovd4ricamente. 
Por lo tanto, el papel que las gonadotropinas hipofisiarias parecen 
desempefiar, se refiere a la modulacién de la diferenciacién de las 
células esteroidogénicas del compartimento estromitico. 

Eshkol et al (1970), han demostrado:la influencia de las 

gonadotropinas en el desarrollo del ovario del ratén durante los 
pesfodos infantil y juvenil. La proliferacién y organizacién de las 
células foliculares es solamente dependiente de FSH, mientras que 
la LH inicia el desarrollo del tejido intersticial. La regulacién de la 
proliferacién celular y la induccién de la sintesis de esteroides por 
parte de las gonadotropinas son una consecuencia de los efectos 
especificos de estas hormonas sobre el metabolismo celular 
intermediario, 

Los foliculos ovaricos de las hembras de mamiferos producen 
tres clases de esteroides sexuales: progestinas, andrégenos y 
estrégenos. Se ha propuesto que la interaccién entre las células de 
la granulosa y las células de la teca regula la produccién de las 
tres clases de esteroides (Hsueh et al. 1984), Con base en esta 

hip6tesis, se ha sefialado que la LH secretada por la pituitaria, 
estimula en las células tecales Ia produccién de andrégenos. La 
FSH estimula en las células de la granulosa folicular la enzima 
aromatasa que convierten los andrégenos en estrégenos, los cuales 
son secretados. La FSH también estimula Ja produccién de 
progesterona en las células de la granulosa, esta titima hormona 
puede ser utilizada por las células de la teca para la sintesis de 
andrégenos. 

Estudios realizados por Kent y Ryle (1975) mostraron que el 
tejido intersticial s6lo puede ser estimulado por LH y hCG, més no 
por la FSH. Sin embargo, otros autores sugieren que la FSH posee 
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cierta capacidad para inducir esteroidogénesis, puesto que cuando 
se suministra su andlogo PMSG, la actividad enzimatica de la A5- 
3B-HSD y de la 17B-HSD se incrementa. En el presente trabajo, 
utilizando un andlogo de la FSH, conocida como PMSG se observé 
que los ovarios aislados y mantenidos en condiciones de cultivo 
Son capaces de responder a la gonadotropina. Realizando la técnica 
de la A5-3B-HSD se encontré que desde el primer dia postnatal 
(dpp), en el ovario de ratén in situ existen células 
esteroidogénicas, las cuales se hallaron en el intersticio de los 
foliculos de mayor tamafio, localizados en la regién medular del 
ovario. Con esta técnica, en la que sdélo se puede observar 
cualitativamente la presencia de células esteroidogénicas, se 
encontr6 que los ovarios estimulados con la PMSG presentan un 
mayor ntimero de células esteroidogénicas, sin alterarse el 
desarrollo y el mimero de foliculos. Segin la edad en la que se 
inicié el cultivo, fue evidente que en los ovarios cultivados a partir 
del dfa uno con PMSG, Ia intensidad de la reaccién de la A5-3B-HSD 
y la cantidad de células esteroidogénicas son mayores que en los 
ovarios aislados al tercer dfa postnatal. 

La interpretacién de estos resultados es dificil. Si se consideran 
los estudios realizados en ovarios adultos de otras especies, se 
sabe que los receptores para FSH estan presentes en las células 
foliculares de foliculos que apenas tienen una capa de ellas, de 
manera que su proliferacién, y con ello el crecimiento del foliculo, 
dependen de la presencia de gonadotropinas (Richards, et al. 
1976). Tomando en cuenta estos hechos, se esperaba en los 
resultados de este trabajo, que los ovarios de 3 dpp cultivados 
durante 7 dfas en los que la gran mayoria de foliculos ya se 
formaron, respondieran con mayor intensidad a la gonadotropina 
mientras que los ovarios del ratén recién nacido, no deberfan de 
haber respondido a la hormona ya que sus receptores no existen 
antes de la formacién de los foliculos. 

