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RESUMEN 

Se disecaron y c lasl f lcaron folículos an t ra l e s  de cabra,  

inlcialmente por tamaño en t r e s  grupos : menares de 3,entre 3 y 

6 y mayores de 6 mm. Los 'foliculos menores de 3mm. de diSmetr0 

fueron estudiados s in  nlngún o t r o  t ipo  de c lasi f  icaclón. Todos 

los demás folículos se c lasl f lcaron en 4 grupos de acuerdo al 

g r a d o  d e  a t r e s i a  que  e v i d e n c i a r o n  a l  m i c roscop l o  

estereoscópico. Las observaclones hlStOl6glCaS mostraron que en 

el grupo 1 se lncluyeron a los foliculos no atréslcos, en el 

grupo 2 a fo l ículos en estadios tempranos de a t r es l a  y los 

grupos 3a y 3b se formaron po r  los fo l í cu los  con a t r é s i a  

secundarla y t e r c l a r l a  respect ivamente.  Las act iv ldades  de  

t r l ps lna  y an t l t r l ps lna  fueron medldas en l íquido  f olicular, en 

homogenelzados de células de la granulosa y en sacos foliculares 

vac ios ,  usando pa ra  ambas a c t i v i dades  un procedlmlento 

f luo romét r i co .  La a c t i v i d a d  a n t l t r l p t l c a ,  se c a r a c t e r l z ó  

parcialmente desde el punto de v ls ta  físico-químico, se calculó 

por cromatogra f ia  en gel su peso molecular, e l  cual f u é  

aproximadamente de 64,000 daltones y pa ra  el caso de la 

act lv ldad t r i p t i c a  de 24,000 daltones aproxlmadamente. 

Se observó que la act lv ldad a n t i t r í p t l c a  en e l  l i qu ido  

f o l i cu l a r  está directamente re lacionada con e l  proceso de 

atres ia  e lnversamente con e l  diámetro fo l lcular ;  la act lv ldad 

f u é  muy  baJa en los f o i i cu los  grandes no atrés icos  y 

consistentemente a l ta en los foliculos pequeños de menos de 3 mm 

y e n  los fo l í cu los  a t r i s i cos .  No  se encontraron d i f e r enc i a s  
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entre  los foliculos de los grupos 3a y 3b en los d i ferentes  

tamaños. Después de la eliminación por f i l t rac ión  en gel de la 

act iv idad ant i t r ip t i ca ,  la act iv idad de t r i ps ina  de l a s  cálulas 

l l b r e s  en e l  l i qu ido  f o l i cu la r  sólo estuvo presente en los 

foliculos no atreslcos mayores de 6 mm. 

Se encontró una a l ta  act lv ldad be tripsLna en ias c i lulas 

del saco de los foliculos con atres ia  temprana. Esta act lv ldad 

f u é  s lgnl f lcat lvamente menor en los fo l iculos del grupo 3a y 

es tuvo cas1 ausente en l o s  fo l i cu los  con a t r e s i a  t e r c i a r i a  

(grupo 3b). Por el contrar io ,  la act iv idad de t r l ps lna  de las  

células de  la granulosa recuperadas por  c e n t r i f  ugación del  

l iqu ido  fo l l cu lar ,  fué dos veces mas al ta en el grupo :a que 

en los grupo i y 2 y casi cinco veces más alta que ~i del 

grupo 3b. 

Otro importante  hal lazgo en este  t r aba j o  f u é  e l  habe r  

encontrado que la concentración de hemoglablna es un importante 

parametro para medir la atresia folicular de la cabra. 
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INTRODUCCION 

El desarrollo del ovar io  en los vertebrados puede ser 

dldactlcamente diVldid0 en 4 etapas prlnclpales, siendo las tres 

prlmeras comunes con el desarrollo del testículo (Baker, 1972: 

Tsaf rlri. 1978). 

La prlmera f ase  comprende la migraclón de las células 

germlnalet prlmordlales desde su lugar  de origen hasta 

depositarse en un engrosamlento celómlco, ventral al mesonefros, 

que constitulrá posteriormente la gónada. 

La segunda fase, que se lnlcia con la  llegada de las 

c é l u l a s  g e r m ln a l e s  a l a  c r e s t a  g e n i t a l ,  cons lste  

fundamentalmente en l a  proli feración, por dlvisl6n mltótica, 

tanto de las células germlnales como del epltelio no-germinal lo 

cual conduce a la formacion de la gónada primitiva, que es 

idéntica en ambos sexos (Etapa de gónada indiferenciada). 

Durante la tercera fase, el tejido gonadal se dlferencla 

para  formar dos partes fundamentales, una parte per l fér lca  o 

corteza y una parte  central o médula (la cual se halla ausente 

en algunos vertebrados), separadas por una formación fibrosa, la 

túnica albuginea Primitiva. Las células germinales se dlsponen 

en cuerdas, llamadas cuerdas de Pfluger. 

La cuarta es la fase de dlferenciacion sexual. Durante 

esta fase las células germlnales son llevadas a la médula y la 

corteza se a t ro f i a  en el macfio,mientras que en la hembra las 

células germinales permanecen en la Corteza y es l a  médula i a  
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que s u f r e  e l  proceso de a t ro f ia .  Las células provenientes be la 

h i p e r t r ó f l a  de la cor teza  del  o v a r i o  p r i m i t i v o  se a l lnean 

alrededor de las ci lulas germinales constituyendo el origen be 

las células de la granulosa y dando or i gen  a los fo l Icu los  

prlmordlales En este temprano estadio, mientras las células 

germina les  de l  maChG permanecen quiecentes ,  l as  células 

germlnales de l a  hembra pueden ya l n c l a r  el  proceso de  

d i v l s l ó n  y d l f e renc lac lón  celular,  el  cual, en e l  caso be 

las células germlnales, recibe el nombre de melosis y termina, 

en la hembra, con la formacion de una sola gameta femeiiina 

haploide, es dec i r  conteniendo la mitad del materlal genético. 

La d i v i s ión  mltotica de las células germinales primordiales 

u ovogonias da origen a la formación de los ovocltos primarios, 

los cuales ln l c lan  el proceso de la meiosis durante el  cual s u  

mater la l  genétlco debe ser reducldo a la mitad, formando primero 

un ovoc l to  secundarlo, haploide Y un primer glóbulo polar y, 

subsecuentemente po r  d l v l s l ó n  mltót lca ,  t e rmlnar  con la 

formacitn del gameto haploide femenlno u ovocito propiamente 

d icho y un segundo gl jbulo polar (Wnite, 1973; Baker. 1972 ). 

Incorrectamente se ha aplicado el término ovoginesis al  

proceso de crec lmlento  d e l  ovoc l to  y l a  formación de  su 

e n v o l t u r a  f o l i c u l a r ,  asociada en algunas espec ies  a la  

vltelogéneeis. procesos que  se sabe acontecen despuis de . ~ u e  se 

ha realizado la primera Parte  de la meiosis Y el ovocito ria sido 

deten ido  en d i c t l o t eno  (Henderson y Henderson, 1960; White, 

1973). Correctamente debe ap l l carse  el  tdr mino ovog ines is  

precisamente a esta fase  ln i c la l  del proceso, desde la formaclwn 

del ovocito pr imar io ,  hasta l a  presentaci6n del "d i c t i o tend  U 
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fase  de arresto  melótlco (Zyblna, 1969). Las etapas posterlores 

deben mejor conslderarse como maduraclón melótlca del ovocito 

(Masul y Clarke, 1979). En este t rabajo  as i  serán considerados. 

Durante la ovogenesis. los ovocl tos i n l c l an  e l  proceso de  

reducclón cromosómica o melosls hasta  a lcanzar un punt0 

especif lco del proceso melótlco, habltualmente la fase  termlnal 

del diploteno, y en este punto, antes de completar la reducclón 

del materlal genttlco, reaparecen la membrana nuclear y e1 

nucleólo y e l  proceso se dctlene (arresto  melotlco). Esta fase 

de la ovoginesis se ha llamado "dictioteno" o fase  de reposo 

melótico izybina, 1969). Aunque el proceso reductional se ha 

detenido, el creclmlento del ovoc l to  cont inúa,  t an t o  a n i v e l  

cltoplásmlco, como nuclear, adqulr lendo la c8lula un tamaño 

enorme y estando finalmente dotada de un núcleo grande y 

vesiculoso que ha sldo llamado "vesicula germinal" (Germinal 

Veslcle; VG) (BaKer,l972; Noore e t  al, 1974; Hel ler  e t  al, 

1981). 

Durante la f a se  de creclmlento e l  ovoc i to  aumenta de 

diámetro desde 20 hasta 80 mimas. Este gran aumento de volumen 

se acompaña de la s in t es i r  y acumulación de organelos y 

macromoliculas (Schultz et al, 1979; s tern l ich y Cchultz, 1981). 

Presumiblemente, estos constituyentes son ut i l izados durante los 

estadios i i i ic iales de la embi~ioginesis, como sucede seguramente 

en l a s  especies in f e r i o r es  (Davidson. 1976). Además durante esta 

fase  de creclmlento el ovoclto experimenta una dl ferenciaclón 

morfológica y bioquimica a la que se asocia la adquisición de la 

capacidad para  t e rm inar  la meiosis (Weakley, 1968; Szollosi, 
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1972; Wassarman y Josefowlcz, 1978; Schultz e t  al ,  1979). En 

efecto, ovocitos que no han alcanzado un dlámetro de unas 60 

micras, no son capaces de terminar espontáneamente la meiosis 

cuando son colocados i n  v l t r o ,  bajo con~1c lones  adecuadas 

(Heller e t  al, 1981). Bajo estas condlclones, la f recuencia con 

la cual los ovocltos .reanuda.n la melosls aumenta con su tamaño. 

Sólo aquellos ovocl tos que han completado adecuadamente su 

creclmlento son capaces de reanudar la melosis y sólo bstos, al 

s e r  f e r t l l l z a d o s ,  o r l g l n a n  un embr lón normal, capaz  de 

termlnar  adecuadamente su desarrol lo (Thlbault, 1972). 

La maduración meiótica se reallza espontáneamente cuando los 

ovoc i tos  obtenldos de animales adultos se l iberan  de sus 

envolturas fol lculares y sf! colocan en un medlo de  cu l t l v o  

adecuado (Pincus y Enzmann. 1935; Blggers, 1972; Schuetz, 1974). 

Este proceso se real iza in  v l t r o  en aproxlmadamente 15 horas. Se 

c a r a c t e r i z a  por  la dlsolriclón de la membrana nuclear y 

blsperslón del contenido del núcleo, proceso que se conwe como 

"ruptura  de la vesicula germinal" o más escuetamente GVBD. La 

cromat lna d i fusa  del d ict ioteno se condensa en cr<jmusomas 

blvalentes, los cuales se aparean. se separan y completan la 

prlmera dlv ls lón mltótlca, concluyedo con la emlslón del primer 

g i ihu lo  polar .  

LOS ovocitos obtenldos de ratonas de menos de 15 dias úe 

edad son incapaces de reanudar su maduraclún melhtica cuande se 

aislan y se cult ivan i n  vltro, permaneciendo en dictioteno. LUS 

ovocitos obtenidos de ratonas mayores de 15 dias de edad son y a  

capaces de exper imentar  la maduración melótlca c o n  una 
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frecuencia que aumenta con la edad de la ratona (Surensen Y 

Wassarman, 1976). 

La secuencla temporal de la  maduración meiótlca i n  v i t r o  

puede descr ibirse como sigue: Romplmlento o degradacitn de la 

vesicula germinal (Germinal Vesicle Brealc Down; GBVD) 1-5 horas, 

la metafase I se alcanza alrededor de 5-10 boras y ia metafase 

11 en 10-16 horas. BaJO ias mejores condiciones experimentales. 

aproximadamente el 80% de 10s ovoci tos colocados en cu l t i v o  

exper:mentan la GVBD en unas 3 horas, y de 6stos el 70 2 son 

capaces subsecuentemente de emitir  el primer glóbulo polar 

( T s a f r l r l  e t  a l ,  1982) 

El tiempo que  los ovocl tos permanecen detenidos en 

dict ioteno, as í  como la  naturaleza del estimulo que re in i c ia  la 

meiosis. son especiflcos de la especle (Masui y Clarke, 1979). 

Por ejemplo en la estrella CLe mar y en la rana la reanudacitn de 

la  meiosls obedece a l  estirnulo proporcionado por la lnteracción 

e n t r e  el plasmalema del ovocito y dos compuestos pequeños, y por 

lo t an to  llbrernente d l fus lb l es ,  l a  1-met11 adenina en la 

estre l la  de mar (Kanatami e t  a;, 1969; Sh i ra i  y Kanatami, 1972) 

y la progesterona en la  rana (Thibier-Fouchet  e t  al ,  1976). 

Tornando como eJemplo el ratón (Pedersen, 1970), la ovoginesis  

p r l n c l p i a  con l a  formación de las  c61ulas germLriales 

pr lmordlales alrededor del á i a  octavo de l a  vida emhrionaria 

Tan pronto como la mlgI7ación de las cau las  germinales termina, 

a lrededor del d í a  12 de la  gestación, algunas ovogonias inic ian 

ya la Profase de la meiosis. Para e l  d i a  16 de l a  emr>i,logiiiesis 

casi  todos los OVocltos se encuentran en paquiteno y para el d ía 
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18 algunos pueden observarse ya en diploteno íFl8 1, En el 

momento del nacimiento un número conslderable de ovocltOS están 

y a  en la fase de reposo o dlctioteno y para el  día 5 de la vlda 

extrauter ina el ovar lo  del ratíin esta poblado con mlles de 

ovocitos pequeiios (20 um) en arresto melótico En esta fase  

meiótica pprmaneceran hasta que. un POCG antes de cada 

ovu lac l in ,  algunos de ellos sean selectivamente estimulados 

para terminar la melosls, es decir ,  desde var ias  semanas hasta 

mis de un ano (Pedersen, 1970; Cchultz y Wassarman, 1977). 

Durante la fase  de crecimiento, el ovoclto se encuentra rodead0 

de una o más capas de células fol iculares, el  conjunto de estas 

c i lulas se ha llamado la capa granulosa. Se h a  propuesto, desde 

hace mucho tiempo, que estas células regulan el creclmlento del 

ovocl to  mediante el aporte  adecuado de nutr i entes  (Zambonl, 

1970). ES dec i r  se ha dado a estas ci lulas fo l lculares el  mismo 

papel que se sabe desempeiian, en los animales lnfer lores.  las 

l lamadas cé lu las  n u t r i e n t e s  (Anderson, 1974: Tel f  e r ,  1975). 

En e fec to ,  estudios real izados con microscopio e lectrónico 

mediante e l  procedimiento de c r i o  f ractura ( freeze fracture)  han 

mostrado que existen numerosas uniones comunicantes (gap 

junctions) en t r e  el  ovoclto y las células f o l i cu lares  que lo  

rodean (Anderson y Lambertini, 1976). Estas uniones comunicantes 

pueden observarse durante todo el  proceso de creclmlento del 

ovocito, antes y después de la formaciin Be l a  zona peliicida. y 

lentamente disminuyen hasta l legar a desaparecer cualido el 

proceso de ovulación se aproxima (Blei i  y Wassarman, 1980). 

Se acepta de modo general que las unloilrs comunlcantes pr0veé.n 

canales ln te rce lu lares  a tr'avSs de los cuales pueden pasar 



Flgura 1.- Presentación esquemática del ciclo de la ovuginesls 
en d i f e rentes  edades de la r a t a  y de los numerosos puntos en 
los cuáles Q lcno  proceso puede ser  ContrQladO. ~1 proceso 
melótlco se ln l c ia  durante la vida fe ta l  y se detiene eii la fase 
llamada de Q ip lo teno ,  an poco despu is  del na< A n i i r n t c .  
Normalmente lo melosis se r e i n i c i a  en la rsiaci a ü u i t a  cumi) 
respuesta a la producclBn del p ico  de gonadotisofinas L a  
r e i n i c i a c i ón  p reovu la to r i a  de la melosis se I n i c i a  con el  
romplmiento de la  vesicula germlnal (GVBD) e lnc luye  la 
expulslón del p r imer  glóbulo po lar  y el progreso  hasta la 
metafase de la segunda dlvlslón melótlca. Puesto que la ruptura 
d e  la  ves i cu la  germlnal es un aconteclmlento fac l lmente  
observable  se ha tomada como el índ lce  que  demarca la 
reanudación de la melosls y el  p r i n c l p i o  de maduración 
f o l l c u l a r .  
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pequeñas molEculas de una c6lula a o t r a  (Lowenstein, 1979). Esto  

r e s u l t a  en el fenómeno conocido como acoplamiento metabólico o 

c o o p e r a c i l n  f 1s iolLglca  e n t r e  l a s  c é l u l a s  comunicadas  ( P l t t s ,  

1977). A t r a v é s  de e s t e  proceso e l  ovoclto puede recibir ,  de i a s  

c i l u l a s  f o l i c u l a r e s  q u e  lo  r o d e a n ,  n u t r i e n t e s  y s u s t a n c l a s  

r e g u l a d o r a s  del crec imiento.  S i n  embardo debe decirse  que h a s t a  

a h o r a  solo s e  n a  poGldo d e m o s t r a r  q u e  e s t a s  u n l o n e s  sori 

f u n c i o n a l e s  cuando e l  ovocito h a  alcanzado la f a s e  de dict ioteno 

y no a n t e s  (Gilula e t  a l ,  19'8), lo cual  p m e  en duda su papel 

r e g u l a d o r  d u r a n t e  t o d a  la f a s e  l n i c l a i  de c r e c i m l e n t ú  dei 

ovoc1to. 

Una vez formado e l  a n t r o  f o l l c u l a r ,  a lgunas  capas  c e l u l a r e s  

d e r i v a d a s  de la granulosa  permanecen rodeando al ovoclto, dando 

o r i g e n  al l lamado cumulus oopfiorus.  Se ha demostrado que 

d u r a n t e  el a r r e s t o  meiótlco, ias cé lulas  del Cumulus se h a l l a n  en 

comunlcación f u n c i o n a l  con e l  ovoclto.  Esto  se h a  demostrado 

porque l a  Inyección i o n t o f o r C t l c a  de f l u o r e s c e í n a  a l a s  cé lulas  

del cumulus es rápidamente  seguida p o r  la a p a r i c i ó n  de e s t a  

s u s t a n c l a  en el c l toplasma del ovocl to ,  es  decir e l  cumulus y el 

o v o c l t o  se e n c u e n t r a n  m c t a b ó l l c a m e n t e  acoplados  (Cross  y 

B r i n s t e r ,  1974; Moor e t  a l ,  1980; Heller y S c h u l t z , i 9 8 0 ) .  Los 

r e s u l t a d o s  de v a r i a s  observaciones  experimentales h a n  demostrado 

que algunos metabolltos producidos en las cdlulas del cumulus 

p a s a n  l i b r e m e n t e  al o v o c i t o  en d l c t l o t e n o  p o r  l a s  u n i o n e s  

c o m u n i c a n t e s  (Wassarman y L e t o u r n e a u ,  1976). Como veremos 

después e s t e  proceso se  h a  involucrado en los mecanismos que 

regulan ia r e a n u d a c l i n  De la melosis (Heller e t  a l ,  1981). 

La  i n i c i a c i ó n  de l a  e t a p a  f i n a l  de crecimiento y maduracion 
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depende, aparentemente, de factores i i i t raovar icos (Peters et al, 

1975; Foxc ro f t  e t  ai, 1985) AS:, el número de ovoci tos que 

in ic ian ciclicamente la fase f ina l  de madLtr.ación y Crecimiento 

parece ser una función de la poza de ovocltos que permanecen en 

reposo ~1 ovoc i to  y las células f o l i cu la r es  que lo rcdean 

crecen coordinadamente progresando a t ravés  de una ser le  de 

e s tad i os  morfo lóglcamente i d e n t l f  l cab les  IPedersen,  1970) 

Durante las fases inlc la les de la maduraclón el ovocl to  crece 

hasta alcanzar unas 80 micras de dm, antes ae que se ln lc le  la 

formaclón del antro  fo l lculñr:  consecuentemente. la mayoria del 

crecimiento y rnaduraclón fo l lculares ocurren una vez que el 

ovoc l to  ha detenldo  su creclmlento.  Después de ésto, el 

crec lmlento es continuo, termlnando en la ovulaclón de un 

ovoclto maduro, o en la depeneraclón (atres la )  del ovocito y de 

su f oliculo (Foxcroft, 1985). En la ratona sexualmente 

madura, los ovocltos maduros contenldos en los fo i í cu los  de 

Graaf re in lc lan la meiosls y completan la pr lmera d l v l s l ón  

melótlca justamente antes de la ovulación (Mauleon y Marlanna, 

1977). La re lnicración de la melosls puede ser mediada por  

c i e r t os  estímulos hormonales I n  v i v o  (Baker y Neal 1972: 

T s a f r l r l  e t  al, 1972: 1, o simplemente extrayendo al  ovoclto de 

sus envolturas fo l lculares y colocandolo en un medio de cul t lvo  

adecuado (P lncus y Enzmann, 1935; Blggers,  1972; Schuetz, 

1974). 

Según se aproxlma e l  tlempo de la ovulación se observa una 

d isminucion coordinada del acoplarnlento metahóllco y del 

número y la profundidad be las unlones comunicantes que existen 
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entre  el cumulus y el ovocito. Despué.s de la ovulación, las 

celulas del cumulus continuan rodeando al  ovoclto, pero  las 

uniones comunlcantes se han r e t ra ído  del l n t e r l o r  del ovoclto y 

e l  acoplamiento metabóllco ha dejado de ser funclonal (Gllula et 

a l ,  1978). 

En condlclones normales los ovocitos maduros son ovulados y 

continuan s u  d l v i s l ón  meiótica hasta  la metafase I1 en e l  

ovlducto, o en cultivo. En esta fase  de la meiosis permanenecen 

hasta el momento de la fer t l l i zac lón.  o blen hasta que sean 

partenogenéticamente actlvados. E l  proceso de maduraclón que 

termlna en la metafase 11, ha sldo llamado maduración melótlca, 

para d is t inguir lo  del proceso de ovoginesls proplamente dicha 

(Donahue, 1972; Sorenscn p Wassarman, 1976). La maduracion 

melótlca se caracter l za  por la ruptura  y desapariclón de la 

membrana nuclear ( ruptura de la vesicula germlnal, GVBD), la 

condensación de la cromatlna en cromosomas, la emlsión del 

prlmer glóbulo polar y la nueva Interrupción de la meiosis en la 

metafase 11 (Donahue, 1972). 

La microscopía e l e c t r ón i ca  se  h a  u t i l i z a d o  m u y  

extensamente pa ra  e s t u d i a r  los camblos morfológicoo que 

acompaiian al  crecimiento del  OVOCito duran te  la OVOgineSlS. 

Entre los cambios ultraestructurales observados pueden señalarse 

(I) ia r e o r gan i z a c i ón  de l  r e t i c u l o  endoplSsmico y de l  

apara to  be Golg i ;  (11) las cambios de conformación de  las 

mitocondrias; (111) constitución de un complejo sistema laminar 

dent1.o del citoplasma del ovoci to ,  a s i  como del complejo 

sistema formad<. por los gránulos corticales; (IV) formación de 
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m i c r o v e l l o s i d a d e s  en l a  $ u p e r f l c l e  d e l  o v o c i  t o ,  

concomitantemente con la formación de la zona pelúcida y de la 

const l tución del sistema be acoplamlento metabollco con las 

células del  cumulus. TO40 ésto sera  estudiado con mayor 

detenimiento en la parte  slsuiente. 

C inét lca  d e l  crecimiento Fo l icu lar  

La c lnét lca del Crecimiento fo l i cu lar  h a  sido estudiada 

desde hace años por var ios  investlgadores: en el ratón (Jones 

and Krohn,  1959; Borum, 1961; Pedersen, 1970); en la r a t a  

(Beaumont and nandl, 1962): en e l  hamster (Challoner, 1974); en 

e l  cobayo (Ioannou, 1964); en el conejo (Tep l i t z  y Ohno, 1963; 

Peters  e t  al, 1965); en la oveja (Hauleon, 1973); en el puerco 

(Black y Brickson, 1968); en la vaca (EricKson, 1966); en el 

mono rhesus (Baker, 1966); en la mujer (Baker, 1963). 

Los di ferentes  estadios del creclmlento fo l i cu lar  se han 

c l as i f i cado  be acuerdo a su tamaño, el número de células 

fo l iculares que rodean al ovoclto y la foi-mación del antro ,  

producido por la secreción del l iquido fo l i cu lar .  De acuerdo a 

los c r i t e r i o s  establecidos en los trabaJos mencionados e11 e l  

párrafo anter ior ,  se ha d i v id ido  el creclmiento fo l i cu lar  en 8 

etapas (ver  F l g .  2); desde el foiicuio de t i p o  I, despiGvistu  ae 

cblulas fo l lculares,  que sólo es v is lb le  en el ovar io  durante la 

v ida  prenatal y una o doe. semanas después del nacimiento, hasta 

e l  fo l iculo preovulator lo ,  completamente besarrollacio, tipo a ,  

el cual se caracteriza porque el cumulus está unido  a id  capa 

granulosa únlcamente por un pediculo. 
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Figura 2.- Cinétíca del  crecimiento f o l i cu lar  ( ver texto.  ) 
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El  grupo de foliculos pequeños es heterogéneo, conslste de 

foliculos de t lpo  2 y t ipo  3a Los fo l i cu los  de t l p o  2 no 

están en creclmlento, constltuyen, como en el anlmal inmaduro. 

una poza, de la cual, más pronto o más tarde,  se ln í c la  el 

desarrollo de nuevos conjuntos de folículos. En conotraste la 

mayoría, s1 no todos, los foliculos bel t lpo  3a han In l sLado  su 

creclmlento y ya no lo  suspenderan hasta terminar por ser  

ovulados o involucionar por  el proceso conocido como atres ia  

f o l l cu l a r  

Los f o l i cu l os  de tamaiio lntermedlo,  t i pos  3b  a 5a, 

constltuyen un grupo bastante unlforme en relaclón a su patrón 

de crecimiento: todos ellos crecen y ninguno, o sólo una escasa 

cant ibad,  degeneran e iniclari  e i  proceso de a t r e s l a  La 

determlnaclón de s u  velocibad de creclrniento, e s t  udlada por 

au to rab l og ra f i d  y expresada como e l  tiempo necesar lo  para 

dupl icar  e l  número de células de la granulosa, ind ica  que 

crecen más rápidamente los folículos de t lpo  5a, seguidos por 

los de t l p o  3b y f lnalmente los de t lpo .4 .  Además, es importante 

mencionar. que la  ve loc idau de crec imiento  f o l l cu l a r  se 

modifica, en el anlmal maduro, de acuerdo a la etapa del cíclo 

estral ;  es más r íp ido  durante el es tro  y más lento durante 

e l  metaestro .  

El patrón de creclmlento de los fo l iculos grandes, t ipos  5b 

a 7 ,  es d i f e r e n t e  por  t r e s  c l rcunstanc las  importantes: es 

conslderablemente más r2plbo que ei de los foiicuios de tamaño 

Intermedio, es lnvar lab le  en re lac ión con el c íc lo  e s t r a l  y ,  

fundamentalmente, la degeneración y la a tres la  son un hecho 

común, f lnalmente los fo l iculos de  t l p o  6, que no han sido 
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afectados  por el fenómeno de  a t r e s i a ,  se transforman en 

fo l i cu los  de t l p o  7. 

Los foliculos tempranos del t ipo  7 continúan creciendo a la 

misma velocidad que los folículos del t i p o  6 y parecen se r  

igualmente sensibles, t odav ia ,  a la a t r e s i a .  Pero  pronto  el 

crec lmlento de las células f o l i cu la r es  más p e r i f i r l c a s  se 

detiene, el f o l i cu lo  deja cie crecer  y se forma e l  peaiculo 

ovárico. 

Los foliculos be tamaño medio se encuentran en un equl l lbr lo  

de f lujo:  el número de folzculos que entran y abandonan este 

tamaño por hora,  es el mismo, y los folículos que entran al t lpo 

3a continiian su crecimiento basta formal. foliculos grandes. Los 

cálculos hechos por Pedersen en el ratón (1970), lndlcaron la 

presencia de 139 folículos CLe t ipo  3b, 106 de t lpo  4 y 45 de 

t lpo  5. Debldo al equ i l i b r i o  de f lujos es poslble sostener que 

esta misma relación ex is te  entre  las velocidades de crecimlento 

de los t r e s  t l p o s  be  foliculoS, lo cual f uá  demostrado al  

encontrarse que el tiempo medio de tránsito de cada uno de ellos 

fuá, respectivamente 178, 129 y 62 horas. E l  número de 

foliculos de t ipos 5b y 6 muestra una var iación considerable en 

re lac lón al  c ic lo  estra l .  Su número es mínimo duran te  el 

proestro. A p a r t i r  de  este  momento la cantidad de folículos de 

t ipo 5b aumenta y ei mayor número se encuentra durante el estro, 

m i e n t r a s  que  la mayúria be los folículos ae tipo 6 se encuentran 

durante el metaestro; Esto se debe a que durante el es tro  e l  

crecimiento de los folicilloS de t ipo  5a se acelera, originando 

numei~osos t'oliculos de t ipo  5b, mientras que el tPái iSlt0 de los 
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foliCUloS be tipo 5b a 6 se mantiene Cünstante. E l  niimero 

de fo l iculos de t ipo  7 es casi el mismo durante todo el ciclo, 

pero  su tamaño cambia: durante  el e s t r o  solamente pueden 

encontrarse f Oliculos de t lpo  7 tempranos, es decir  pequeaos, 

mientras que durante e l  proestro tardío solamente se encuentran 

folículos de t ipo  7 grandes Estos folículos serán ovulados la  

nocne siguiente o su f r i r án  el proceso de atres ia ,  puesto que 

fo l iculos de t lpo  7 grandes no se encuentran en el d ía  1 del 

ciclo, como ya mencionamos. Se ha calculado que un fo l i cu lo  

crece, durante un ciclo de 4 dias, desde e l  t lpo  5b hasta el 

t l p o  7 preovulatorio. Esto s ign i f i ca  que los foliculos de t lpo  7 

que se ven en e l  prlmer dia del ciclo, cas1 seguramente sufr i rán 

e l  proceso de atres ia  durante los primeros dias del ciclo, y que 

serán los foliculos de t ipo  7 temprano que se observan en los 

d ias  2 ó 3 del ciclo, los que formarán el grupo que seguramente 

será ovulado. 

Las cuentas d i f  erenciales realizadas, indican que un nümero 

considerable de foliculos de t lpo  5b y 6 sufren el proceso de 

degeneración y atres ia,  par+ticularmente en la segunda parte  del  

cxclo estra l .  También podr ia  concluirse de los estudios de 

Petersen y o t r os  autores,  que la a t r e s i a  de  los fo l ículos 

pequeños o intermedios es rara,  o inexistente. Se ha calculacio 

que, en la rata ,  unos 600 foliculos in ic ian su creclmlento entre 

los 3 y los 4 meses de edad. Casi todos estos fo l i cu los  

alcanzan a crecer hasta e l  t i p o  5b, pero sólo unos 50 foliculos 

terminan su crecimiento y son ovulados durante este mes, es 

dec i r  que entre  las edades de 3 y 4 meses, más de 500 foliculus 

degeneran.  
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Según Pedersen (1970), el desarro l lo  f o l l cu lar ,  desde e l  

momento que se ln lc la  hasta alcanzar el t lpo 5b dura 14 días y 

hasta s u  ovulaclon 19 dia.s. Estos PeSUltadOS va r í an  segun 

di ferentes autores. Los camblos morf ológlcos que acompaiian 

a este  proceso de maduración y creclmlento fo l lculares se han 

estudlado con Cuidado ut l l lzando tanto la mlcroscopia de luz 

como la e lec tronica .  

Folículos en crecimiento.- E l  crec lmiento p rog res i vo  de 

los fo l iculos que aparecen después de la pubertad se caracterlza 

por: a).- crecimiento y dl ferenclaclón del ovulo, formacion de 

la zona pelúclaa b).- pro l l f erac lón de las células fo l l cu lares ,  

formacion del cumulus oophorus y del an t r o  f o l l cu l a r  e).- 

desarro l lo  de  una capsula de t e j i a o  conecitivo del estroma 

adyacente. El  óvulo lnmadur-o aumenta Ue tamaño y alrededor del 

mismo se forma una membrana con gran capacidad de refracclón que 

es la zona pelüclda. 

Las células fo l iculares aplanadas se transforman en primer 

l u ga r  en cüB1cas y despues en c i l índr i cas .  Se d i v lden  

actlvamente para producir  una capa es t ra t í f l cada  alrededor del 

óvulo. La prollferacíón es mis rápida de un lado del óvulo y por 

ello el fo l iculo adquiere forma oval y el óvulo t lene  poslclón 

excentrica. En la masa fo l i cu lar  aparecen pequeños espaclos 

i r regulares  llenos de un Liquldo c laro ( l íquldo folicular). E l  

aumento de este l iquldo causa aumento del tamaño follcular. Los 

espacias llenos de l iquido se unen para formar una cavidad 
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comiín, el antro ,  en la capa fo l i cu lar .  E l  í ivulo rodeado w i ’  un 

grupo de células fol iculares, es comprinddo d un lado y forma 

una prominencia precisa en :a ca i idad  antra l .  Esta p,i.c8niinencia 

excént r i ca  se  conoce como cumulus oophorus. Las células 

fo l i cu lares  del cumulus que están en relación d i recta  con el  

Ovulo adquieren una posición radial  y forman la corona radlada, 

separada del i vu l o  ünicamente por la zona peliiclda. El  ep i te l io  

e s t r a t i f  icado, compuesto de calulas fol iculares, forman una capa 

regular  continua, la granulosa, a l rededor  de  la cavidad del 

antro. 

Conforme aumenta el tamano del f o l i cu lo ,  el estroma 

adyacente se o rgan l za  en una cápsula, la teca f o l i c u l a r ,  

separada de la granulosa por una membrana basal (la membrana 

transparente} .  La teca fo l i cu lar  se d l ferenc la  en dos capas, una 

vascular o teca interna y una capa f ibrosa o teca externa. La 

t eca  i n t e r n a  i n c l u y e  t e j i d o  conectlvo laxo  que cont lene  

numerosos capi lares .  La teca externa compuesta de  f i b r a s  

colágenas intimamente unidas y f i b r a s  fusiformes, se unen en la 

p e r i f e r i a  con el estroma ovárico que lo rodea ( Leeson y Leeson, 

1984). 

Foliculo maduro o de De Graaf .- Un fol iculo maduro o de 

De Graaf ocupa todo el ancho de la corteza, penetra en la medula 

y sobresale de la super f i c i e  del ovar io .  En este  punto el  

estigma, la túnlca albuginea y la teca fo l i cu lar  se adelgazan 

(Leeson y Leeson, 1984). 
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Células de la granulosa.- Las cTlulas de la granulosa de 

los mamiferos son generalmente pollgonales o cuboldales. Durante 

cada f ase  del creclmlento fo l l cu lar  las calulas de la granulosa 

se ca rac t e r i zan  po r  una poblaclón densa de rlbosomas y 

pollsomas, numerosas clstePnas del re t ícu lo  endoplásmlco rugoso 

y un complejo de Golgl muy bien desarrollado. Durante el estado 

i n i c i a l  del  creclq i lento f o l l cu lar ,  e l  complejo de Golgl está 

generalmente or lentado hacla e l  ovoclto, s ln embargo durante la 

fase de rap lda acumulación be l íquldo  el compleJo de Golgl se 

or ienta  hacla e l  antro. Cuando la capa granulosa se adelgaza por 

la acumuiaclón del l iqu ldo  en los foliculos de Graaf no hay una 

polarización especia l  del complejo de Golgl. EI citoplasma 

t ip l co  de las células de la granulosa durante etapas posteriores 

al  creclmlento fo l l cu lar  muestra la presencia de clsternas en el 

re t icu lo  endoplásmlco rugoso, contenlendo mat erial electrodenso, 

además posee agrupamlento de vacuolas de Golgi locallzadas en la 

reglón cort ical  de la célula o en contacto con la membrana 

p l asmát l ca .  

La mayoria de las c8lulas de la granulosa t l enen  una 

apariencla l r r egu la r  po l l idr lca  y una super f i c i e  relativamente 

rugosa. Las células de este t ipo  generalmente predominan cerca 

d e  l a  lamina basal, la cual l lmlta al  foliculo. Despuás de la 

r a p t u r a  del fo l i cu lo .  estas celulas t lenden a separarse  en 

pequeños grupos, los cuales guardan su estructura indiv idual .  

Otras células de la granulosa, especialmente en áreas como la 

super f ic ie  de la cavidad fui icular ,  están alargadas o aplanadas. 
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En los fo l i cu los  de De Graaf  numerosas cBlulas de la 

granulosa están cublertas por una capa delgada de materlal con 

textura  reticulo-granular: este materlal es más abundante en la 

super f ic ie  de las células del an t ro  formando una lámlna regular, 

la cual rodea la cavidad , que se le ha llamado membrana 

l imltante Interna. Esta membrana está compuesta probablemente de 

l iquldo  fo l l cu lar  preclpl tado y condensado asi como de restos de 

cdlulas degenaradas. Algunas calulas de la granulosa tlenen una 

apariencla l r r e g u l a r  pareclda a la de una estre l la .  Estas 

cé lu las  a l  Igual  que las pol ledrales contienen numerosas 

microvel los ldades y largas  proyecciones cltoplasmáticas. E l  

citoplasma de estas células posee numerosos mlcrof l lamentos 

delgados que están compuestos de proteínas contráctlles actlna y 

mlosina. 

Entre las c l lulas de la granulosa exlsten dlversos tipos de 

con tac tos  l n t e r c e lu l a r e s  d e n t r o  d e  los que se Incluyen: 

desmosomas cortos, adherenclas zonales y uniones fuer tes  (Motta, 

e t  al, 1971; Espey y Stutts, i972). Algunos estudlos demuestran 

que  las  cé lu las  de la granulosa poseen unlones huecas 

d i s t r i bu idas  al  azar, ias cuales se incrementan en tamaño y 

número con el continuo creclmlento del f Olículo, especialmente 

cuando éste  depende de  la estlmulaclón gonadotrof ica.  Las 

unlones  huecas parecen t ene r  además lmportancia en la 

coordlnacl6n de las act lv ldades celulares durante el crecimiento 

y desarro l lo  fo l i cu lares .  Tal a c t i v i dad  coordinadora de las 

ce lu las  de  l a  g ranu losa  ( s i n t e s l s  d e  macromoi icuias ,  

prol i feraclbn,  etc) puede ser  una respuesta a la estimulación 

hormonal. medlada por las uniones huecas (Heller, et al, 198:). 
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Maduración del 0vocito.- Durante  e l  crec imiento p r i m a r i o ,  

los ovocitos t i e n e n  un enorme núcleo a largado llamado vesicula  

germinal  (GV). Este núcleo c o n t l e n e  cromosomas e n  e s c o b i l l ó n ,  

los cuales  e s t á n  act lvamente  comprometidos en la s í n t e s i s  de 

RNA. Hacla e l  f i n a l  de1 periodo de crecimiento los cromosomas en 

escobillón s e  descondensan. cuando los ovocitos e n t r a n  ai estado 

e s t a c i o n a r i o .  

Tradlc lonalmente ,  e l  proceso de maduración del ovocito se 

r e f i e r e  a los  cambios o c u r r i d o s  en la morfologia  de  los 

cromosomas d u r a n t e  la p r o g r e s l ó n  de la melosls .  A n t e s  de  

comenzar la m a d u r a c i ó n ,  e l  o v o c l t o  c o n t i e n e  u n a  v e s i c u l a  

germinal  (GV) con pocos nucleólos grandes  o algunos pequeñas. 

Los cromosomas de la GV están extendldos y muy dispersos. En el 

i n l c l o  de  la m a d u r a c l ó n  se rompe la GV y los  cromosomas 

comienzan su condensaclón. icon el progreso de la maduración los 

cromosomas se condensan más y comlenzan a al inearse  en e l  huso 

en pares (Hetafase I). La separaclón de los pares homólogos de 

cromosomas e s  seguida por la formaclón del prlmer cuerpo polar. 

Los cromosomas q u e  permanecen e n  e l  o v o c i t o  se m a n t i e n e n  

al ineados-  H e t a f  a s e  11. Cuando comienza la segunda d l v i s l ó n  

m e l ó t i c a ,  s e  s e p a r a n  los  cromosomas h l j o s  y se p r o d u c e  la 

d i v i s i ó n  e n t r e  e l  o v o c i t o  y e l  segundo c u e r p o  p o l a r .  Los 

cromosomas q u e  permanecen en el o v o c l t o  después  de  la 

s e p a r a c l ó n ,  se descondensan y forman u n  proniicleo (Masui y 

Clarke,l979). La  progreslón de la m a d u r a c i ó n  del  o v o c l t o  e s  

acompañada por  cambios fundamentales en e l  c i toplasma y las 

e s t r u c t u r a s  n u c l e a r e s .  



La conf lguraclbn cromosomlca de los ovocl tos en dlploteno 

va r i an  de especle a especle. En los mamiferos los cromosomas 

permanecen dl fusos cuando el ovoclto está en fase  estacionarla. 

La transición en t r e  el estado de dlploteno y la prlmera dlv ls lón 

melótlca es ln lc iada por la condensación de los cromosomas en la 

GV. En los marniferos este proceso de condensación comienza cerca 

de la membrana lnterna de la envoltura nuclear, lugar en donde 

pr lmero  se adh l e r en  los cromosomas (Píotliic, e t  al ,  1978). 

El comportamiento del nucleólo durante la f a se  temprana de la 

ruptura  de la vesicula 8e:rmlnal (GVBD) se ha descr l to  en el 

ratón, la transformaclón pr lnclpal  es el aumento de tamaño y la 

acumulación de mater ia l  electrodenso, antes de su deslntegraclón 

(zamBoni ,  1972). 

En e l  proceso de GVBD, ocurren var ias lnteracclones entre la 

GV y el cltoplasma. En e l  ratón (Zamboni, 1972) se ha observado 

que se incrementa el número de mltocondrlas, partlcularmente en 

e l  área cercana a la dlscontlnuldad o ruptura  de la membrana 

nuclear. 

También se han estudiado los camblos de  la e s t ruc tura  

p e r l f i r l c a  de los ovocltos durante la maduración, observándose 

que se incrementan Las mlcrovellosldades de  la super f lc le  del 

ovoc i to  (Zamboni, 1972). 

Zona pe1úcida.- Durante la maduración del ovoc l to  un 

mater ia l  amorfo, r l c o  en mucopolisacáridos se deposlta e n t r e  

la  super f ic ie  del ovoclto y las celulas de la granulosa que lo 
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rodean. En los foliculos de Graaf es te  mater la l  fOPIua una 

cub l e r ta  continua, la zona pelüclda, la cual parece ser  

s lntet lzada en e l  ret iculo endoplasmlco rugoso y modificada por 

e l  aparato de Golgi de las células de la granulosa. 