Una interpretacién de los resultados en relacién a los 
receptores de Ja gonadotropina es la siguiente: es probable que la 
presencia de la PMSG en los ovarios de 1 dpp, induzca una 
expresi6n anormal de sus propios receptores lo que provoca a su 
vez una hiperplasia de células esteroidogénicas, aunque las 
condiciones de cultivo favorecen el desarrollo morfolégico de los 
foliculos y la diferenciacién de células esteroidogénicas similares a 
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los que ocurren in situ. Por otro lado, los ovarios aislados al tercer 
dia postnatal, cuando los foliculos ya estén individualizados, se 
comportan como unidades funcionales con una regulacién 
aut6crina y pardcrina, de manera que la presencia de factores 
ex6genos altera muy poco su patrén normal de desarrollo. 
Asimismo, no podemos descartar el hecho de que en el medio de 
cultivo se detectan hormonas, esto puede deberse tanto porque la 
PMSG se aplica directamente en el medio de cultivo, como porque 
las hormonas pueden ser secretadas por los propios ovarios. Sin 
embargo, la concentracién de estas hormonas en el medio no es 
significativa, por lo que no se alteran los resultados antes 
mencionados, [Com. Per. Merchant-Larios]. 

Con base en estas observaciones, nos planteamos ia 

interrogante de qué estén produciendo estas células 
esteroidogénicas, tanto en condiciones de desarrollo normal como 

in vitro, estimuladas o no con la PMSG. 

En el caso de otras especies como la rata y el conejo, eb tejido 
ovdrico se vuelve esteroidogénicamente activo cuando se elevan 

los niveles de gonadotropinas, iniciandose Ja produccién de 
esteroides. Sin embargo, los ovarios de estos animales parecen 
responder a la presencia de gonadotropinas exdégenas hasta poco 
después de la primera semana de vida. (Younglai y Borgmann, 
1988; Funkenstein y Nimrod, 1981). Utilizando la técnica de 

radioinmunoandlisis (RIA), se encontré6 que en el ratén los ovarios 

de 1 dpp in situ estén secretando todos los esteroides 

intermediarios de las vias A5 y A4, los cuales se incrementan con 
respecto a la edad del ovario. Ademds observamos diferencias 
significativas al comparar los ovarios de la recién nacida, con los 
obtenidos a los 3 dpp y 10 dpp. Desde el momento del nacimiento, 
los ovarios secretan altas cantidades de pregnenolona, 
progesterona, androsterona, testosterona y estradiol. Esto indica 

que las enzimas relacionadas con la biosintesis de esteroides estén 
presentes desde etapas tempranas del desarrollo folicular. 

En condiciones in vitro, sin embargo, los ovarios parecen 
perder su capacidad esteroidogénica conforme avanza el tiempo 
de cultivo. Cuando los ovarios son estimulados con PMSG, se 
restaura la actividad esteroidogénica, observandose un incremento 

de un 20% a un 50%, pero nunca se logran los niveles alcanzados 

en condiciones de desarrollo normal. Estos resultados concuerdan 

con Jas observaciones realizadas por Farkash er al. (1986). Ellos 
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encontraron que el niimero de células tecales donde se localizan 
enzimas mitocondriales involucradas en la sintesis de esteroides, 

se incrementa después del tratamiento con la PMSG. De tal manera 
que es claro que la presencia de gonadotropinas es necesaria ya 
sea para inducir o para mantener la diferenciacién de las células 
esteroidogénicas y con ello la produccién de enzimas relacionadas 
con este proceso. 

Cuando comparamos el desarrollo del ovario in situ durante 
los primeros diez dias después del parto, con los ovarios 
mantenidos en cultivo de érganos durante el mismo tiempo, la 

similitud nos permite una importante deduccién: el proceso de 
compartimentacién de los foliculos (Foliculogénesis), como 1a 
diferenciacién inicial del tejido intersticial esteroidogénico son 
procesos que dependen de un control intraovdrico. Por lo tanto, la 

regulacién neural, neuroendécrina y endécrina del proceso de 
foliculogénesis, atresia, luteinizacién, etc. se establecerin después 
de los diez dias aqui estudiados. 
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VIII. CONCLUSIONES 

En el caso del ratén, 

1) Las gonadotropinas hipofisiarias no participan en el proceso 

de Ja foliculogénesis en las etapas tempranas del 

desarrollo del ovario, 

2) EI papel que las gonadotropinas parecen desempefiar, se 

refiere a la modulacién de la diferenciacién de las células 

esteroidogénicas del estroma. 

3) Los ovarios del ratén recién nacido tienen la capacidad de 

secretar todos los esteroides intermediarios de las vias A5 y A4, lo 

que indica que las enzimas relacionadas con la biosintesis de 
esteroides estAn presentes en el inicio del proceso de 

foliculogénesis. 

4) Conforme avanza el proceso de foliculogénesis, los ovarios 

parecen comportarse como unidades funcionales, por lo que las 

gonadotropinas exégenas alteran muy poco su patron normal de 

desarrollo. 
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