Esta delgaQa zona está interpuesta entre  las células de la 

granulosa y el ovoclto; el contacto entre  estos dos elementos 

f o l l c u l a r e s  es  mantenldo a t r a v é s  de  las  proyecc lones  

cltoplasmatlcas que se orlg lnan en las células de la granulosa y 

que penetran la zona pelüclda. Algunas de estas proyecciones 

están intimamente en contacto con la supe r f l c l e  del ovocl to ;  

esta comunlcación entre  el ovoclto y las células de la granulosa 

puede s e r v l r  pa ra  la t r a n s f e r e n c l a  de  "nutr lentes"  y 

poslblemente también están lnvolucradas en e l  desarro l lo  y 

maduración del ovocito. 

La zona pelüclda t iene  una Superf ic ie  i r r egu la r  y granular, 

la cual en pa r t e  es el resultado de la presencia de envolturas 

canallculares las cuales penetran e lnterconectan el l n t e r i o r  be 

la zona. Los canales y envo l turas  son ocupados por las 

ramlf lcaclones de  las proyecciones del cumulus y las cClulas 

coronales. La zona pelúcida está compuesta por  dos capas 

d is t intas ,  una interna de materlal denso amorfo y o t ra  externa 

que es una f l n a  capa granular. Los numerosos gránulos presentes 

en la super f lc le  de la zona pelúcida parecen ser originados en 

las células de la granulosa que rodean al ovoclto (Hotta y van 

B l e r  K o m ,  1 9 7 4 ) .  



Bajo condiciones normales la reanudación de la meiosis en 

los folículos preovulatorios depende de la secreción enaogena de 

gonadot ro f  inas  ir b a j o  condic iones expe i  iment a les  de  i a  

administración exóeena de las mismas gonaaotrof inas  a hemDraS 

adecuadamente preparadas cTsaf rirl, 1978). La in te r f e renc ia  con 

la secrec-ión de gonadotrof inas puede i n h i b i r .  110 S ó i O  10s 

rambic,s ovu la tor ios ,  s ino  todo el  proceso de maduracihn 

melótica. En efecto, la hipoflsectomía real izada en ratonas Qe 

15 d ías  de  v ida :  reduce notablemente el  desarro l lo  de la 

competencia meiotica, i nb ihe  por  completo e l  desar ro l l o  de 

foiicuios antraies ent re  los dias 21 y 31 post-parto,  aumenta la 

incidencia de atres ia  la cual a fecta  Prácticamente a todos los 

folicuios antrales, induce la presentación be atres ia  aún en los  

fol ículos preantrales,  en los cuales este fenómeno es r a r o  bajo 

condiciones normales ( T s a f r i r i  et al, 1976 DeKel e t  al. 1979). 

La administración de  es t rad io l  o de  PMSG a las r a t a s  

hipoflsectomlzadas aumenta el  desarrollo fo l i cu lar  y r es t i tuye  la 

capacidad de alcanzar ia competencia meiótica Estos efectos se 

observan ünicamente cuando el tratamiento hor .mona1 se i i i ~ c i a  

después del d ia  20 post-parto. BaJo estas concliclones la PMSG es 

capaz de r e v e r t i r  por completo el e fec to  de la hipofisectomia, 

mientras que el  estradiol  es parcialmente e fect lvo .  

S i  la abministración de PMSG o estrai l iol  s e  rea l l za  en 

anlmales menores de 21 d ias  de ilacldos. tanto  la PKSG "orno ai 

e s t r ad i o l  no son e f e c t i v o s  para r e s t i t u i r  el  creLimienta 

f o l i cu l a r  y la maduración meiótica del ovo i i tú  ( F i g  3 , 
Estos resultados indican que la posibi1idaa cir estiniLii.ii id 

. 
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m HIFOX 
O HIWX + E2 

HIPOX + PMSG 

.-, 
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25 
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31 

Flgura 3.- Efecto de la edad Sobre la capacidad del estímulo 
hormonal para Inducir  la apar lc lón de  la competencia para  
l l evar  a cabo el  proceso de maburaclón melótlca del ovocito de 
la ra ta .  Las ra tas  fueron hipoflsectomlzadas en el día 15 post- 
parto.  ( a ) indica los d ías  de edad post-Partu en los ariimales 
a los cuales se les implantó subcutáneamente una capsula de 
estradlol ;  ( b ) edad en d ías  post- par to  a la que se inlcid la 
aplicación de PMSG por v ia  subcutánea; i c ) días de edad post- 
par to  a la cual se rea l l zó  el sacr l f l c i o  de los animales y la 
explantación de los ovocitos.  Los ovoc i tos  f ue rGn  c i i l t i vadcs  
durante 6 horas. El  número de ovocltos examinados se indica e11 
el cuerpo de cada una de ias Columiias. * p >  ü.Ol;rr p) Ü.Oci1 
cuando se compara con la maduración alcanzada en ids ra tas  
h 1 po f 1 sect om 1 za d a s s i  n t r a t a  ni 1 en t o hormonal. 
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maduracion fo l i cu lar  ron gonadotrof inas depende estrictamente de 

la real lzaclón de un progrania lntr inseco de maduración ovárica. 

E1 tiempo en e l  que es e f e c t i va  la sustitución hormonal, 

corresponde con el tiempo en el cual se adquiere normalmente la 

capacidad ae l l evar  al  cabo la maduraclón melótlca (Bar-Am1 y 

T sa f r l r l ,  1981). Aunque la Incapacidad de las hormonas para  

inducir  la recuperaclón de la maduraclón meiótlca antes de los 

21 d ias  de v ida,  debe depender del desarrollo de un proceso 

bioquimlco especifico del ovario. Aasta ahora ha sldo lmposible 

encon t ra r  algún cambio metabollco que se pueda re lac ionar  

directamente con la adqulslclón de la capacidad de l l evar  al  

cabo con éxlto la maduraclón melótlca. Una molécula capaz de 

desempeñar este papel ha sido, sin embargo, caracterlzada en los 

anfñblos, el llamado f ac to r  de promoclón de la maduraclón o APF 

(sadler y Hailer, 1983). En la F lg .  4 tomada de Bar-Ami 

y T s a f r l r l  (1986), pueden observarse claramente los efectos que 

acabamos de señalar. Estos resultados apoyan fuertemente la ldea 

(Bar-Am1 y Tsafrlri. 1981; Bar-Ami e t  al, 1983) de que la FSH y 

los estrógenos ováricos part ic lpan de manera muy importante en 

e1 desarrol lo  de la maburaclón melótlca en los mamiferos. Sln 

embargo exlsten algunas evldenclas que van en contra de esta 

h ipótes ls :  (1) 55% de loo ovocl tos que crecen en cu l t l v o  

f o l l cu lar  y que alcanzan 70 micras de dlámetro son capaces de 

proseguir  su maduración melótica cuando son explantados de 

ratones de 8 días de edad (Eppig,  1977); ( 2 )  util izando ratonas 

genéticamente de f i c i en t es  en la producción de LHRH para 

obtener OVOCltoS de ?O mlcPaS de diámetro, se na observado que 

estos ovocltos t ienen la mlsma capacidad para  alcanzar l a  
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Celulas de 

Ovocito Dictiatico GVB Ovocito Maduro 

Figura 4.- Representación ebqueniátlca del mecanismo de control 
de la maduración meiótica en los ovocitos de los mamiferos según 
T s a f r l r i  y Bar-Ami (1981). La r e in i c i ac i ón  de la melósis es 
prevenlda en los foliculos antrales por el OM1 producido en las 
células de la granulosa. La acción i n h i b i t o r l a  de OM1 es  
e jerc ida,  aparentemente, por la mediación de las células del 
cumulus las cuales producen c ierto t ipo  de señal inhib i tor la  que 
es conducida al  ovocito a t ravés  de las uniones comunicantes. No 
se sabe con exact i tud s1 es e l  OM1 mismo, el AHPc, o un segundo 
f ac to r  el ut i l i zado p o r  las células del cumulus como f a c t o r  
i nh i b i t o r i o .  La LH induce la reanubación de la meiósis 
po;il leniente p o r  estiniulaCi6ii de las celulas murales de la 
granulosa. E l  mecanismv inlsmo de  la LH  no se conoce io11 
certeza, pero podría actuar: suspendiendo la Síntesis de OM1 o 
de  los f a c t o r e s  inh ib i t i o r es  secundal-los; induciendo la 
invoiuc i L n  bel mecanismu di? acoplamiento metabólico y ev i tanao 
e! traiispor.te de los factcires de lnhibic io i i  a travBs de ias 
b1iioiieh ~ ~ i i u ~ i l r a n t e s .  Aitrrf1ati '~anrerite l a  L H  podr ía  ac tuar  
induciendo l a  generación tle una señal pos i t i va  mediante la 
brcciuc i ó n  i t ?  un +actor estlmulante de i a  rneiósts todavia no 
identificado 

. . . .  ~ . . .  .~ 
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maduración meiótica que aquellos obtenidos de ratonas iiormales 

(Cattanach e t  al, 1977, Beamer y Epplg, 1984). Sin embargo debe 

tenerse en cuenta que en ambos t ipos de animales el número de 

ovocitos que alcanzan el tamaño de 70 micras, necesario para 

r e a l l z a r  estos experimentos, es extremadamente pequeno en 

re lación al  número que alcanza este tamaño en la ratona normal 

(Epplg, 1977), lo cual debe tenerse en cuenta cuando se analízan 

este  t i p o  de experimentos. 

Plncus y Enzmann (1935) demostraron que los ovocltos del 

conejo separados de su ambiente fo l l cu lar  son capaces de l l evar  

a cabo la maduración follcular cuando se colocan i n  Vitro en un 

medlo adecuabo, aún Qesprovisto totalmente de hormonas. Esta 

observaclón ha sido conf irmada repetidamente y rxtendlda a otras 

especies de mamif eros (Blggers, 1972). La maduración espontánea 

de los ovocltos aislados induJo a Pincus y Enzniann a sugerii-. que 

las  células fo l lculares "producen un compuesto o compuestos, 

capaces de  l n h i b i r  d irectamente la maduración nuclear del 

ovoclto". Chang (1955) fui el primero en demostrar la presencia, 

en e l  l iquido fOllCUlar, de un factor  inhibidor de l a  maduración 

espontanea de los ovocitos de conejo. 

E l  cu l t ivo  de  ovocitos de puerco dentro de hemisecciones de 

la pared f o l icular  innibe su matluracion espontánea, mientras que 

ovoc i tos  cul t ivados  exclusivamente con céluias de las tecas, 

reanudan la meiosis. La presencia de células de la granulosa 

también lnhibe  la maduración de los ovocitos, encontrándose que 

este e fecto es dependiente estrictamente del número de celulas 

de la granulosa añadidas al sistema, lo cual ha llevada a la  
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proposlclón de que estas células producen un factor  lnhlbldor de 

la maduraclón del ovoclto (Oocyte Maturat lon I nh l b l t o r ;  OM11 

( T sa f r l r l  y Channlng, 1975). 

TambiCn se ha encontrado que las células de la granulosa 

obtenldas de foliculos pequeiíos son más act ivas  que las células 

obtenldas de foliculos lntermedlos o grandes y que el e fecto 

inh ib ido r  de las células de la granulosa puede ser revert ldo por 

la adlclón al  medlo de cul t lvo  de LH (5 ug/ml) ( T sa f r i r l  e t  al, 

1979; Gwatkln y Anderson, 1976) . 

Posteriores estudlos sobre la exlstencla de este inhib idor  

de  la maduración del ovoclto han proporclonado los slgulentes 

resultados: a) es posible obtener OM1 a p a r t l r  de extractos 

a c e lu l a r e s  ob t en idos  de  homogenelzados de  células de la 

granulosa; de  los medlos de cu l t i v o  en los cuales se han 

mantenldo estas mlsmas células, y que Por lo tanto se consldera 

"condicionado" o; del l i qu ido  f o l l cu lar  de va r l o s  anlmales 

(conejo, borrego, vaca , hamster y mujer) ( T sa f r l r l  y Channing, 

1975; Gwatkln y Andersen, 1976; Jaglello e t  al, 1977; Hll lensjo 

e t  al, 1979); b) la act lv ldad de OM1 presente  en e l  l i qu ido  

fo l i cu lar  declina durante la maduración f olicular, según puede 

demostrarse por la util ización de l iquido  obtenldo de foliculos 

pequeños, medianos y grandes (Stone e t  al, 1979, 1978; T s a f r l r l  

e t  al, 1977); c) e l  OM1 no es especifico üe especie y el l íquido 

fo i i cu lar ,  obtenido de una especie es capaz de producir  

inhib ic lón de la maduración fo l icular  de otras  ( T sa f r i r l  e t  ai, 

1977; GwatKln y Andersen, 1976); d) la acción del OM1 parece ser 

reverslble y su PreSenCia Continua es requerida para mantener la 
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inhibición de la  maduración (Stone e t  al ,  1978; Hil lensJo e t  

ai. 1979); e) debido a su baJa act lv ldad y a su ausencia en los 

f o l i c u l o s  g randes  en ocasiones es d i f i c i l  d emos t ra r  su 

presencia lo cual na llevado a algunos autores a negar su 

ex i s t enc ia  (Sato e Ishibashi ,  1977; Le lbfr ied y F i r s t ,  1980), 

sin embargo la  act iv idad de OM1 puede slempre encontrarse s i  se 

e s t u d i a  l a  f r a c c i ón  de ba jo  peso molecular del l i qu id0  

fo l icular ;  f )  el pico preovulator io  de gonadotrofinas induce un 

aumento rápido en la esteroldogénesis fo l icular ,  s in  embargo la 

ad i c l ón  de  estero ldes  a l  medio de cu l t i v o  no es capaz de 

revertir la lnhib lc ión de la  maduración fo l icular  inducida por 

ONI. De la misma manera, el bloqueo de l a  acción del OM1 

inducido por l a  adlción de LH no es inhibido por la adición de 

l n n l b l d o r e s  de l a  e s t e r o l dog énes i s  ( aminog lu t e t lm ida ,  

c ianoquetona)  a cu l t i vos  t r a tados  con LH ( T s a f r i r l  e t  al, 

1982); 8)  El OM1 es capaz de i n n l b i r  la reanudaclLn be la 

meiosls solamente sl el ovoc l to  se encuentra rodeado del 

cumulus. si el ovoclto es denudado de estas células, ia meiosis 

se reanuda aun en presencia de concentraciones elevadas dr OM1 

(Hil lensJo et  a l ,  1979 ). Es pues aparente  que la señal 

i n h i b i t o r l a  del OM1 debe t ransmi t i r s e  directamente de las 

c é lu l as  bel cumulus a l  Ovoci to  ( Tsa f i  11-1 e t  a l ,  1962) 

Recientemente el OM1 ha sldo PaPcialrnente caracterizado (Centola 

et  al ,  1971) y se ha establecldc i T s a f r i r i  et  al, 1976, Tsafriri 

y Channing, 1976) un sistema de bioensayG para  su demostracion. 

una unidad de OM1 es la cantidad necesaria pdra bloquear ia 

rup tura  de la vesícula germinal en e l  5 0 )  cie los O V G C ~ ~ O S  

Estus hallazgos Parecen derndtrar que el iT, f i i  es LLII  pept lar ,  i e  
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peso molecular menor de 2000 que es secretado al l í qu ido  

fo l i cu lar  por  las cblulas de la granulosa. 

Papel d e  Comunlcaclón cumulus - Ovocito 

Se ha observado (Gllula e t  al, 1978; Moor e t  al, 1980)' que 

el  acoplamiento metabóllco entre las CilUlaS del cumulus y el 

ovocito presenta su máxlma act iv ldad antes de l a  secreción del 

plco de gonadotroflnas. Esto l levó a la hipótesis de que la 

reanudaclón de la melosis se produce como resultado de la 

r u p t u r a  del acoplamiento func i ona l  e n t r e  es tas  c i lu las ,  

poslblemente provocado por la hOPmOna ovulatorla (Lindner et al, 

1974; Gllula e t  al, 1978; Moor e t  al, 1980). Se propuso as5 que 

el e fecto de la LH sobre la maduraciori meibtica es secundaria a 

su a c t l v l d a d  d e  secuestraclón funcional  del ovoci to .  No 

obstante, el  estudio de la secuencia temporal de los cambios 

inducidos por la acción de la LH sobre la maduración meiótlca no 

parece  apoyar  esta hipótesis .  En efecto,  según ha  sldo 

demostrado por Moor e t  a l  (1980), la ruptura  de la vesícula 

germinal precede a la retracción de las uniones comunicantes 

en t r e  el ovoclto y las celulas del cumulus y por lo tanto a la 

dlsmlnuclón del fenómeno de acoplarnlento metabóllco. Estos 

hallazgos han sldo comprobados por la observación de que la FSH 

es capaz de supr lmlr  el  acoplamiento metabollco s in  inuucir  la 

reanudación de la meloSlS (Moor e t  al, 1981). 
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Papel d e l  A B  2 cícl ico 

La per turbac ión f i s l o lóg i ca  de los fo l í cu los  puede ser  

produclda por la act lv ldad estlmulatorla de las gonadotrof lnas 

sobre o t r a s  ac t l v i dades  además de la esteroidogénesls. P O P  

ejemplo, se sabe  que la L H  estimula l a  producción de 

prostaglandinas en e l  f o l i cu lo  (Chasalow y Pha r r i s ,  1972; 

Baumlnger e t  al, 1975), y la apllcaclón de PGE2 a i  medlo de 

cul t ivo  lnduce la maduración del ovoci to  ( T sa f r i r i  e t  al, 1972). 

Sin embargo la Indometaclna, que innlbe  la prOdUCCi6n de PGE2, 

f a l l a  en supr imir  la maduraclón lnduclda por LH (Tsa f r l r i  e t  al, 

1972), aunque debe recordarse que la LH estlmula la Síntesis de 

PGs en e l  ovar l o  preovulator lo  (Baunlnger e t  al, 1975). Es c laro 

entonces que la acclón de la LH en la Inducción de la maduración 

en ovocl tos den t ro  de los fo l i cu los ,  no es mediada por  

prostaglandlnas. Sin embargo, tambi in queda c laro que ambas 

tlenen una acción estlmulatorla que produce cambios flsiológlcos 

en los fo l l cu los .  

Es conocido que tanto  la LH como las PGs estimulan la 

adenllclclasa e lncrementan los nlve les de Adenosin Monofosf ato 

cícl ico (AMPc) en el fo l iculo (Lamprecht e t  al, 1973). Tanto el 

AMPc como sus derlvados a Concentraclones de 10-311 tienen un 

e f e c t o  i n h i b i t o r i o  en la maduracion del ovoc i to  de r a t a  

(HlllensJo e t  al ,  197'8). Nekola y Smlth (1975) en ratones,  

mostraron que la adlclón de d i bu t l r l l  AMPc a l  medio de cult ivo 

de folículos, i nn ibe  el e f e c t o  lnduc t l vo  de  la LH sobre  la 

maduraciln del ovocito. E l  e fecto i nh l b i t o r l o  del dbAMPc también 

se ha observado en ovocitos Ubres, obtenidos de ratonas maduras 
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(Cho e t  al, 1974) y de ratas  (Magnusson y Hillensjo, 1977). Por 

lo tanto es muy probable que la inhibición de la maduración de 

los ovocltos intra fo l lcu lares  causada por el QBCMP, se deba a la 

acclon d l recta  de  este compuesto sobre los ovocltos. 

Una hlpóteSlS a t rac t l va  es la que postula que las unlones 

huecas (Gap junc t i ons )  t r ansmi t en  AMPc de  las Células 

fo l iculares a l  ovoclto, lnhiblendo su maduraclón (Dekel y Beers. 

1978). Además se ha postulado que el r e ln l c lo  de la melosls 

causado por la secreclón de gonadotrofinas se dá cuando se 

interrumpe la transferencla d l recta  de A M W  al ovoclto (Dekel y 

Beers, 1978). En contraste con esta hlpótesis  se encuentra la 

demostraclón de que la reducclbn del acoplamlento lntercelular  

producldo por LH, no parece ser  e l  d isparador para e l  r e ln l c io  

de la melosls ya que la lnlclaclón de la maduracibn precede a la 

termlnaclón de la comunlcaclón lnduclda por LH (Moor e t  al, 

1981; Epplg, 1982). La elevaclón de la concentraclón de AMPc en 

las células del cumulus, no resulta en un plco detectable de 

AMPc en el ovocl to  (Schultz e t  al, 1983). Estos datos indlcan 

que el AMPc de las células del cumulus puede no ser transfer ido 

a l  ovocl to ,  s in  embargo, ex i s t e  una corre lac ión en t r e  la 

elevación de los niveles de AMPC de las células del cumulus y el 

re t raso  en la maduraclón. Un modelo propuesto reclentemente para 

expl icar  la InhiDición de la meiosls en el ratón, suglere que un 

lnh ib ldo r  putat ivo  or ig inado en las células de1 cumulus, es 

a c t l v ado  po r  e l  Incremento de los n ive les  del AMPc y 

subsecuentemente transmitido al  ovocito a t r avés  de la uniones 

huecas y de esta manera actuar suprimiendo la GVBD (Epplg. 1983; 

Fre t e r  y Schultz, 1984). 
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EI AMPC puede jugar un papel s i gn i f i ca t i vo  en el arresto  

lntra fo l icu lar  de la melosls del ovoc i to  en coneJos y o tros  

mamíferos (Cho et al ,  1974; Magnusson y Hiliensjo, 1977). Sin 

embargo datos - in v i t ro - ,  obtenidos u t i l l z ando  ova r i o s  de  

coneja perfundidos, no coincidiéron con lo  an t e r i o r  (Delcel y 

Beers, 1978). Estos resultados suscitan la posibil ldad de que 

se requiera  una elevación t rans l t o r l a  de  los nive les de AMPc 

para que este agente actúe como un inh ib ido r  importante de la 

maduración espontánea del ovoclto encerrado en el cumulus y sin 

embargo la e levaclón continua del  AHPc en los fo l i cu los  

preovulator ios  puede induc i r  e l  r e i n l c l o  d e  la meiosis en 

ovocltos-cumulus den t ro  de sus fo l ículos.  LOS resultados de 

Yoshimura y Wallach (1987), están de acuerdo con esta situación, 

ya que estos invest igadores  encuentran que la exposlclón 

continua a AWPc ejerce un efecto inhib i tor io  sobre la maduración 

del ovoclto tanto  con cumulus como con foiicuio; en contraste, 

la exposlción t rans i t o r i a  de 10s fo i icuios preovulator ios a AMPC 

acelera e l  r e i n l c i o  de  la meiosis en e l  complejo ovoci to-  

f O l i C U l 0 .  La capacldad del AMPc para  acelerar  el r e in l c i o  de la 

meiosis no se observa cuando los ovocltos con cumulus o dentro  

d e  sus f o l í cu l o s  son expuestos  d e  manera constante  a 

concentraciones elevadas de AMPC. 

A l t e r n a t i v a m e n t e ,  e l  aumento  d e  l o s  n i v e l e s  

lntra fo l lcu lares  de AMPc puede ser un requis i to  esenclal para el 

r e in i c io  de la meiosis p r ev i o  a la ovulación. ( DecKel y Beers, 

1978: 1980 ). Esta última posibil ldacl ha s ido  u t i l i z ada  por  

Richards y Midgley ( 1976 ) para postular un mecanismo de acción 
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del estradio l  sobre la maduraclón fo l l cu lar  ( F l g .  5 ), en la 

cual el estradlo l  comblnado con su receptor  penetra al núcleo Y 

actüa estimulando la síntesis de RNA mensajero encargado de 

s ln t e t l za r  la adenl lato clclasa. De esta manera el aumento de 

receptores en las células de la granulosa por e f e c t o  de la 

estimulación con FSH puede s e r  mediada por el aclopamiento de 

la adenl la to  clclasa a los s l t l o s  receptores  para FSH. La 

f l j ac lón  de la FSH lnduce un aumento en la sintesls de AMPc, el 

cual, a su vez induclrá la traducción del RNA mensajero para los 

receptores a LH y la posibil idad de un estimulo eficaz por esta 

hormona. 

Otros Agentes 

La demostraclón de la exlstencla de un compuesto lnhlbldor 

de la maduraclón del ovoclto ta l  como el OHI, ha servldo de base 

para la búsqueda de otros compuestos que funcionen como factores 

lnhlb ldores  de la maduraclón. En 1976 Gwatkln y Anderson 

descrlbleron la presencla de un péptldo de unos 10 O00 Daltons, 

que funciona l n t e r f l r l endo  la acción act lvadora de la LH sobre 

la maduraclón del ovoclto. En 1984 se señaló la presencla de un 

nuevo péptlao, más granae que el O M ,  pero más pequeño que el 

f a c t o r  encontrado por Gwatlcln y Anderson y con mayor capacidad 

para l n h l b l r  la maduración del ovoci to  (sato y Kolde, 1984). 

Este nuevo compuesto f u i  llamado f a c t o r  p r even t l vo  de  la 

maduracion del ovocl to  (OMPE’). El f unclonamlento de este f a c t o r  

parece estar  relaclonado con la presencla de c ier tos  gllcosamln 

- gllcanos (GAGS), part lcular  mente l ieparina y heparan sul fato,  

en el fo l iculo (Sato y Kolcle, 1984). 
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MODTFICACION DEL SISTEMA DE RESPUESTA A LA FSH 

E 
FSH 

k - F S H  

E 

Figura 5.- DOS posibles mecanismos de acción del estradio l  sobre 
las células de la granulosa. (A) E l  prlmer mecanlsmo lnblca la 
manera como el estradio l  actúa modificando la respuesta celular 
a la FSH. El estrabio l ,  por  intermedio del complejo Estradiol- 
Receptor (ER-E), regula la s intesis  bel RNA mensajero (mRNA-1) 
para la s íntesis  de la adenllato clclasa (AC). De esta manera 
el aamento de la respuesta de las calulas de la granulosa al 
estimulo con FSH puede ser mediado por el acoplamiento bel 
receptor  de la gonadotro f lna  (R-FSH) al sistema abeni la to  
ciclasa- AMPc. E l  aumento en la concentración de este segundo 
mensajero estimulará la  sintesis  del RNA mensajero (mRNA-2) que 
l leva la información para la s intesis  del receptor  membranal 
pa ra  la L H  (R-LH). (B) EI segundo esquema indica  un 
procedimiento a l t e r n a t i v o  en e1 cual e l  complejo receptor-  
es trad io l  ( ER-E ) regula directamente la s in t es i s  del  RNA 
mensajero (mRNA-E) encargado de la sintesis  8e los receptores 
meml;r.anales pard LH (R-LH) E n  este caso la susceptibilidad a la 
ac t i v i dad  estimuladora de la FSH se realizai'á mediante la 
s intesis  de AMPc, el ctial aumenta la e f i c ienc ia  de la transacióri 
del mRNA-2 y por lo tanto la s intesis  de los receptores para la 
LH. 
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En efecto, mientras que ninguno de los glicosamin- gllcanos 

ut i l izados alslaaamente a concentraciones t an  a l tas  como 500 

ug/ml no parecen tener e fecto sobre el proceso de maduración 

fo l lcular ,  la heparina y el heparan sulfato, a concentraclones 

muy pequeñas, son capaces de bloquear completamente, e l  

funclonamlento lnh ib ido r  del OMPF (Sato e t  al, 1986). Esto 

sug iere  que la conslstente presencia be estos GAGS en e l  

ambiente f o l i cu la r  pudiera ser  necesar la pa ra  modlf i c a r  la 

act iv idad de los factores inhibidores de la maduración.(Tabla I) 

A este  respecto debe recordarse  que los GAGs pueden 

modl f l car  la acción de las  gonadotroflnas l n t e r f l r i endo  con su 

f i j ac ión  a las células de 'la granulosa (Nimrod y u n d e r ,  1980) 

y se ha descr i to  que bloquean la activación de la adenllato 

ciclasa inducida por la LH (Salomon e t  al, 1978). LOS folicuios 

maduros de aparlencla normal contienen concentraclones m u y  bajas 

de  condro l t in  su l f a t o  (CS), mlentras que en los fo l iculos 

atrés lcos la concentraclón de algunos GAGs es muy alta,  lo cual 

provoca una disminución de la capacidad cie f i jación de la FSH y 

la de LH (Peluso y Steger, 1978). Es pues posible suger i r  que 

según el fo l i cu lo  crece y madura la  concentración de GAGS 

disminuye, propiclando la nnteracclón de las gonadotrof inas con 

las células fo i i cu lares .  En e l  caso de que se produzca la 

a t r e s i a  la concentraclón de GAGs se mantlene alta,  o aun 

aumenta, disminuyendo la estlmulaciln gonaaotrlpica. 

En 1985 Downs e t  al (198% Y Eppig  e t  al  (1985) sugir ieron 

que las purlnas son capaces de ejercer un control e fect ivo sobre 
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TABLA 1 

Efecto de los gllcosamlngllcanos sobre la act iv idad del factor  
prevent lvo  de la maduraclón del ovoclto (OHPI.’) en el rat ln .  

Control 
Control 

conarol t in sulfato - 
Condroltln sulfato + 

- 79.5 f 8.3 O 
+ 11.7 t 6.5 8 5  

77.5 f 15.1 2 
14.3 f 9.3 8 2  

- Heparan sulfato 75.0 f 8.5 c 
Heparan sulfato + 62.5 t 12.5 2 1  

Heparlna 
Heparlna 

- 73.6 t 6.4 7 
+ 55.4 f 12.1 3 0  

La concentraclón de los gllcosamlnglicanos eii el medio de 
cu l t i v o  f u é  be 500 ug/ml. 10 a 15 ovocltos se suspendieron en 
cada caso en el medlo de cul t ivo  con las adiciones señaladas y 
despubs de 3 horas de incubaclon a 37. ‘C .  se determinó la 
presencla de GVBD. 
( Modificado de Downs y Eppig,  1987 ) 
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la reanudación de la meidsis.  En part icu lar  estos grupos de 

investigadores seña?arJn la presencia de a l tas  concentraciones 

de hipoxantina e:: e: ; iqui; Ic fo l i cu lar  y s u  capacidad para 

mantener a l  ovocrto en ar res to  meiatlco. poslblemente actuando 

de manera concertada con ei AMP-ciclico. 

La apllcaclón intrape l  itoneal de  inhib idores  de la síntesis 

de novo de  pur inas ,  ta les  como la azaser lna,  a s i  como de 

i n h i b i d o r e s  be la  lnoslnai monof osf a t o  deshldrogenasa (IMP- 

deshldrogenasa), como es el caso del ácido micofenól lco y la 

bred ln lna,  indujeron la ruptura de la vesicula germinal en 

ratonas lmpúberes estlmuladas con PMSG (Downs y Eppig, 1987). 

Por el c o n t r a r i o  los Inh ib ido res  de la  adenllosucclnato 

s inte tasa (hadacidina y dl-alanosina), no tuv ieron ningún efecto 

(Tabla 11). Estos resultados sugleren que la conversión de IMP a 

de r i vados  de  la  guanina o de la xant ina,  beber la  esta13 

involucrada en la acción l nh l b l t ó r l a  la hlpoxantlna sobre la 

maduración i n  v i t r o  del ovoclto. 

Downs e t  a l  (1985) encontraron que la guanosina es el  

compuesto más ac t i vo  como inh ib idor  de ia maduración fo l i cu iar  

y sugieren que los derivados de la guanlna, producldos dentro 

de1 fol iculo por la IMP-deshldrogenasa, desempeñan un papel 

fundamental en e l  mantenlmiento del ar1,rsto meiótlco. S ln  

embargo no se ha determinado con precisión la forma en que la 

nipoxantlna par t i c ipa  en este prweso. 
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TABLA 11. 

Efecto Qe Sclúo mlcofenollco (MA), brendln ina (BR), azaser i i lP  
(AZA), hadacidlna (HAD) y dl-alanoslna (ALA) sobre la maduraclón 
del ovocl to  i n  vlvo. 

Tratamlento OVOCltOS GVBD ( 2 )  
examlnauos 

Control 
1.5 umolas MA 
3.0 umolas MA 
1.5 umolas BR 
3.0 umolas BR 
6.0 umolas BR 

12.0 umolas AZA 
12.0 umolas HAD 
12.0 umolas ALA 

1095 
439 
423 
447 
398 
456 

167 
450 
531 

10 
114 
329 
201 
382 
444 

167 
1 
2 

Se uti l izaron ratones a los que se les Inyectaron 5 U1 de PMSG y 
a las 24 noras la dósis indlcada be los di ferentes  agentes por 
v i a  in t ra -pe r i t onea l .  Los controles i-.ecibieron solamente el 
s o l v en t e  apl icado de la misma manera. Los animales se 
sacr i f l caron 22 horas después del tratamiento, se les extraJeron 
y se observaron los ovocltos rodeados de cumulus para determinar 
la presencia de GVBD. 

( MoUlficaUo de Sato e t  ai, 1986 ) 



- 42 - 

Metabolismo EnergLtico 

La maduración espontanea de ovocltos alslados de r a t a  se 

acompaña de un aumento gradual en el consumo de oxígeno. Este 

incremento nb ocurre sino hasta cuando el ovocito su f re  la GVBú 

(Magilusson et  al, 1977; Magnusson y Hillensjo, 1977). HlllenSJO 

et a l  (1975) y Deltel e t  a l  (1976), observaron que la velocidad 

de consumo de oxígeno en complejos ovocito-folículo dlsminuyt 

durante  la maduraclón del ~3vocito después de la estimulacion coil 

LH. Una gran proporción Qe la act iv idad r esp i ra to r l a  en los 

complejos es debida a la respiración de las c i lulas que rodean 

a l  ovocl to  (HlllensJo et al, 1975; Magnussom et  al, 1977; B i l l l g  

e t  al, 19831, esto es importante para  darse cuenta que, mientras 

el consumo de oxígeno en e? ovoclto se Incrementa, este aumento 

queda enmascarado por  l a  g ran  Qlsminución del cunsumú en 

l a s  cé lulas que  l o  rodean. S in  embargo un estudio  más 

r ec i en t e  demostró que la elevación en el consumo de oxígeno por 

el ovoc i to  no es un prerequis i to  para su maduraci6n nuclear 

(Magnussom, 1980). Experimentos rea l i zados  ut l l l zando f o i i c u ~ o s  

de mamiferos , han demostrado un incremento en la producción de 

acldo láct lco y del consumo de glucosa por los  fol iculos Qespués 

de ser estlmulados con L H  (Nelsson, 1974: HillensJo, 1976: 

T s a f r i r i  e t  al, 1976). Sin embargo, ZeilmarRer y VErhanime (1977) 

midleron dlrectamente los camblos en la concentracitn de iactato 

d e n t r o  del f o l i c u l o  mismo Y no encon t ra ron  cambios 

s i g n l f  i c a t l v o s  duran te  e l  proceso de madui-ación. En o t r o s  

t rabajos  se ha demostrado que el aumento en la PI~~GdUCC1011 cie 
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ácido .ácticio por  los f o l í cu los  estlmulados con LH, no es 

necesaria para que ocurra  la maduración del ovoclto ya que la 

supresión con yodoacetato del consumo de glucosa y la producción 

de ácido iáctlco no lnhlbló la  maduraclón del ovoclto ( T s a f r l r l  

et al, 1976). Esto parece ind icar  que el e f ec to  estlmulatorlo de 

ia LH no está re laclonado con el aumento en la ac t l v i dad  

g l l c o l i t l c a  del fo l ículo.  

E l  fol iculo,  duran te  la  maduración del ovoc l to  t l e n e  la  

capacidad de ut i l i za r ,  con d is t in tos  grados de ef ic iencia,  una 

extensa va r i edad  de metabolitos de glucosa ta l es  como e l  

p l ruvato ,  lactato, oxalacetato, succlnato y f umaratu, a s i  como 

la  misma glucosa. Blggers e t  al  (1967) observaron en el ratón 

que los ovoc i tos  libres pueden u t i l i z a r  sólo p i ruva t o  y 

oxalacetato como sustratos. E l  lactato y o t ros  der ivados de la 

g lucosa se pueden u t i l i z a r  sólo cuando los ovoci tos s e  

incuban con sus cdlulas fo l lculares las cuales s i  son capaces 

de metabollzar a l  Iactato (Rrlnster,  1971; Rushmer y Br inster ,  

1973). Esta caracter ist ica metabólica parece s e r  un f enimenc 

un i v e r sa l  pues se encuentra t an to  en niamiferos como en 

ver tebrados  in f e r i o r es  y en invertebrados (Eppig y StecKman, 

1974, 1976), y es probablemente debida a un bloqueo b ien 

demostrado de la fos fo f ructoc inasa (Barbehenn e t  al ,  1974, 

1978). De hecho Zellmaker y Verhanimer (1974), sugir ieron que, 

puesto que la dlsponibi l idai l  del oxígeno está l imitada en el  

fol ículo,  el lactato, más que el p iruvato,  puede s e r  la mayor 

f u e n t e  de ene rg í a  aprovechable por el ovoc l to  den t ro  del 

fol iculo.  También se ha sugerido que, la incapacidad i4e IUS 
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ovocitos i ibres  para consunur lactato, puede deberse d la f a l ta  

de nicotin adenin dlnucleótido (NAD) endógeno, necesario para  

c onve r t i r  el lac tato  a p i ruva t o  v i a  la act ivac ión de ¡a 

desniarogenasa lact lca  (LDH). Esta sugerencia se basa en la 

observación de que la adición de NAD produce la maduración de 

ovocitos l lbres  en un medio conteniendo l a c ta to  como única 

fuente  de energia (Sorensen, 1972; Zellmaker e t  al, 1972; B l l l l g  

y nagnusson, 1985). 

NO hay duda de que la maduración del ovocito es un proceso 

que r equ i e r e  consumo de energia, sin embargo no ex i s t e  un 

completo acuerdo con respecto a los mecanlsmos que partlclpan en 

la regulación del metabolismo energético del ovoclto durante su 

maduración. La mayoría be los investigadores están de acuerdo en 

que  la GVBD no se dá. en condiciones de  lnh ib l c l ón  del 

metabollsmo aeróblco (Zellmaker y Verhammer, 1974; Gwatkin y 

Ha l d r i ,  19741, sea por  la f a l t a  de oxigeno, o b ien p o r  la 

presencla de inhibidores FesplratorloS como KCN (Brachet e t  al, 

1975). 

Schuiz y Lambert (1973), observaron que la maduracitn de los 

ovoci tos de  estre l la  de mar involucra una disminución en los 

n ive les  de AMP y ATP y un incremento Uel ADP, por 10 cual 

sugieren que el aumento Be oxigeno que se observa despugs de 

la GVBD, t an to  en esta especie COmG en otras ,  puede ser  

interpretado como un indicador del aumento en la fosfori i  ación 

ox idat iva  para reestablecer el nive l  de A T P  que se comsuniió 

durante la GVBD. 
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Uno de  l o s  procesos que r e qu i e r e  ene rg i a  durante  la 

maduraclón del ovoclto, es la. sintesls  de proteinas. Esto se 

basa fundamentalmente en CLOS hechos; pr imero,  ex i s t e  una 

reducción substanclal de los nlveles de s intesls  de prote ínas 

durante la maduraclón del ovoclto, bajo condlclones anaeróblcas 

(SmltA y Ecker, 1970) y segundo, el plco de consumo de oxigeno 

observado en los ovocl tos,  colnclde con el tlempo de mayor 

incorporac ión de  aminoácidos en las p ro t e ínas  del ovoc l to  

(Brachet  e t  al, 1975). 

Sintesls  be Prote inas 

Aparentemente el hecho de que exista un aumento en la 

act lv ldaa de s intesls  de  prote inas en e1 OVOC l tO  durante  la 

maduraclón, es un fenómeno general para todos los animales. En 

ovocltos de mamifero la s intesls  de prote inas ha Sldo estudlada 

en especles como e l  r a t ón  (Galbus y S te ln ,  1976; Schultz  y 

Wassarman. 1977; Schultz e t  al, 1978). cerdos (WC Gaughey y Van 

Blerkom, 1977), oveja ( Warmes e t  al, 1977). A excepclón de la 

oveJa, en el resto de las especles, se han observado camblos 

s l gn i f l c a t l v o s  en e l  pa t rón  d e  s in t es l o  de prote ínas  del 

ovocl to  solamente después de la GVBD. En el estudio  de l as  

ovejas, se encontró que estos cambios tamblén ocurr ieron antes 

de la GVBD. Esto parece suger l r  que la s intesis  protélca es un 

requis i to  para la progresión de la maduraclón. Sln embargo Smlth 

Y Ecker (1970 ) y Ecker y C m l t h  (19?1), mostraron que mantener a 

los ovoc i t o s  ba jo  condlc lones  anaeróblcas,  no detuvo su 

maüuración a pesar de que hubo una dlsmlnuclón substancial en el 



- 46 - 

nive l  de sintesis de  prote inas .  Baltus e t  a l  (1973), también 

obtuvleron evidencias en este sentido, u t i l i zando  inh lb ldo res  

especif icos a concentraclones capaces de  dlsmlnulr la sintesis 

protéica a l  50%. 

En mamiferos, el  tratamiento con inhlb ldores  de la sintesis 

p r o t é i c a ,  como puromlcina o ciclohexlmiba, de t i ene  a los 

ovocitos en la metafase I o en estado de cromosoma b iva lente  

c i rcular ,  pero  no a fecta  n l  la condensación de los cromosomas n l  

la QVBD (Wassarman y Letou.rneau, 1976; Schultz y Wassarman, 

1977). Sln embargo aparentemente en estos experimentos no f u e  

totalmente inhlb ida la síntesis protéica, por lo  que es poslble 

que la poca proteina sintet izada en presencia del inhibidor sea 

su f i c i ente  para permi t i r  los primeros eventos de la maduración. 

Schultz y Wassarman (1977) han sugerido que la inhibición de la 

s i n t e s i s  d e  pro te inas  durante  las pr imeras  5 horas de  la 

maduracion en ovocitos de ratón (estado de cromosoma c i rcu lar  

b lva lente )  no afecta la madiiraclón, pero la lnhlb lc ión durante 

l a s  s l gu i en t es  5 horas  (estaüo d e  meta fase  I). inipide 

cua lqu i e r  adelanto o progreso de l a  misma. Poi lo t.aiito 

aparentemente existen c i e r tas  proteinas que son s in te t i zadas  

d u r a n t e  f a s e s  e spe c i f i c a s  de  la maduración y que son 

indispensables en los pasos subsecuentes be1 proceQo. 

Reclen temente se  h a  estudiado la incorporac i in  de 

sustratos marcados a macromoliculas en Ins c-oniplejos ovucito- 

cumulus durante la expansión provocada por la FSR (Ea11 e t  al, 

1985) ~l estudio e l ec t ro fo r i t i co  de las pr'uteiiias sintet i zadas  

bajo estas conbiciones parece ind icar  la a p a r i c i o ~  algunas 
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especies protClcas caracterrst  lcas del CompleJo estlmulado, que 

no son apreciables en e l  slstema antes de su estlmulación por la 

gonadotrof ina. Estas nuevas proteínas podrían ser  semejantes a 

las inducldas en l a s  células de la granulosa cuando son 

estlmuladas con gonadotrof lna corlónica humana (Landefeld e t  al, 

1979). 

De part icu lar  i n t e r i s  parecen ser los estudios de Crosby e t  

al (1981). Estos autores estudiaron el papel que las relaciones 

lntercelulares desempeña dentro  del f o l í cu lo  para  r egu la r  o 

mantener ia maduración del ovoclto, partlcularmente desde e l  

punto de  v ls ta  de la sintesls de proteinas. La velocidad de 

captación de amlnoácldos a t ravés  de la membrana del ovocito 

aumenta de manera importante durante la maduraclcn (Moor y 

Smith,  1979), y puede induclrse  por  la supreslon de las 

células follculares, aunque las células del cumulus se mantengan 

intactas.  Esto implica que las células f o l l cu la r es  regulan o 

lnhlben e l  transporte de sustratos a t ravés  de las conexiones 

del complejo cumulus-ovocito en el fo i ícuio completo y que esta 

accl6n lnh lb l t o r l a  puede ser suprlmlda por las gonadotr-uf lnas. 

Sln embargo debe tenerse en cuenta que el cumulus mismo posee un 

e f e c t o  regulador sobre esta función del ovoci to ,  ya que 10s 

ovocltos alslados no tlenen un mecanismo estable de transporte 

de  amlnoácldos. 

Más d i f i c i l e s  de entender son los resuitaaos ae  es tos  

invest lgadores en relaclón al  patrón de prote inas s intet izadas 

bajo estas d l f e r en t e s  condiciones. En e fecto ,  sus resultados 

indican que no sólo ias células del cumulus part ic ipai i  en la  
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determinación del patrLn de prote ínas  s in t e t i zado  por e l  

ovoclto, sino que las restantes células del fo l ículo part lc ipai i  

tamblen: en primer lugar algunos ovocitos envueltos en su cumulo 

son capaces de s lnte t l zar  proteínas sin estímulo hormonal, lo 

cual Indica qiie las células del cumulus solas no son siempre 

capaces de i nh i b l r  por completo la síntesls de proteinas del 

ovocl to ;  en segundo lugar,  los cambios inducidos en este  

par imetro  por el t ratamiento  con LH  de complejos cumulus- 

ovoclto, son slmilares pero no Idénticos a los encontrados en 

los f oiículos enteros estlmulados baJo las mismas clrcunstanclas 

(Crosby e t  al, 1981). 

La estlmulación por  FSH de la expanszsn bel complejo 

cumulus-ovoci to  provoca una disminución notable  en la  

incorporaclón de timldlna-H3 al DNA que se acompaiía de un 

aumento en l a  inco rpo rac l ón  de  leuc lna a proteñnas, 

p r i n c i pa lmen t e  du ran t e  las 24 ho ras  po s t e r i o r e s  a la 

estlmulación. Por el contrar io  la Incorporación de ur ldina al 

RNA no se modifica (Ball e t  al, 1985). 
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Síntesis  d e  RNA 

La s in t es i s  de  RNA es muy a c t i v a  en e l  ovoc i to  en 

crecimiento y dismlnuye drásticamente una vez que el ovocito 

adquiere su mayor tamaño y se in i c ia  la formación 4el antro  

(Moore e t  al ,  1974). En este  mlsmo momento e l  nucleólo del  

ovoci to ,  or ig inalmente de e r t ruc tura  f inamente granular  y 

vacuolado, se hace compacto y agranular (Crozet  e t  a l ,  1981; 

MotiiK e t  a l ,  1984). Estas modi f lcaclones morfologlcas y 

f uncionales parecen necesar'ias para  la abquls ic ion de la 

competencia meiótica del ovocito, pero no ocurren en todas las 

especies al  mismo tiempo. En el ratón ocurre cuando e l  ovoclto 

se hace plurilarriinar (Chouinard, 1971); en el cerdo ocurre en 

los folículos antra les  (Crozet  e t  a l ,  1981); en el Aumano se 

real iza solo en los foliculos antrales grandes (TesariK e t  al, 

1983); en las vacas se ha observado en folículoo antrales de 

tamaño medio, en t r e  0.5-3 mm be diámetro.  Estos ovoci tos 

mostraron una intensa s intesis  de hnRNA y rRNA,  la cual Cesó 

práct izamente acompañándose de cambios en la e s t ruc tura  

11 u c 1 e6 1 a r . 

E l  RNA s intet izado por el ovoclto en crecimiento es muy 

estable. Por eJemplo. cerca bel 80% del mater ia l  r ad i oa c t i v o  

inso luble  en ác ido  s i n t e t i z a d o  drspuas d e  la inyecc ión 

intrabursa l  de un ribonucleótido marcado, se re tuvo hasta el 

momento de la ovulación ocur r i aa  unos 10-20 Q ias  despuis 
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(Bachvarova y DeLeon, 1980; Brower e t  a l ,  1981). Usando estas 

mismas técnicas se ha encontrado que aproximadamente el 10% del 

R N A  si i i tet izado y presente en ei ovocito ovuiado es poli(A)-RNA 

(Bachvarova y DeLeon, 1980). En otros estudios se ha encontrado 

que en ovocitos cuyo crecim.lento es estlmulado i n  v i t r o ,  el RNA 

s i n t e t i z a d o  f u e  de  t oaas  l a s  especies,  r ibosomal,  d e  

transferancl;l y poli(A)-RNA (Brower et al, 1981) ; a s í  mismo se 

encontró que e l  recambio de las especies s in te t i zadas  es 

practlcamente nulo durante los 10 d ías  del estudio, lo cual se 

consideró verdaderamente notable en e l  caso del poli(A)- RNA. 

Estudios encaminados a demostrar la síntesis r e l a t i va  de 

d i f e rentes  epzcies de RNA  han encontrado que la s intesis  y 

e s t a b i l i d a d  r e l a t i v a  de  los RNA 28S:lBS:5S:4S se mantuvo 

esencialmente constante durante  el crecimiento del  ovoc i to  

(Brower e t  al, 1981; Boreen e t  al, 1983). 

En tranaJos real izados con anfibios,  se ha observado q u e  

la maduración inducida p o r  gonadotroflnas en ovocitos dentro de 

siis fi.liculoJ, es inh ib ida  p o r  el  I n h i t i d o r  de la sintesis de 

RNA ,  ac t inomic ina  D (De t t l a f ,  196ó, Brachet ,  1967). La 

actinomlcina D no e v i t ó  la maduración de ovocltos encerrados en 

sus fol ículos inducida por LH  ( T s a f r i r i ,  e t  al ,  1972). Estos 

resultados sugieren que el  efecto de las gonadotrof inas en la 

inducción de :a maduracl6n del ovoclto, puede invo lucrar  la  

s i n t e s i s  de R N A ,  p e r o  sólo baJo C i e r t a s  cond i c i ones  

f i s i o lóg i cas ,  ya que la mayoría de los inh ib ido res  de la 

, i i i teais de R N A  cai'ecen de efecto sobre i a  maduración cuando los 
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3v<,iitoS están dentru del fol ículo.  En ovoc i tos  I iLres en 

rnatafase I ó en estado de cromosoma b l v a l en t e  c i r cu l a r  el 

Inrilbldor menclonado si f u e  capaz ae evltar la maduracioii (blm 

y Uultherjee, 1972; Galbus y Stein, 1976), o ésta se acc>mpaña 

de aberraciones cromosómicas severas (Alexandre y Gerin, 1977). 

Síntesis d s  DNA 

Aparentemente no se requiere de síntesis de DNA du’aiite el 

proceso d e  madurac i l i i  ( U a s u i  y clai .he ,  1979). Ex i s t en  

evidencias en anf ib los  de la  presencla de s intes is  de DNA,  

aparentemente a n ive l  de citoplasma y muy prubablemente de 

o r l g en  mltocondrial  (Hanocq, e t  a l ,  1974). 
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Ov ulaclón 

Después de que el  ovocito ha reanudado la meiosis 2 se ha 

l l e vado  a cabo normalmente l a  maduración f o l i cu la r ,  l a  

l lberaclón de un ovoclto f e r t i l i z ab l e  se r ea l i z a  mediante la  

r u p t u r a  riel foiICUlo 1' el vacidmirato de BU cüiiteiiidi,, 

incluyendo el ovoclto, en el amaiente extrdovarlco. Este proceso 

se conoce como ovulación. La ovulación invo lucra  algunos 

procesos locales que son cruciales para  que el evento se real ice 

normalmente. En el mamifero, los foliculoa maduros se acercan a 

l a  supe r f i c i e  del o va r i o  bas ta  que forman sobre e l la  una 

p r o t rus l ón  cub l e r t a  p o r  una delgada membrana de aspecto 

transl i ic ido, llamada estigma. 

El proceso de ovulación ha s ido  el obJeto de numerosos 

experimentos. La evidencia acumulada indica que un pre-requisito 

esenc la l  pa ra  que se r ea l i c e  l a  rup tu ra  f o l i cu la r  es 10 

descomposlclón de la capa de te j ldo  conectivo. fundamentalmente 

colágena. que cubre a l  fol iculo (Espey, 1978). Entre los motivo3 

que se nan mencionado como causantes de este proceso liliiamlco se 

encuentran : (11 Aumento en l a  presión i n t r a f o l i c u l a ~  (Eapey y 

Lipner,l963; Meyer e t  al, 1971); 2) Acción d l r e c ta  del aumento 

en la sec rec i in  be estero ldes  (Ronciell, 1974); (3) Acción de 

algunas enzimas proteol i t lcas sobre la pai'ed bei ovar io  (Espey, 

1974; Morales et ai, 1983); (4 )  Presencia de una Feacción 

i n f  lamator la.  K l t a i  et  a1 (1985); i 5 )  Conti.actll ldad o v á r , i c a  

(Okamura et al, 1972); (6) Esteroidogénesis (Thebault, 1977). 
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A tresla.  Fol lcul  a r 

Se estima que a l  nacimiento, el número de  ovocltos en ambos 

ovarlos: v a r i a  de 60,000 a 100,000 de acuerdo a l a  especie Y la 

raza.  Sin embargo, no  todos estos ovocl tos son capaces de 

alcanzar el estado maduro. Por cada ovocito que madura Y es 

OVUladQ, va r i o s  empiezan su desarrol lo pero nunca alcanzan la 

madur;tci6n, por t a l  motivo cualquler  o v a r i o  normal cont lene 

numerosos ovocltos en degeneraclón dentro de fol ículos que no 

pudieron a lcanzar  su desarro l lo  t o ta l  (Haf ez, 1974). A es te  

proceso de degeneración que sufren la mayoría de los  fol iculos 

ováricos se le conoce como a t r e s l a  (Ingram, 1962). 

La a t r es i a ,  ba jo  condiciones naturales,  es un proceso 

paulat ino e l r revers lb l e .  Las alteraciones m O P f  ológicas que va 

sufr iendo el fo l iculo dependerán del grado de a t res ia  que vaya 

alcaní!ando Existe  una propuesta para c las l f l car  a los fol iculos 

por su estado de atresia,  lmplementada por Hay, et a l  (1976) y 

complementada por Moor,et al  (1978). Estos autores proponen la 

clasi f lcaciOn en cuatro gr.upos' El  grupc nümrr-o 1 en el cual se 

S ~ C I U  yen los foi iculos que tienen una apariencia transl i ic ida, 

una buena vascularízacion y una capa granulosa regular.  Este 

g rupo  en r ea l i dad  se r e f i e r e  a los f o l i cu los  normales no 

a t  r i s l c o s  

En el grupo 2 se incluye a los f o l F C U l O S  que presentan una 

apariencla grisácea o que de alguna manera han perciicio su 

apariencia transliicida, pero que todavía p>rssentail c i r  culacitn 

sanguínea y escasos desprendimientos de la capa granulosa. Este 

grupo f u i  considerado "intermedlo" y d i f i c i l  de c las i f icar .  
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Finalmente un te rcer  grupo en el  cual se incluyen los 

foi ic i i los claramente atr is icos,  cuya apariencia opaca obedece a 

que la mayor pa r t e  de :os vasos sanguineus se encuentran vacios, 

a s í  como a la presencia de grandes desprendimientos de la  

granulosa y de una gran cant idad de g i ibu los  blanquecinos, 

"cuerpos a t r és i cos " ,  p r e s en t e s  d e n t r o  d e  la  cavidacl  

folicular.Este último grupo ha  sido posteriormente d i v id ido  en 

dos subgrupos, el de los fol iculos moaeradamente atrásicos o 

g r u p o  3a y el  grupo 3b que Incluye los fo l iculos severamente 

a t r J s i c o s .  

Existe  o t r a  forma más minuciosa para  c l a s i f i c a r  a los 

fo l iculos atrésicos y f u é  propuesta por Carson et a l  (1979) y es 

como sigue: 

A t r e s i a  I: Se re f iere  a los fo l iculos no atrCsicos y son 

aquellos que presentan una capa granulosa integra  y uniforme 

además de que sus tecas son per fectamente  ev identes  y en 

contacto muy cercano con la granulosa. 

A t r e s i a  XI: En es ta  c lase se encuen t ran  algunas areas  

discontinuas en la granulosa as í  como picnosis en estas células. 

A t r e s i a  111: Las per forac iones  de la  capa granulosa están 

asociadas con áreas de picnosis extensivas de los núcleos be l a s  

células de esta capa. 

Atres ia  I V  : En este momento existe ya una perforaci i i i  extensiva 

de la capa de la  granulosa, ademas de una separacion pii .ciai  de 

l a  teca interna.  Los núcleos PlCnótiCoS son evidentes en ambas 

capas. EI ovoci to  empieza a separarse de la pared f o i i c i i ~ a i .  

Atres ia  V: Los f ragmentos res iduales  de la graiiulosa están 



- 55 - 

totalmente separados de  la teca. los capl lares  t eca l i s  y e l  

ovocito han desaparecido. 

En este mismo trabajo,  los autores encuentran que la atresia 

es dependlente del dlámetro fo l icular :  el 79% de los folículos 

con dl.ámetro menor a 1 m m  eran no atr is lcos  (atres la I. 11). 

mientras que el 93% de los folículos mayores de 6mm fueron 

atr&sicos (atres ias 111, IV, V). As í  mismo conflrman el hecho de 

que las células de la granulosa pierden la capacldad de unlr  

gonadotrof  lnas  conformé avanza la a t res ia .  

Itasta el momento no se conocen con preclslon las causas que 

desencadenan o determ~nari la atresia fo l l cu lar  Existen diversas 

t eo r í as  que han tratado de explicar las causas de la atres la.  

John y Khron (1959) postularon que la atres ia  es lnduclda por 

una :sus tancla intraóvar lca  capaz de promoverla. También se 

sustenta que este proceso degenerativo es el resultado de las 

l imitsiclones en apor t e  de nutr lentes  y sustratos  por una 

reducción de la suplementaclón sanguinea (Greenwald, 1974; Hay 

e t  al , 1976). Otra expllcaclón que se ha dado es la existencia 

de un desarrol lo  aberrante de receptores de la teca y de la 

granulosa (Richards e t  al ,  1978 ). Además, han sldo lnvolucrados 

numerosos y contradictor ios factores hormonales. Se dice que la 

a t r e s i a  se incrementa por altos n ive les  d e  gonadotrof lnas 

(Sturg ls ,  1971; Harman e t  al ,  1975). pero  también por  SU 

diomlnuclón (Eeever y Greenwald, 1967: Greenwald, 1974); ha 

sido reportado que los estrógenos incrementan la atresia ( t e r  

Haar e t  al, 1976; PeQaie, 1977) y tamblén que tlenen un efecto 
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antiatrés ico (Harman e t  al, 1975); los adrógenos también han 

old0 reportados como causa del incremento de la atres ia (Louvet 

e t  a l ,  1975). 

En1 algunos experlmentos se ha podldo demostrar que los 

folicu1.os atréslcos son capaces de regenerarse bajo condlclones 

In  v i t r o  aun cuando su l iquldo  fo l icular  (Moor e t  al, 1978) o el 

medio de cultivo (Hay e t  ai, 1979) contengan altos niveles de 

andrópenor, QaJos nive les de estrógenos y Ia ausencla to ta l  de  

gonado t ro f lnas .  

Generalmente los estudlos sobre a t r e s i a  f o l l cu la r  sólo 

describen los estadios avanzados de ésta debido a la d l f l cu l t ad  

que presenta la incientlficaclón de las etapas tempranas. En un 

e s tud lo  r e c i en t e  en el cual se comparan observaciones al  

microscopio de luz y a l  microscoplo electrónlca, se encontró que 

e l  único signo de la atres la  temprana f u é  la presencia de 

núcleos p lcnót lcos .  Los f o l í cu los  con a t r e s i a  avanzada 

obse rvados  al microscopio  d e  luz ,  mos t ra ron  s e v e r a s  

alteraclones. prlnclpalmente en cuanto a la pérdlda de celulas 

de la granulosa, as í  como marcadas lrregular ldades en la zona 

pelüclda. Las observaciones de estos fo l iculos al microscopio 

e1ect:rónlco revelaron alteraclones cltoplasmlcas que var iaron de 

acuerdo al  grado de atres ia  yendo desüe la vacuolización y el 

aumento del tamaño de las mltocondrias, hasta daños importantes 

en otros organelos. En el estadio avanzado de la atres ia los 

ovocitos presentan una lmportante vacuolización y dlsminuclón 

de las microvellosldades, los organelos se observan severamente 

dlstnrslonados y la zona pelüclda ademas d e  presentar  una 
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importante condensaclón se encuentra retralda hacia la placa de 

calulas, de la granulosa (Góndos, 1982). 

Se han desaroliado una ser ie  de modelos con el propósito de 

es tud iar  a la atres ia desde el  momento en que se dan los 

primeros indic ios y no sólo en retrospectiva como lo pemiten las 

condiciones naturales de un animal. Los modelos que han sido 

usados son: el  bloqueo de la ovulaclón en el  p roes t ro  con 

barbiCúricos como el  pentobarblcal sódico ( Braw y T s a f r i r i .  

1980), la  inyeccion de PMSG en ra tas  inmaduras (Peluso e t  a l ,  

1977); la hlpof isectomia durante  el proes t ro  en hamsteres 

(Green wald, 1978). B i l l  y Greenwald (1981), desarrol laron un 

modelo con el  cual se producen grandes poblaciones sincronizadas 

de fol iculos atresicos en hamsteres, el tratamiento consiste en 

hipof.tsectomizar a las hembras el día  de la ovulación (día 1)  e 

inmediatamente después inyectar  sur cutáneamente PMSG. EA dia 4 

se apl ica intraperitonialmente suero anti-PMSG (privación aguda 

de gonadotrof inas). Este tratamiento produce una supresiou mas 

brusca del efecto de la PMSG de lo que ocurre normalmente por su  

degradaclon biológica iiormal, lo cual acelera de una manera muy 

importante el proceso de atresia.  

Actualmente este es uno de los  métodos mas usados en el  

es tud io  de la a t r e s i a .  De hecho todos los modelos c i tados 

concuiei.dan en los cuadrus basicos de descripcl6il de este proceso 

y $619 d i f i e r en  en el tiempo en el  que comienzan los primeros 

signos, dependiendo de lo drást ico o de los rapid0 que se vean 

afect.ados los niveles de gonadotrofina. 



Utilizando el modelo de pr ivación aguda de gonadotrof lnas, 

B l l l  y Greenwald (1981) encuentran que el examen morfológlco de 

los folxculos antrales despuis de la apllcaclón de ant l -suero 

PHSG en hamsteres h lpo f  isectomlzados, reveló que los prlmeros 

camblos hacla la atres ia  se detectan a l as  4 ho ras  de  la 

aplicación del antl-suero. A este tiempo, se observaron una gran 

cant idad de células de la granulosa con nücleos plcnót lcos 

prlnclpalmente en las células que rodeaban a l  ovoclto. A l a s  8 

horas se observó la desintegración del cumulus oophorus aunque 

sin desintegración del ovoclto. A las 24 horas el cumulus se 

Observa totalmente deslntegrado y el ovocl to  f l o ta  l ibremente 

en la cavidad antra l .  

Uno de los aspectos menos estudlados en e l  proceso de  

maduraclón f ollcular concierne a los cambios bloquímlcos que 

part lc lpan en el proceso, slendo claro que hasta ahora todos los 

estut l los hechos se r e f l e r e n ,  sobre todo, a los camblos 

endócrinos que acompaiian el proceso de atresla, nln que de ellos 

pueda de r l va r se  un conoclmlento preclso be los cambios que 

prec ip i tan la presentaclón del fenómeno. Estudlos bloquímlcos 

real lzados en hamsteres medlante la ut l l l zación del método de 

B l l l  y Greenwald para produclr  atres ia,  han demostrado que la 

cant.ldad de DNA fo l l cu lar  se mantuvo constante duran te  las 

prlmeras 24 hr, pero después dlsmlnuyó, alcanzando un nadir  a 

ias 48 hr .  La concentraclón de DNA por folFCulo a las 48 hr 

correspondló a una dlsmlnuclón notable en e l  número de células 

hasta 1.0 X 10A5. Durante este tiempo la observaclón hlstológica 

demuestra la destrucción y ellminaclón de un gran número de 
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c61ulas de la granulosa (Hubbard y Greenwald, 1981i. Entre las 

48 y las 72 hr se observó un ligero, pero slgnlflcatlvo, aumento 

en la concentración de  DNA por  fo l í cu lo ,  e l  cual puede 

corresponder  a la i n f i l t r a c i ó n  leucoc i tar ia  que se Produce 

durante la a t r es i a  o bien a la hlperplasla de la teca. 

También se ha encontrado una dlsmlnuclón en la concentración 

f o l i c u l a r  d e  nuc leót ibos  cicl icos, t an to  AHPc como GMPc, 

aparentemente en correiaclón con el progreso be la atresia. Por 

autoradiograf ía  se ha demostrado una diSmlnUClÓn en la población 

de receptores para FSH y hCG en las células de la granulosa de 

los fo l ículos atrés lcos (Ulelenbroek e t  al ,  1980). Puesto que 

ambas gonadotro f lnas  estimulan la adenl lato ciclasa en e l  

hamster. una reducción en el niimero de sus receptores debe 

causar una dlsmlnuclón en la actividad be esta enzima y por lo 

t an to  una dlsminuclón en la concentración fo l icuiar  de AMPc 

(Hubbard y greenwald, 1981). La dlsmlnuclón observada en el GMPc 

no podr í a  exp l lcarse  de la misma manera. También debe 

considerarse que el progreso de la atresia va acompañada por la 

muerte y dlsminucl6n de  las células de la granulosa, lo cual 

c iertamente contr ibuye a expl icar  el descenso en los nucleótldos 

cíclicos, ta l  vez no como un fenómeno primario, sino secundario 

a o t ras  alteraciones fo l l cu lares .  

Desde el punto de ViSta hormonai el primer efecto de la 

pr ivac ión aguda de PMSG es la disminución en la habilidad para 

la producción de estrógenos (1 hora después del tratamiento) y 

posteriormente la de los andrógenos ( 2 horas  después del 

tratamlento). En cuanto a la progesterona, ésta  no parece sei' 
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alterada de manera importante por el proceso de la atresia. Este 

estudlo parece proveer una evidencia importante aunque indlrecta 

acerca del orden en e l  que se presentan los signos de la 

a t r e s l a ,  s l endo  l os  mo r f o l ó e l c o s  p o s t e r l o r e s  a l os  

e s t e r  o 1 U og i n 1c os. 

E n  un es tud lo  más minucloso sobre las a l terac iones  

e s t e r o l da l e s  p roduc ldas  como consecuencla de la a t r e s i a ,  

ut i l i zando e l  mismo modelo de la pr lvac lón de gonadotrofinas, 

Hubband y Greenwald (19831, corroboraron que los f ol iculos 

disminuyen rápldamente su habllldad para s lntet lzar  estrogenos y 

testosterona, mientras que la producclón de 17-OH-P, P4 y AHPc 

decllnan mas lentamente conforme avanza la atres ia.  

Una conslderaclón importante para entender la dlsminuclón 

de los esteroldes aromátlcos en los fo i icuios atrés lcos  es e l  

hecho de haberse comprobado en d ls t lntas  circunstanclas tanto  

experlmentales, usando el modelo de producclón de atres ia  por 

prlva.clón ae  gonadotrof  l nas  (Shaha y Greenwald, f9821, como 

natura les  (Carson e t  al ,  1979), que duran te  este  proceso 

Uegeneratlvo hay una decllnaclón gradual de los receptores a LH, 

as i  como la destrucclón de las celulas de la granulosa, quedando 

Intactas las c i lulas de la teca hasta estadlos avanzados. Se ha 

sugerido además, que la Uestrucclón de la granulosa, causa la 

l lberaclón de factores inmunológlcos e i n f  lamatorlos, tales como 

el complemento, con l o  cual ocurre una mayor destrucciíin celular 

(Faroolchl ,  1981). 

En un t rabajo  real izado con células de la teca y de la 

cfranulosa, se vi0 que éstas  contlenen las enzimas capaces de 
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conver t i r  progesterona a 

proauclda la atres ia,  por 

estradiol  hasta 24 horas después 

lo que aparentemente el problema de 

de 

la 

disminución de los esteroides aromáticos se debe a un inadecuado 

aporte de androstenedlona por par te  de las cElulas de la teca, 

de t a d  manera que uno de los  puntos c lave de los eventos 

esteroldogénicos durante la atres ia puede ser l a  disminución de 

la act iv idad de la enzima C-17-20 llasa de la teca, con lo cual 

se implde el  aporte  del sustrato, androstenediona, a las Células 

de la granulosa ( Si lavin y Greenwald. 1984). 

A pesar de que 10s datos más recientes parecen indicar que 

10s cambios en la esteroldogénesis durante la a t res ia  no se 

deben a alteraciones en la act iv ldaa de aromatizaclón, existen 

algunos grupos de investigaclón que siguen sostenlendo esta 

h lpó t es l s  y postulan que la reducción en la ac t l v i dad  de 

a romat l zac i ón  de l o s  fo l iculos atrés icos se debe a una 

dismlnución en la act iv idad exlstente inmediatamente antes de 

que se in l c l e  el proceso de atresia y no a la fa l l a  en la 

adquisición in i c ia l  de esta actividad (Moor, 1977: Moor e t  ai ,  

1978; Mc Natty,  1981). Estos autores  además proponen que la 

a1sm:lnución en la aromatizaclón, es uno de los primeros signos 

de a t res la .  AI respecto Tsonis e t  al (1984) discrepan de la 

opinlón de los autores anteriores en cuanto a que la pérdida de 

la ac t i v ldaa  ae aromatasa sea uno de los signos tempranos de 

at res la ,  ya que ellos demuestran que en l a s  etapas tempranas de 

la  degeneración a t r és l ca  d icha ac t i v i dad  está presente en 

n ive l es  normales. 

Existen algunos ln formes que permiten sostener que ia 



atresia sea un procese) regulaüo intraováricamente El  t raba 10 

real izado por Hay e t  al (1979) parece apoyar esta hlpótesls .  

Ellos demuestran que $os fo i icuios a t rés i cos  son capaces de 

recuperarse  t a n t o  de los daiíos histológicos como de 10s 

bloquimlcos y hormonales producidos durante  este  proceso 

medlanre e l  aislamiento del f o l i cu lo  de s u  medio ambiente 

na tura l  y su mantenimiento en un medio de cu l t i v o  con 

nutpientes y sin ninguna o t ra  suplementacion. 

Los datos indican que la recuperación es total al grado de  

se r  imperceptlble la di ferencia con los fo l iculas no atr is icos 

Sn este mismo traDaJo, se apoya tambign ia hlpótesls de la 

carencia de receptores a FSH en los foliculos atr is icos,  dado 

que la adición de esta hormona al medio de cultivo no produjo la 

rcci iperaclón de la capacldad de aromatización de los folicUlos 

en este estado. 
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OBJETIVOS 

Objet ivo  Pa r t i cu la r  

- Estudiar desde el punto de vista bloquímico la maduración y la 

a t res ia  f o l i cu lar  en la cabra. 

Ob j e  t J. vos P a r t  i c u 1 a r e  s .  

- Derriostrar que los c r i t e r i o s  que ut i l i zaron Moor e t  a l  (1978) 

y Hay e t  a l  (1976) para  e l  d iagnóst ico  macroscópico e 

histológico de la a t res ia  f o l i cu lar  en la oveja, pueden ser  

apl.icados en el  diagnóstico de los fol ículos de la cabra. 

- Encontrar un parámetro bioquimico que permita establecer el 

estado de maduración de los fol ículos CaprlnOS. 

- Determinar  la presenc ia  d e  a c t i v i d a d  p r o t e o l f t i c a  y 

a n t  i p r o  t e o 1 í t i c a y 1 i q u i do 

fo l i cu lar ,  cdlular de la granulosa y saco fo l i cu lar  y en au 

caso carac te r i zar  f isicoquimicamente estas actividades. 

( t r 1 p s 1 na a n t 1 t r i ps i  n a ) del 

- Conocer la in f luenc ia  que t ienen la  a t r e s i a  y e l  tamaño 

fol icular sübre la a c t i v i d a d  p r o t e o l í t i c a  6 

ant iproteo l í t i ca ,  así  como determinar la localización de estas 

actividades en el fo l í cu lo .  
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MATERIAL Y METODOS ; 

SI? obtuv ieron ova r l o s  de cabras c r io l l as  adultas no 

gestantes  s a c r i f i c a d a s  en e l  r a s t r o  de M i l p a  Al ta D.F., 

procedentes de explotaclones extenslvas con ernpadre continuo y 

condiciones de manejo muy s lml lares.  La zona capr ina de 

procedencia se encuentra ubicada en el Munlclplo de San Luls 

Acatlán, Guerrero a 16 o 45* LS y 980 45' LO. E l  clima de  este 

s i t i o  es tropical  subhúmedo con l luvlas en verano (Aw i), su 

a l t i tud  es de 3'75 m. sobre el n ive l  del mar, la temperatura 

media anual es de 26 O c .  y su precipitación media de 976 mm. 

De acuerdo a estudlos realizados previamente con anlmales 

de esta zona ( Avendaiio e t  al  1984 ), la época en la que los  

anlmales presentan su mejor momento reproductivo, en términos de 

incldcncla de estros y tasa ovulator la,  es la que comprende los 

meses de Septiembre a Dlclembre, por ta l  motlvo, en el presente 

estudlo se obtuvieron las muestras semanalmente duran te  los 

cuatro meses mencionados. Las muestras se obtuv ieron 

aproxlmadamente 15 minutos después de la evlsceraclón de los 

animales, los ovar ios  se transportaron en solución de NaCl 0.154 

M a -4.'C., conteniendo 50 U de Kanamiclna / ml., y en un lapso 

no mayor 60 min. se tenian en el laboratorlo; los ovarlos se 

enjuagaron con solución salina f r i a  eii dos cicaslones, antes de 

nacer su disección, la cual se rea l l zó  desprendiendo la mayor 

p roporc i ón  del  t e j l d o  estromal  has ta  hac e r  pos ib le  la 

ident i f lcaciEn f a c i l  de la capa be células de la granulosa. La 
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par te  gruesa de la disección se rea l i zó  macroscóplcamente, yei*o 

para desprender las capas más cercanas al folículo f u é  necesarlo 

hacerlo bajo un mlcroscopio estereoscoplco equipado c6n fuente  

de iluminación eléctrica magniflcaclón 120 x ( AMERlCAN OPTICAL 

INSTRUMENT COMPANY) Durante todo el proceso de disecclón los 

foiicirlos se mantuvieron en cajas de petri  con la soluclón 

mencionada y en un baño de hlelo para mantener la temperatura de 

la solucion a 4. OC la cual se v e r i f i c ó  en repetidas ocaslones 

para cada experimento Los foliculos aislados se agruparon de 

acuervlo a su dlámetro y a su estado de atres ia  E l  diámetro 

f o l l c u l a r  f u e  determinado ut l l l zanao  una reg la  con escala 

graduada a i n t e r va l o s  de 1 mm Los fo l i cu los  medidos se 

c las l f l caron en tres grupos; menores de  3, de 3 a 6. y mayores 

d e  6 mm. El estado morfológlco de  a t r e s i a  se diagnosticó 

ut i l l zando un mlcroscopio estereoscóplco ( magnif icación 120 X), 

a tpavés del cual se juzgaron prlnclpalmente t r e s  elementos, 

la contlnuldad d e  la capa granulosa, el grado de vascularizacion 

teca1 y la presencla del complejo cumulus-ovocito. Los foliculos 

se c las l f l caron en cuatro grupos, siguiendc principalmente el 

c r l t e r l o  de  Moor e t  al  (19781, quedando de la siguiente manera: 

los fol iculos con apariencla br l l lante  y translücida, extensiva 

vascu la r l zac l ón  y una capa granulosa reku lar ,  f u e r ~ i ~  

clasi f icados como no atrésicos ( Grupo  1 j: los fo l i cu ios  cvn 

apar ienc ia  opaca o grisácea, una pobre vascular izacion. vasos 

sangurneos vacíos y desprendimientos de la placa granulosa, 

f u e r o n  conslderados a t r i s l c o s  ( G r U p ú  3 ) E z t e  gt-upo fü6 

subdividido en dos, io& moderadamente airésicus ( G I ' u ~ G  3a) y 10s 
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severamente atrés icos  (Grupo 3b). Esta subdivisión se h i z o  

pr incipalmente por  e l  grado de daño a n lve l  de  la capa 

granulosa desprendirnlento del complejo cumulus ovoclto y leslón 

de la:; tecas. Los foliculos que presentaron algunos rasgos de 

atresia,  como poca translucldez y aspecto grlsáceo, pe ro  s in  

desprendimientos claros de la granulosa, se c las l f  l caron como 

lndetermlnaaos (Grupo 2). 

Con e l  propóslto de tener una confiabil idad adecuada en la 

c las l f  icación bajo e l  microscoplo estereoscóplco (c las l f  lcaclón 

macrorcópica), primero se rea l i zó  un ensayo con 120 folículos, 

los cuales después de ser  claslf lcados macroscóplcamente con el 

cr i te lnlo mencionado, se env la ron  al  l abo ra to r l o  h ls to lóg lco  

pa ra  su r e c l a s i f i c a c i ón  y f inalmente se compararon los 

r e su l t ados .  

A los fo l í cu los  c las l f l cados ,  se les  e x t r a j o  e l  l í qu ido  

fo l icul2r por punción con una aguja ca l ibre  22. El l íqu ido  se 

co1ecc:ionó en forma indiv idual  en pequeños tubos de polleti leno 

para centr i fuga (BecKman), mantenidos en hielo.  Con el propósito 

de evaluar el grado de in f i l t r ac l ón  sanguinea en los l iquldos 

fol ic i i lares obtenlbos, se determinó en todas las muestras la 

concentración de hemoglobina por e l  mCtodo de la Benzldlna 

(Crosby and Fui‘th, 1956). 

Los fo l ículos con valores de hemoglobina mayores a 25 

ug/rni. no  se consideraron en los siguientes experimentos. Los 

valores de hemcigloblna se ut i l izaron además para conocer su 

correlación con el grado de atres ia .  Por Ot l ’ c>  lado se h i zo  un 

experimento piloto, en el que se constato que con e l  método de 
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extracción de l í qu ido  que se usó, se estaban obteniendo más del 

85% de las c&lulas de la  granulosa. Así mlsmo los f o l í cu los  

procedentes de ovar los  con cuerpos liiteos muy desarrollados o 

con anormalldades gruesas como quistes,  f lb ros i s ,  etc., no 

f u e r o n  c ons i d e r ados  en  e s t e  e s t u b i o .  l a s  P a t o l o g í a s  

macrascópicas q u e  se descartaron fue ron  baslcamente las 

mencionadas por Rosales et  al (1987) 

El l í qu ido  fo l l cu lar  fué centr i fugado a 3500 8 .  durante 10 

min. para separar las células fol lculares. El sobrenadante f u i  

centr i fugado a 12,000 g. por 20 min. Los pi’eclpitados del primer 

sobrenadante se resuspendieron en soluclón amortiguadora f r í a  de 

Tris-BaC1 (Trl-hlUroxl-metll-amino-metano),pH 7.4 (50 mM.) y 

nuevamente se centr l fugaron a 3500 g. aurante  10 min., despu6s 

se hornogeneizaron en un homogeneizador (Coaxlal Potter 

Eivehejem), con émbolo de te f lón en 500 u1 de Tris-HC1 pH 7 4 

(50 mM). Los sacos fo l iculares vacios taniiiién se lavaroii por 

centr i fugación y se homogenelzaron en un 500 u1 de l a  solución 

an te r i o r .  Durante la homogeneización de las eatruct uras, los 

tubos que las contenian se mantuvieron en ii ielo 

Las determinaciones que se llicleron fuel  un 

Proteínas 

Para la cuant i f icación de p1.deinas. s e  U t l l i Z G  el método 

de Lowry y coi (1951), modificadc por id iricorpC.,ra<ión de l  

t a r t r a t o  de sodlo y potasio a la soluciGii alcalina, con io cual 

se le da mayor estabi l idad a los reaCtlVOS La determinación de 

prote ínas se basa en el complejo COlorldr formacio por el , -obre 

del reactive, de la solución 2, con los  enlaces peptidicos de las 
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proteinas. La lntensldad de: color es proporcional al nümero de 

enlaces peptidicos presentes. Las determlnaclones se real izaron 

en l iquido fo l i cu lar  y hornogeneizados de paquete y saco. 

R e a c t  : ivos: 

- Soluclón al 2 %  de Carbonato de Sodio y 0.02% de Tar t ra to  de 

Sodio y Potaslo en Sosa 0.1 N (Solución I) 

- Solucl6n al 0.5 X de Sul fato de Cobre pentahldratado en agua 

(Soluclón 2) .  

- Soluclón Cupro-alcallno: Se mezclan 50 ml. de la solución 1 

y I ml .  de la soluclón 2 (Soluclón 3). 

- Reac t l vo  de Fol ín Clocaltau (Harieco) d l iu ldo  1:2 en 

agua (Soiuclón 4). 

Ni todo: 

Se u t l l l za ron  alicuotas de 50 u1. tanto para el  l i qu ldo  

folic'uiar como para  los hornogeneizados de  paquete y saco 

f o l i e u l a r .  

Para hacer la determinación de proteinas en el l i qu ldo  

fo l icular  p o r  este método fué  necesarlo d l lu l r i o  20 veces dada 

su alta concentración. La muestra se a f o ró  a 0.4 m l .  con agua 

destllada y posteriormente se agregaron 2 ml .  de la solución 3, 

a los 10 min. se agregó 0.1 ml.  de solución 4. Después de 20 

min. de reposo a temperatura ambiente, los tubos se leyeron en 

un espectrofotómetro Coleman Jr. a 550 nm. 
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En la Curva estandar se u t i l i zó  Albúmina S i r i ca  Bovina 

IiOfiliZada. Se sabe que el color obtenido de la reacclóii en 

este método, sigue la ley de Lambert-Beer, iinicamente cuand6 ia 

concentración proteínica está en el  rango de O a 100 VB Y 

despuás de esta concentración pierde la i inearldad y formando 

ot ra  linea recta de 100 a 500 uge por este comportamiento Y dado 

que los rangos de  concentración maneJados en la curva estandar 

fueron de 15 a 90 pg/sistema, cuando las muestras problema 

mostraron una lectura mayor a la del iiltimo punto de la curva 

estándar f u6 necesario repe t i r  la determinación con una alicuota 

menor, igualmente , cuando la lectura fui menor a la del primer 

punto del estandar, se r e p i t i ó  el  experimento con una alicuota 

de mayor volumen 

Hemoglobina 

La Hemoglobina se determinó en el l iquido fo l icular  por 

el miítodo de la Benzidina (Crosby and Fur th ,  19561, que 

normalmente es usado para determinar Hemoglobina en plasma y que 

f u é  muy e f e c t i v a  para  la medición en l i qu ido  f o l i cu la r  

disminuyendo al  10 X el  volumen total  de la mezcla de reacción. 

Re;% c t 1 vos: 

- Solución de Benzidina al  1 X en Acid0 Acético a1 90 %. 

- Agua oxigenada al  í X 

- Acid0 A C & t l C O  a l  2 X 

- Estandar  de Hemoglobina. Normalmente las ampolletas 

comerciales contienen 800 ug/mi de Hemoglobina, para usarla 
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en la curva estandar se h i zo  una diluclón 1:40 , Por l o  que 

la concentraclbn f lna l  f u i  de 20 vg/mi. 

M6 t od Ci: 

Se tomaron al i iuotas de 20 u1 be l iquldo fo l lcuiar  Y se 

aforaron a 50 u1 con agua dest l lada,  posteriormente se les 

agregb 100 y1 de Benzidina al  1 z en Acido A C é t l C O  al 90 Y. más 

io0 u1 de H202 a l  1 Z . 

Después de mezclar e l  contenido de los tubos se beJaron 

reposar durante 20 mln. a temperatura ambiente,al término de 

este tiempo se les agregó 1 u1 de Acido Acético a l  10 X y 

después de 10 min. a temperatura ambiente las reacclónes se 

leyeron en un espectrofotómetro Coleman Jr. a 515 nm. Para la 

curva  estandar se tomaron alicuotas de van de 5 hasta 50 01, 

las cuales equivalen a concentraciones de 100 a 1000 ng/sistema. 

En todas las determinaciones mencionadas hasta aqui ,  los 

cxperlmentos se real izaron por dupllcado, con el p rog l s i to  de 

tene'r resultados más conf lables, así  mismo para todos los casos, 

se Incluyó un blanco de reactivos cuyo valor se restó a todos 

los tubos problema. En cuanto al calculo de las concentraclones 

de las muestras, éste se hlzo por la extrapolación del va lo r  de 

la absorbancia obtenida sobre las curvas estandares respectivas. 
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Determinación d e l  Peso Molecular d s  las Actividades Ant i t r ipt ica  

y T r ip t l ca  del Liquido Follcular por Flltración e Gel 

Las macromoléculas tales como las proteinas, en t r e  otras, 

se pueden separar o f racclonar por cromotograf i a  de f i l t rac ión 

en gt?l en base a las d i ferenc ias  de tamaño y forma moleculares. 

A este t ipo  de cromotografia también se le llama cromotografia 

de excluslón molecular o cromotografZa de tamiz molecular. 

Existen var los  t ipos de sustancias que se ut i l i zan para 

esta técnica, en t r e  las que se encuentra el Sephadex; el cual 

está compuesto de moléculas de  dextrana entrecruzaáas con 

hepic lorh idr ina formando perlas porosas con un tamaño bastante 

uniforme. Cuando el Sephadex se coloca en agua, se hincha 

formando un gel, en este momento las perlas presentan poros, los 

cuales son bastante uniformes y cuyo tamaño está determinado por 

el grado de entrecruzamiento, esta ca rac t e r i s t i ca  es lo que 

establece el grado de fracclonamlento. 

Conforme una mezcla de v a r i a s  macromoliculas pasa al  

trav6s de una columna de gel, las moléculas con dlmensiones más 

grandes que los poros más grandes de las perlas, se excluyen del 

gel y se eluyen primero; mientras que las moláculas pequeñas 

penetran en los poros. E l  grado al cual una molécula entra  a 

los ;poros de un gel depende de su tamaño y forma; por  

consiguiente, las moléculas se eluyen de la columna conforme 

decrece su tamaño o peso molecular. El volumen de elución es 

logaritmicamente proporcional al tamaño o peso molecular. 
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Para determlnar  el peso molecular de las act iv idades  

an t i t r i p t l ca  y t r i p t l c a  por esta técnica, una alicuota de 150 

p1. ohtenida del l iquldo de los foliculos en e l  estadlo adecuado 

iegiín la c las l f lcacl&n ya descrita, se colocó sobre la pa r t e  

super ior  de una columna de Sephadex G 150-40 (Slgma Chernlcal 

Products) de 0.9 cm. de dlámetro por 30.0 cm de a l tu ra ,  

(columna de plástico K 15/30 Pharmacla Fine Chemlcals), la cual 

se dejó equillm-ar toda la noche con el amortiguador de elución 

(Tris-HCL 0.05 M pH 7.4). La muestra se eluyó con el mlsmo 

amortiguador a 4. C. y a una velocidad de f lu jo  de 6 ml./hr. se  

colectaron 15 fracclones de 1 ml .  cada una , usando un colector 

de fracciones LKB Ultrorrac t lpo 7000 equipado con monitor para 

u l t rav io le ta  Uvlcora I1 acondicionado para absorclón a 280 nm. y 

un graf icador LKB t ipo 6520 A. 

A las fracciones as í  obtenidas se les midió la act iv idad 

An t l t r i p t l ca  y a las fracclones con valores negatlvos (cero) se 

les mldló la ac t l v l dad  t r i p t i c a .  

Las f racclones que presentaron act iv idad t r i p t l c a  fueron 

aquel las que e luyeron después de  lor 9 ml.  y que po r  

consiguiente su PM está muy al extremo de los valores ln fer lores  

de la. curva de callbraclón para Sephadex G 150, por esta razón 

para corroborar el PM obtenldo, las a l icuotas  con a c t i v i dad  

t r í p t i c a  se juntaron y se f i l t ra ron  al través de una columna be 

Sephadex G 50 en las condlclones arriDa menclonadas. 

Para calcular el PM en ambos casos se u t l l l zó  el valor  del 

coef i c lente  de dlstr lbucl6n aparente (Kav) de las ac t l v l dades  
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correspondientes en t r e  los poros del gel y el soivente de 

elución, el cual se obtuvo uti l izando la siguiente fórmula 

Kav =Ve-Vo 
Vt-vo en donde . 

Vo volumen vacío, el Volumen de elución de las muliculas, que 

se distribuyen únicamente en la fase móvil debido a que son más 

grandes que los poros más grandes del gel. Este volumen se 

obtuvo de la señal que envió el Uvicord 11 al graf icador a l  

pasar una solución de una sustancia patrón (Dextrári azul 2000 

Pharmacia Fine Chemicals) y cuyo PH es mayor al l imite  de 

excliislón del gel que se está usando. 

V t  = volumen total  de la columna de gel  y el cual se 

obt iene por c&lculo matemático, usando la fórmula del volumen de 

un icilindro V t  L n 1’2 h. 

Ve  = volumen de elucibn de la columna, el volumen de  

solvente requer ldo  para e lu i r  una molicula dada. Se obtiene 

tambdán de la señal que manda el Uvicord 11 al graflcador cuando 

se está eluyendo la muestra problema. 

Puesto que V t  - Vo incluye el volumen de la matriz del ge l ,  

el cual es lnacceslble a todas las moléculas de la muestra, Kav 

no es un coef ic iente de distr ibución verdadero. Sin embargo, 

para un gel  dado hay una relación constante Kav/Kd que  es 

lndependiente de la naturaleza del soluto o de su concentraciin, 

por lo tanto Kav de f ine  el  comportamiento del soluto di igual 

que  Kd independientemente de las dimensiones y de las 

condlclones de empaquetamiento de la columna. Prácticamente es 
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más f a c i l  determinar  el  peso molecular de una sulistancla, 

construyendo una curva de cal ibración de Kav contra  peso 

moleculai,, ut i l i zando un Juego de proteinas con d i f e rentes  pesos 

moleculares, los cuales deben estar  dentro de los l im i tes  de 

exclusión del g e l  y e f e c tuar  la determinación gráf icamente.  

Normalmente en la f i l t r ac i ón  de gel con Sephadex los solutos 

t ienen lsotermas de part ic ión lineales y dan picos simétricos en 

una gráf ica de Kav contra el volumen de elución. 

Para tener idea del tamano de las moléculas con act iv idad 

an t i t r í p t i ca  el  l iquido se d la l i zó  en f r í o  contra 450 ml .  de 

NaCl 0.09 z durante  24 hrs;  a las 12 hrs.  se hizo un cambio de 

la  soiución be NaC1. AI t e rminar  e l  t iempo est ipulado se 

recuperó el l í qu ido  fo l i cu lar  del saco de d iá l l s i s  y se midió la 

ac t i v i dad  a n t i t r i p t i c a  por e l  método que más adelante se 

describe. Otra prueba que se apl icó f u i  la de resistencia a la 

temperatura, para lo cual se colocó e l  l í qu ido  f o l i cu la r  en 

pequc!iios tubos, dentro de una platina Caliente ( Module Heater, 

s c i en t i f i c  Products H-2021-1 115 volts) a la temperatura de 45, 

60, 7 5  y 90 OC. ,  durante 5 min. c/u. La act iv idad an t l t r i p t i ca  

se mid ió  después de la exposición a cada una de las  

t e  m pe r  a t  u r  a s. 

Act 1 V 1 dad Ant i t 1'1 p t ica 

Esta medicion se h i zo  en el l íquido fo l icular ,  siguiendo un 

método f luoromitr ico descr i to  previamente por Mercado y Rosado 

(1975). E l  parámetro que se usó, fué  la disminución ocasionada 

por .adlclóii de l iquido fo l icular  en la f luorescencia producida 
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por la  act iv idad h idro l í t i ca  de la t r ips ina pancreática bovina 

(SIGMA # TB003), 50 ug. disueltos en 200 ~ 1 .  de solución calina 

0.9 %, sobre  una solución 0.045 nM. de un  sus t r a t o  

fluoi-osintitico, el Benzoll-D-L-arglnina- 13 -naf t i lamina (BANA). 

Las determinaciones se hic ieron a 22 ? 0.1 OC: en t r e s  ml .  de 

bufer  Tris-HC1 (Tri-hidroxi-metil-amino-metano 0.05 M, pH 7.4, 

ajustad0 con HC1). La f luorescencia f u i  determinada en un 

espectrofluorómetro PerKin Elmer MPF-3L, equipado con termostato 

y un slstema de  doble re j i l l a  La emisión de la fluorescencia 

f u i  determinada a 410 nm.. con una  longitud a e  anda de 

exci tación de 345 nm. con una apertura de excitación y de 

emis,ión de 6 nrn., el valor  de la  Sensibllldad del amplif icador 

f u é  de 30 (1OmV). 

Antes de cada medición el f luorómetro se cal ibró con una 

solución acuosa 23.3 mM. de B -Naftil-amina (Sigma Chemical Co.) 

amortiguada con Bufer  Tris-HC1 0.05 M pH 7.4. Con esta misma 

solución, se hizo la curva de cal ibración pa ra  calcular  las 

n molas de B -Naftil-amina liberadas que corresponden para cada 

muestra, de acuerdo a la fluorescencia emitida en cada reacciuii. 

Act iv idad T r ip t i ca  

La  a c t i v i d a d  t r i p t i c a  de  l o s  sacos  y c é lu l as  

homogeneizadas, se m id i ó  con e l  mismo m 6 t  odo f luo romi t r i co  

descr i to  para la act iv idad ant i t r ip t i ca .  Para la determinación 

en te1 l í qu ido  f o l i cu la r ,  f u i  necesar io  pr imero  separar  la 

a c t i v i dad  a n t i t r i p t i c a ,  por el método de cromatogi.afia de 

f i l t r ac i ón  en ge l  que se descr ibió anteriormente. 
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RESULTADOS 

C z f i c a c i ó n  d e  Foliculos 

Nuestros resultados señalan que los c r i t e r i o s  propuestos 

por Moor y col (1976) para juzgar la atres ia  fo l i cu lar  de l a  

oveja,  pueden ser  extendidos a l  d iagnost ico de la a t r e s i a  

fo l l cu lar  en la cabra, de ta l  manera que los foliculos de cabra 

que mostraron u n  aspecto b r i l l a n t e ,  t r ans l a c l do  y s i n  

desprendimiento alguno de la granulosa, además de la presencia 

clara del complejo cumulus -ovoclto, fueron clasif icados como no 

a t r e s l c o s ,  g r u p o  1. 

Los fo l iculos con evidencias de alteraciones en la posición 

de l  complejo cumulus-ovocito, apa r l enc l a  opaca y poca 

vascular izaclón,  con desprendimientos ev identes  de la capa 

granliiosa, lo que dá un aspecto natoso al  i n t e r i o r  del folículo, 

fueron c lasi f  icados como atrésicos, grupo 3. 

E:n e l  subgrupo 3a se inc luye ron  los  fo l í cu los  que 

presentaron menos del 50% de desprendimiento de la granulosa, 

evidencia de perforaciones de la misma, aspecto opaco y poco 

vascularizado, y desprendimiento del complejo cumulus -0vocito. 

En el grupo 3b, se incluye2’.on los foliculos que mostraron mas 

del 50% de desprendimiento de la granulosa con abundantes 

pe r f  oraciones, aspecto muy opaco, vascularización prácticamente 

nula y ausencla del complejo ovocito-cumulus. En este grupo se 

lri<:u:{e1i tambiE:ii l os  fo l iCuloS con claro daño a las tecaa. 
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Los fol ículos que no presentan evidencia clara de atres ia ,  

pero que tampoco pueden ser facílmente clasif icados corn<, no 

atrésicos por su aspecto poco br i l lante  y alguzras alteracloiies 

sospechosas de desprendimiento de la granulosa, fueron incluidos 

en un grupo especlal considerado como inde f in ido  o grupo 2. 

Laos resultados del diagnóstico nistopatológico del grado de 

a t res ia  rea l l zado simultáneamente en un grupo numeroso de  

folíci i loc control, para comparar la acuciosidad del diagn6stico 

de a t res ia  por observación macroscópica simple, diagnostico que 

se rea l i zó  siguiendo c r i t e r i os  previamente establecidos en la 

l l t e r aa tu ra  mundial (Hay e t  al, 1976; Moor e t  al ,  1979), se 

mencionan a continuación: La granulosa de los f o l í cu l o i  no 

atr*slcos t lene  por lo menos 7 capas de células de apariencia 

normal con selo un nümero escaso de  c i lu las  p icnót icas  U 

f r agmentadas .  La mayor ía  d e  las células f o l i cu lares  se 

o b s e r v a r o n  normales, con numerosas mitosis Los niicleos, 

nucleólos, CitOplaSma y bordes CelUlaPeS se observarsfi i  bien 

preservados Los ovocitos no estaban afectado:;. La lámina basal 

está siempre presente y su grosor es uniforme. La teca es 

normailmente de menor espesor que la granulosa y sus células 

están orientadas Paralelamente a la mernbrdna basal conteniendo 

habitualmente algunas células de  ca rác t e r  f i b r ob l á s t i c o  o 

g l a n d u l a r  

En la a t r e s i a  p r imar i a  e l  grosor de ia granulosa ha 

dlsminuido y conteniene en general e n t r e  7 Í. O capas de célula&, 

muchas de estas células aparecen desorganizadas o picnóticas: la 
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capa basal de las células be la  gi,aiiulusa se eiicuentra 

normalmente ausente y la lámina basal se encuentra adelgazada y 

anormal 

En resumen, los f o l i cu l os  en a t i ' e s i a  p i ' imd i ' i a  se 

distinguierun f unaamentalmente p~i' !a pi rsenc l a  de Pltriosis en 

un número var iab le  de las células de la granulosa hSte feiiomeiic 

se encontró en d l ferentes  lugares de fuliculos con apal iencia Y 

forma normales 

Los f o l i cu l os  con a t r e s l a  avanzdda se encontrarwi i  

severamente afectados en la observacion histológica En general 

los fo l ículos habian pe rd ido  v a r i a s  capas de células de la 

granulosa y por l a  taiiru se observarei l  wntrdidor e i r i~egulares 

Las capas restantes  contenían numerosas células picnótlcas, 

pocas o ninguna mitosis  y bordes ce lulares i r r egu la r es  y 

dlstorslonados La zona pelüclda lnvarlablemente se encontró 

a f  ecl-ada, i r r egu la r  y condensada en partes,  habiéndose r e t ra ído  

de manera más o menos notable de la capa interna de las células 

del cumulus. La lámina basal que $&para l a s  c í lu las  de la 

granulosa de las celulas de la teca se encuent1.a engrosada, pero, 

permanece mas o menos intacta aun en los f Q 1 i C U l O S  con a t res ia  

t e r c i a r l a ,  aün cuando en éstos es posible o b s e r v a r  

ocasjonalmente algunas regiones en las que  ia lámina basal ha 

desa~parecido y las c i lulas de la teca y ac. la granulosa se 

encuentran en contacto directo.  

131 l iquido fo l l cu lar .  que t i ene  una apdi'lencia floculento en 

los foliculos normales no atréslcos,  se encont1.L f rancameiite 
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coagulado en los fo l iculos a t r i s i c o s  duran te  la observaclón 

A i s t o 1 ó g 1 c a .  

En la atres ia secundaria la granulosd se ha reducido a una 

o dos capas, presentando ár,eas de aespr.endinii erit total, ia teca 

se encuentra tambiin adelgazada y   es organizada S I I I  rnibar-gc es 

frecuentemente más gruesa q u e  ia gi’ariu1o;a L ~ S  celiilas de la 

teca se redondean s iendo pc.sible encoritr dl eil e l la células 

e s  ca ni os a s 

En la  at res ia  t e r c i a r l a ,  la grar~ulosa es escasa y ausente 

en numerosos lugares Algunas células de la  granulosa se 

observan n ipe r t r o f i adas  y con citoplasma basof i l lco La teca se 

encuentra muy delgada y muy desorganizada En numerosos 

folicuilos con a t res ia  t e r c i a r l a  es posible encontrar f i b r a s  de 

colágeno en ambos lad0S de la lamina basal y en ocasiones aún 

dentro de esta misma lamlna. En la teca interna be los folículos 

en a t r es i a  t e r c i a r i a  se encuentra una p i r d i da  de c i lulas de la 

teca como resultado de la apoptosis y se observa ia presencia be 

numerosos c u r ~ p o s  de inclusión producidos por la f agocitosis. La 

c a v i d a d  a n t r a l  de l o s  f o l i c u l o s  a t l - i s i c o s  c o n t i e n e  

frecuentemente pequeños grupos o nidos, de células de la  

g !’a II ui 1 os a ex  f o 1 i a cp a s .  

En la  f i gu ra  6 se presentan los  resultados obtenidos por el 

estudio comparativo. E l  grupo 1 claramente puede considerarse 

como formado cas i  totalmente por f o l iculos normales, s in  

ev idenc ia  microscópica de a t r es i a .  Sólo 6;: de los f o l i cu los  

clasif lcados en este grupo demostraron p resen ta r  un es tad i o  
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Figura 6.- Comprende la relación ent re  la clasi f icción gruesa o 
macroscópica y la histológica de los fol iculos atrésicos y no 
atrésicos be la cabra. Los foliculos fueron d iv id idos  en cuatro 
grupos en base a su apariencia gruesa observada a través de un 
microscópio estereoscópico siguiendo el  procedimiento usado por 
ñoor e t  a l  (1978) en la Oveja. Las b a r r a s  ind ican la 
composición de cada grupo Cuando se corroboraron con el estudio 
histológico de acuei.Uo con los c r i t e r i os  de Hay e t  a l  (1976). 
Los estados de atres ia  fueron divididos de acuerdo a los autores 
mencionados en: prlmaria,  secundarla y t e rc ia r ia .  E l  número de 
casos estudiados f u i  de 120. 
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i n i c i a l  de a t r e s i a  por la observación histo lógica Por el 

cont rar io  el grupo 3, tanto 3a como 3b, está constituxdo cas1 

totalmente por fo l iculos con evidentes datos histológicos de 

atres ia avanzada, 43% de foliculos en a t res ia  secundaria y 33% 

en atresia t e r c i a r l a  en el  grupo 3a y 86% de fo l ículos en 

a t res ia  t e rc ia r ia ,  con sólo 14% de foliculos en otros estadlos 

de atresia en el grupo 3b E l  grupo intermedio, grupo 2, es 

mucho más d i f i c i l  de de f ln l r  y seguramente los datos encontrados 

no podrán ser relacionados fác i lmente con ningún grado  de 

atresia,  como podemos ve r  está constituido por 28% de fol icuios 

no atrésicos, 51% de fol iculos en atresia pr imaria,  y 13% y 8% 

respectivamente en a t res la  secundarla y t e r c i a r i a .  Sin embargo 

s i  SE’ considera que más del 50% de los fol iculos clasi f icados en 

este grupo presentan hlstológlcamente datos de atresia lnic la l  o 

primaria,  no se cometerá un e r r o r  muy grande s1 se toman los 

datos encontrados como manifestantes del pr inc ip io  del proceso 

de a t r es ia  f o l l cu lar .  

En cuanto al tamafio fo l lcular  es importante mencionar que 

la  c las i f i cac ión  de los fo l iculos menores de 3 m m  o f r e c l o  

mayores dif icultades y requ i r i ó  un tlempo muy grande para llegar 

a una c l a s i f i c a c i ó n  que  e l  estudlo hlsto lógico demostró 

posteriorniente poseer un 50% de posibi l idades de e r ro r .  Este 

e r r o r  cons i s t i ó  fundamentalmente en cons iderar  a t r i s i c o s  

fo l iculos que el  estudio histo lógico demostró s e r  normales 

Estos resultados nos nlc leron tomar ia decisl6n de no in tentar  

una clasi f icación de este  t l p o  de fo l iculos y se agruparon 

sólo por su tamaño. 
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Concentración d s  Hemoglobina 

ETn la f i g u r a  7 se presentan los datos de la concentración 

de hemoglobina en el  l iquido fo l icular  de acuerdo al grupo de 

atrés1.a. Es importante  mencionar que la concentración de 

hemoglobina/ml. del l i qu ido  f o l i cu lar  f ué considerado para  

el iminar aquellas muestras que por su alta concentración de esta 

proteína ( 25 ug/ml ) pudiesen COnfUndiP los resultados de 

algunas de las determinaciones planteadas. Por o t r o  lado, la  

concent rac ión  de  e s ta  p r o t e í n a  en e l  l i q u i d o  f o l i c u l a r  

efectivamente resultó ser un adecuado indicador del grado de 

atresia en los fol ículos mayores de 6 mm. Como se puede ver  en 

la f i g u r a  7A, la concentración de hemoglobina aumentó conforme 

avanzó  la  a t r e s i a ,  se pudo o b s e r v a r  una d i f e r e n c i a  

estadísticamente s i gn i f i ca t i va  ent re  los dos primeros grupos de 

la clasi f icación y los dos restantes, que se r e f i e r e n  a los 

fol iculos claramente atrésicos. NO obstante en los fol iculos de 

3 a 6 mm., la concentración de hemoglobina no parece s e r  

importante para diagnosticar el grado de atresia,  dado que no se 

observa ninguna tendencia de la concentración de esta proteína 

por c!stadio de atres ia,  s in embargo la di ferencia si resulta 

i m p o r t a n t e  e s t a d í s t i c a m e n t e  cuando s e  comparan l a s  

conce i~ t rac i c~nes  en los mismos estadios de a t r es i a  pero  a 

ci 1 fer ente t a m  a ñ L I f al  í c u 1 a 2 '  

Ac t i v  A Bad Ant i  t r i p t 1 c a. 

!En cuanto a la presencia del inhibiacir  de t r i p s i n a  o 

act iv idad an t i t r i p t i ca  del l iquido fo l icular  demostrada en este 
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Figuina 7 - Concentraclon de nemoglobina en el liquido fo l lcu lar  
capr ino .  Cada b a r r a  representa la media i la desviación 
estandar del número de casos indicados dentro  de las barras 
Los resultados son expresados Como fo l i cu los  > 6 m m .  (A )  y < 6mm.(B). Las  l e t r a s  d i f e r e n t e s  i n d i c a n  d l f e r e i i c i a  
es tad ls t l camente  s i g n l f l c a t l v a  e n t r e  l as  ba r ras  (p 0.05), 
usando una prueba simultánea de ANOVA Y suma de cuadrados de 
GABRIEL ( Flgura 7 A ). Las d l ferenc las  en t r e  los foliculos de 
dlst lntos  tamaños se calcularon usando la prueba de Y" de 
Student. Los asterlscos lndlcan que las barras  del panel b son 
d i ferentes  estad ls t lcamente  ( p L  0.05) de  las c o r r r s p ~ n ~ i l e n t e c  
en el panel A . 
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trabajo,  se observó que ex is te  una importante correlación ent re  

el incremento de esta act iv idad y el prvgreso de la atres ia  en 

los foi ículos mayores de 6 mm. Cabe mencionar que eri estos 

fol iculos mayores de 6 mm. existen d i f e renc ias  s l gn i f l ca t i vas  en 

cuanto al  porcentaje de inhib ic ión de dicha act iv idad t r i p t i c a  

ent re  los t r e s  primeros gr.uipos de atresia, siendo el mayor valor 

de la inhib ic lon el del grupo 3a ( ver  f i g u r a  8 A  ). Aunque no 

e x i s t e  d l f e r e n c l a  s i g n i f i c a t i v a  e n t r e  los valores d e  la 

inhib ic ión del grupo 3a con los del 3b. si se puede observar una 

clara tendencia a la disminuci6n de la aCtiVíciad ant í t r ipt lca  en 

e s t e  ú l t imo  e s t ad i o  de a t r e s i a .  Tampoco se  encontraron 

d i ferenc ias  s l gn i f i c a t i v a s  e n t r e  los va lores  de la ac t i v i dad  

antít i- ípt ica de los grupos mencionados ( 3a y 3b ) Cuando astos 

fueron analizados por  tamaño fo l i cu lar  ( datos  no mostrados en 

la g r á f i c a  ). 

:En f i gu ra  8B se pueden observar  las d i ferenc ias  de la 

activl.dad i nn i b i t o r i a  debidas al  tamaño fol icular para un mismo 

grado de a t res ia  ( Grupo i ). LOS resultados muestran que 

hay una correlación negativa ent re  e l  tamaño fo l i cu lar  y la 

presencia del inh ib idor  de tripslna, de ta l  manera que la  mayor 

inhib ic ión de la act iv idad t r i p t l c a  la presenta el l iqu ido  de 

los folzculos menores de 3 mm., y conforme aumenta el tamaño 

esta act iv idad disminuye. 

En la siguiente f i gu ra  ( 9 ) se pueae v e r  con mayor 

c lar idad el e fecto  bel tamaño fo l i cu lar  sobre la inhib ic ión de 

la act iv idad t r i p t l c a ,  ya que en todos los gr’upos de atres ia  el 

porcentaje de inhib ic ión f u i  mayor en los foliCulos medianos ( 3 
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Figura 8 - Efecto de la atres ia I RA J y el  tamañú fol icular 
(8B) en la act iv idad an t i t r i p t i ca  del l i q u i d c  ful lculdr caprino. 
La ac t i v i dad  a n t l t r i p t l c a  se midit  por  la adic ión de una 
cant ldad conocida de t r ips ina  ~ o v i n a  p u l a  a ana mezcla del 
sustrato f luorogénico i BANA i y 1G u1 del :Fquido fc l ícular  
espec í f i co  Las ba r r a s  indican l a  media de los va lores  
porcentuales de la i nh ib i c i ón  de t r i ps ina  ? l a  desviación 
cstandar E l  nüme1,o de casos está indicadc. den t ro  de Ias 
b a r r a s .  Las  l e t r a s  d i f e r e n t e s  i n d i c a n  d i f e r e n c i a s  
esiadistícamente s i gn i f i ca t i vas  en t r e  l a s  bai.i.as Par a el acc 
d e  la a t r e s i a  f o l i c u l a r  (8A,, se us¿ iin p ~ o ~ e a i n 1 1 e 1 1 t c  
simultáneo ANOVA- Suma de cuadrados de GABRIEL Las diferencias 
en el tamaño f o l lcular  (BE) expresadas con asteriscos fueron 
calculadas con la prueba de "t" de Student 
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Figura 9. Efecto del tamafio ful icular  >bl?ie la inlllblclo11 de 
la act ividad t r i p t i c a .  Para  todos ios estridtis de a t r e s i a  el 
IFquddo fo l lcular  en los folíCUloS entre 3 y 6 mni. tuvo  el mayor 
efecto inhib i tor io  sobre la t r lps lna  
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a 6 inm.) comparativamente con los grandes. Para el caso de los 

fol ículos de 3 mm. e l  va lor  de la inhlb lc lon f u i  tan a l to  como 

el de los fol iculos de  3 a 6 mm.  en los dos iíltlmos estadios de 

atresia. 

Caracterlzaclón b í  Inh lb ldor  d~ Trlpslna. 

Las pruebas flsicoquimlcas que se l e  h ic leron a l  inhib idor  

demostraron que se t r a t a  de una molécula termosensible dado que 

perdl6 el 98% de su actividad cuando f u i  expuesto durante 5 min. 

a 9S OC., t amb l in  demostró no s e r  d la l l zab le  y ac tuar  

óptlmamente a pH  7.4, mostrando pequeños decrementos en su  

actlv.Ldad a pHs mayores o menores. 

Los datos arrojados por la columna de cromatograf ía de 

f i l t r a c i ón  en gel  que se presentan en la f l g u r a  10 muestran el 

volumen en el  cual se encontró la  ac t l v l dad  t r í p t l c a  y 

an t l t r i p t l c a  a s i  como el  del marcador del volumen vací0,que en 

este caso f u i  dextrán azul. As1 mismo se puede observar que la 

localization del marcador se h l z o  p o r  la l ec tura  de las 

fracciones en el espectrofotómetro a 630 nm., mientras que la 

ac t i v ldad  an t l t r i p t l c a  se midló en PorcentaJe de lnh lb lc ion  de  

la act lv ldad t r í p t l c a  y esta última en pocentafe de act iv idad 

sobre el  sustrato senslble ( BANA ). En ambos casos se usó el 

método f luorométrlco ya descrito. En la f racc ión 6 que equivale 

a 6 m l  de volumen se tuvo  el Vo. y a los 8 y 15 mi. la 

a c t i v 1 a a d r e s p e c t  1 v am e n t e ,  

correspondiendo a pesos moleculares aproximados de 64,000 y 

2 4. O LJ 0 

a n t 1 t r i p t 1 c a y t r i y t 1 ca  

da i t on es, 
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Figui,a i X -  :spUi.dsl8n de las ac t i v i dades  de t r l p s l na  y 
ant i t r ips ina pre;entes en ei  i iquido i o l i cu lar  de la cabra por  
crümatografia de f i l t r a c i t n  e n  gel ,  usando Sephadex I' G 150-40 
en ucia coiilmiid 0.9 X 30 cni. y Tris-HCL 0.05 M., pH 7.4 com6 
eluyente. E l  v o l ~ m e n  vacío (o-*-*-) se di0 a los 6 m i .  y el 
prsü molecular calculado para l a  actlviclaci an t l t r i p t l ca  ( -X - x- r )  
y t r i p f l r - : a  I -  I - I - ) f u é  de 64,OOL y 24,000 Ualtones 
i - . t s ~ r ~ , t i ~ a n i t - i i t e .  La activiciaci  de t r i p s i n a  ademas f u P  
<Al-.a< te,-- . Lz&cia t-ii "Jepliaclcn" ti 5c; paI'd coi-rolJorai-. e1 peso  
molecular ,:alcularlc> ( datos no moStraC1cs en l a  gráf ica ) 
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Cini t ica  de l  I i ih ibidor d r  Tripsina. 

En la f l gu ra  ii , se presentan los valores obtenidos en 

la c : in i t l ca  enz lmát ica  que  se r e a l i z ó  a l a  a c t l v i d a d  

an t i t r i p t i c a  del l iquldo fo l í cu lar .  Primero se obtuvo e l  valor  

en&de f luo rescenc ia  de  la t r i p s i n a  (20 ug/ml) sobre  

concentraciones f i j a s  del sustrato: 1.87, 3.75, 7.50 y 15.0 por 

lO-’M de BANA ; despuis se m i d i 6  el e f e c t o  i n h i b i d o r  del  

l iqu ido  fo l i cu lar  (L.F.) a cuatro d i f e r en t es  volümenes: 5, 10, 

15 y 20 ul. sobre la t r ips ina.  El  e fec to  del l íquido fo l i cu lar  

se mkdió por la dlsmmución en la fluorescencia/min. 

A l  g r a f l c a r  los datos con las lnversas de la velocidad y la 

concentaclón de l  sus t ra to ,  se construyó la g r á f i c a  t i p o  

Llneweaver - Burke, que se muestra en la mlsma f i gu ra  11, esta 

g rá f l ca  permlt ló  conocer que el l í qu i do  f o l i cu l a r  posee una 

Inhibic ión de t ipo  incompetitiva sobre la act iv idad t r íp t i ca .  

Act lv ldad d+g Trlpsina.  

En la f i gu ra  12 , se presenta el e fec to  del estado de  

atres ia  sobre la act iv idad de t r ips lna ( medida por el cam1310 

de fluorescencia/min/mg. de prote ina)  encontrada en las células 

de l a  granulosa ( f i gu ra  12A y del saco fo l i cu lar  ( 12 B ). La 

act iv idad de t r ips ina que se encontró en el saco fo l i cu lar  f u é  

muy a l ta en los foliculos del grupo 1 y disminuyó paulatinamente 

conforme avanzó l a  atres ia ,  siendo sumamente baja para el caso 

de ia atres ia  3D, no se ellcontraroil d i f  erencias s i gn i f i ca t i vas  

entre  el grupo 1 y 2 pero si entre  cada uno de ellos con los 

grupos 3a y 3b, mientras que en estas CilUlaS del saco o pared 
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Flgura 11.- Anállsls ClnStlco de la reacción De t r i p s i na  con 
1iqui.do f o l l cu lar  de cabra. Gráf ica t i po  Lineweaver-ñurk de la 
concentración del sustrato Benzoil-DL-arginina- B - naftilariiina 
(BANA) contra la  a c t i v i dad  t r i p t l c a  en ausencia ( e )  y eii 
presencia de 5 (I), 10 (o), 15 (XI y 2 0  ( n ) u l  ae  i iq i i iac ,  
f o1 i (:u 1 a r . 
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CELULAS DE 
LA GRANULOSA t 

@ 

A 

C 
1 

T SACO FOLICULAR 

I 2 3a  3b 

B 

C 

1 

NUMERO DE GRUPO 

Figura 12.- Efecto del estadio de atres ia  sobi’e la act iv idad ae 
t r l p s l na  en los ,hornogeneizados de  Saco fo l i cu lar  (12B) y 
células de las granulosa i lZA), obtenidos de folículos de cabra. 
Las barras lndican la media i la desviación estandar de la 
ac t i v idad  observada en el número de  ensayos independientes 
lndlcados dentro de las barras. Las le t ras  d i f e rentes  expresan 
d l f e r enc la  eatadlst lcamente s i g n i f i c a t i v a  ( p  Lo.05) ent1.e las 
barras  calculada por un m¿todo simultaneo de  ANOVA y suma de 
cuadrados de GABRIEL. 
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fnl ícular el descenso más impox-tante en la actividad t r ípt ica  se 

presenta en la a t res ia  3a, las células de :a granulosa muestrarl 

justamente en este grupo de atres ia  la mayor ac t i v idad  de 

trlp!rlna ( El  grupo 3a presenta 2 veces más act iv idad que las 

células de la granulosa de la atres ia  i y 2 ) cabe señalar que 

en los primeros estadios de atres ia  la actividaci de tr ipsina de 

las células del saco fo l i cu lar  es casi el doble de la act iv idad 

que presentan las células de la granulosa, mientras que en el 

estadio más avanzado de atres ia  i grupo 3b ), la act iv idad es 

prácticamente la  misma para  ambos grupos celulares.El peso 

molecular de esta act iv idad se puede observar en la f igura  10. 



D I S C U S I O N .  

La i n h i b i c i ó n  de la a c t i v i d a d  p r o t e o l í t l c a ,  t a n t o  

p l a s m á t i c a  como t i s u l a r ,  p a r e c e  ser un proceso de g r a n  

i m p o r t a n c i a  eii el  mantenimiento de l a  homeostásls .  La  alfa(1) - 
a n t l t i ’ l p s l n a  e s  u n a  g l l c o p r o t e í n a  S i n t e t i z a d a  p o r  e l  t e J i d o  

h e p á t i c o  que probablemente f unclona como el p r i n c i p a l  í n h l b i d o r  

de las p r o t e a s a s  plasmátlcas, incluyendo a la t r l p s l n a  (Wu y 

LaKowsKi, 19601, l a  q u i m l o t r l p s l n a  (Wu y Lakowskl ,  1960), la 

e l a s t a s a  ( T u r i n 0  e t  a l ,  1969), la colagenasa (Elsen e t  a l ,  1970) 

y la r e n i n a  ( S c h a r p e  e t  a l ,  1976). Aunque la a c t i v i d a d  de 

a l f a ( 1 ) - a n t i t r l p s l n a  e s t á  f u n d a m e n t a l m e n t e  r e l a c i o n a d a  con l a  

p r e s e n c i a  en e l  s u e r o  sanguíneo de e s t e  l n h l b l d o r ,  la acclon 

a n t i t r í p t i c a  más i m p o r t a n t e ,  s e a  p r o p o r c i o n a d a  p o r  este 

l n h l b l d o r  o p o r  o t r o s ,  r e l a c i o n a d o s  con é l ,  se r e a l i z a  

fundamentalmente a n i v e l  t l s u l a r .  La importancia de e s t e  proceso 

de I n h l b i c i b n  de la p r o t e ó l l s i s  t i s u l a r  puede q u e a a r  demostrado 

porque s u  d e f i c i e n c i a  s e  acompaña de e s c l e r o  enfisema pulmonar 

( L i e b e r m a n ,  1959), e n f e r m e d a d e s  h e p á t i c a s  (KoJ e t  al ,  1978), 

c a r c l n o g 5 n e s l s  ( V e r l o e s  e t  a l ,  1978),  e t c  

De manera  p a r t i c u l a r  s e  h a  relacionado la  a c t í v l d a d  a n t l -  

p r o t e a s a  con dos fenómenos fundamentales:  

io.- La remodelaclón t i s u l a r  , como e n  e i  c a s o  de ia 

r e a b s o r c i ó n  q u e  acompaña la involución p o s t - p a r t o  del  

i i t e r o  o la r e g e n e r a c i ó n  h e p á t i c a  d e s p u i s  de la 

rlepatectomia pai’cial e n  l a  m t a  y 
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20.- La regulación del crecimiento y la d l ferenclaclón,  por 

ejemplo, el n ive l  aumentado de a c t l v l dad  p ro t eo l i t l ca  

encontrado en l a s  c é lu l a s  neop lás l cas ,  y q u e  

aparentemente p rop i c l a  la apar l c l ón  ae  metástasis, 

puede ser  debldo a la def ic lencia en los n lve les  de 

innib idores  de la act lv ldad proteol i t ica.  

La a c t l v l d a d  p r o t e o l i t i c a  l i b e r ada  a e l  acrosoma del  

espermaLtozolüe duran te  la  reacción acrosomal, parece s e r  

lndlspeiisable para pe rmi t l r  que la f e r t l l l zac ión  del óvulo se 

rea l ice  normalmente. Esta act iv idad proteo l i t l ca  obedece a un 

proceso de regulaclón flnamente controlado, lo cual subraya su 

importancia y enfoca nuestra atención hacla la partlcipaclón de 

es t e  t l p o  de  a c t i v i d a d e s  p r o t e o l i t i c a s  en e l  proceso  

reproduct ivo en general. Desde e l  punto de v ista que a nosotros 

nos interesa, la demostración de la part lc ipación de fenómenos 

p ro t eo l i t i c os  en e l  proceso de la ovulación (Espey, 1974; 

Morales et al, 1983), corrobora que la función inh ib i t o r l a  ae  la 

act iv idad proteol í t ica t ísu lar  desempeña un papel fundamental en 

los procesos en los cuales están lnvoucrados la d igest ión 

t isu lar ,  la remodelación o el creclmlento, y al mismo tiempo 

marca, tambi in  en la hembra, la pa r t i c i pac i ón  de  procesos 

proteol i t icos en la regulación del proceso reproduct ivo 

E l  crecimiento y la maduración fo l i cu lares  parecen ser  

continuos, una vez in i c i ado  e l  proceso sólo termina con la 

ovu1ac:tón o la a tres ia  (Hafez, 1974). La maduración fo l l cu lar  

 norma^ depende del desarrollo secuencia1 be ia susceptibil idad 

del fo l ículo al estimulo estrogínico, inicialmente, y después d 
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la FSH y a l i  L H .  S i n  embargo, a p e s a r  de l a  importancla  que 

p a r a  l a  s o b r e v i v e n c i a  de  la e s p e c i e  t i e n e  l a  madurac ión  

f o i i c u l a r  norma:, l a  a t r e s i a  p a r e c e  s e r  el d e s t i n o  f i n a l  de la  

mayoria  de los f o l i c u l o s  q u e  l n l c l a n  s u  crecimiento.  Una de l a s  

á r e a s  más i m p o r t a n t e s  en e l  e s t u d i o  de la f u n c i ó n  o v a r i c a ,  

h a s t a  a h o r a  cas1  completamente desconocida,  es  la r e l a c i o n a d a  

con l a  e lucldación de los f a c t o r e s  involucrados en e l  fenómeno 

de a t r e s i a  f o l i c u l a r .  

V a r i o s  grupos de a u t o r e s  h a n  t r a t a d o  de r e l a c i o n a r  las 

modif i c a c i o n e s  m i c r o s c ó p i c a s  r e l a c i o n a d a s  con el i n i c i o  y l a  

progresión del fenómeno de a t r e s i a  con cambins en la  morfología 

macroscópica  del f o l í c u l o ,  e s t o s  e s t u d i o s  s e  h a n  r e a l i z a d o  

p a r t i c u l a r m e n t e  en los ovínos (Hay e t  a l ,  1976; TurnBul l  e t  a l ,  

1977; Moor e t  al ,  1978; O'Shea e t  al, 1978). 

En e s t e  e s t u d i o ,  l a  c o n f i r m a c i ó n  h i s t o l ó g i c a  d e  l a  

o b s e r v a c i ó n  m a c r o s c ó p i c a  de c a m b i o s  m o r f o l ó g i c o s  en los 

fo l ículos  de la  c a b r a ,  apoya nuevamente l a  h i p ó t e s i s  de q u e  la  

a t r e s i a  f o l i c u l a r  puede ser e s t a b l e c i d a  p o r  la o b s e r v a c i ó n  

macroscopica de los fo l iculos .  Los experimentos  p i l o t o  l levados 

a calm d u r a n t e  el p r e s e n t e  estucilo, comparando las e v i d e n c i a s  

h i s t o l ó g i c a s  de a t r e s i a  con los datos  encontrados  por la simple 

observación ba jo  el microscopio de disección demostraron que las 

d i s c o n t i n u i d a d e s  de  l a  membrana  g r a n u l o s a  e s t u v i e r o n  

1nvariaBlemente: r e l a c i o n a d a s  con un aumento en l a  p i c n o s i s  de 

los nücleos de l a s  c i l u l a s  de la  granulosa ,  indicando que e s t o s  

c a m b i x ,  observables  macroscópicamente, no son una consecuencia 

de daños  p~~ovocadxus a r t i f l c i a l m e n t e  d u r a n t e  l a  disección de :os 

fo l iculos  o pur l a  manipulación p o s t e r i o r  de los mismos. 
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En la Fig .6  puede o b s e r v a r s e  la  c o r r e l a c i ó n  encontrada 

e n t r e  e l  a g r u p a m i e n t o  en c u a t r b  g r u p o s  de los  f o l i c u l b s  

disecados del o v a r i o  de la c a b r a  dependiendo de s u  a s p e c t 0  

macroscópico. con e l  d i a g n ó s t i c o  h l s t o p a t o l ó g i c o  del  g r a d o  de 

a t r e s i a ,  d i a g n ó s t i c o  q u e  se r e a l i z ó  s i g u i e n d o  c r i t e r i o s  

previamente  establec ldos  en la  l i t e r a t u r a  mundial (Hay e t  al, 

1 9 7 6 ;  Moor e t  a l ,  1979).  E l  g r u p o  1 c l a r a m e n t e  p u e d e  

c o n s l a e r a r s e  como f o r m a d o  c a s i  t o t a l m e n t e  p o r  f o i í c u i o s  

normales, s i n  e v l d e n c l a  microscópica de a t r e s i a ,  m i e n t r a s  q u e  e l  

grupo 3, t a n t o  3a como 3b, e s t a  c o n s t i t u i d o  c a s i  tota lmente  por 

fo l iculos  con e v l d e n t e s  d a t o s  his tológicos  de a t r e s i a  avanzada,  

s e c u n d a r i a  ( g r u p o  3a) o t e r c i a r l a  ( g r u p o  3b). El  g r u p o  

i n t e r m e d i o ,  g r u p o  2 ,  es  mucho más d i f í c i l  de  d e f i n i r  y 

seguramente los datos  encontrados  no podrán s e r  re lac ionados 

f á c i l m e n t e  con nlngiin grado de a t r e s i a .  S i n  embargo si se 

consi t lera  que más del 50% de 10s foi icuios  c l a s i f i c a d o s  en e s t e  

grupo p r e s e n t a n  h i s t o l ó g l c a m e n t e  d a t o s  de  a t r e s i a  i n i c i a l  o 

p r i m a r i a ,  no se  cometerá un e r r o r  muy g r a n d e  s i  se toman los 

d a t o s  encontrados  como m a n i f e s t a n t e s  del p r i n c l p l o  del proceso 

de a t r e s i a  f o l i c u i a r .  

La p o s i b i l i d a d  de d i a g n o s t i c a r  e l  n i v e l  de a t r e s i a  

f o 1 i c u ; a r  por la o b s e r v a c i i n  macroscópica d e b e  ser u t i l i z a d a  

p a r a  d e m o s t r a r  los cambios hioquírnlcos que seguramente preceden 

a los cambios morfvl6gicos y que s e r i a n  los eventos directamente  

responsables  de l a  desviación de la  maduración f o l i c u l a r  normal 

h a c i a  la a t r e s i a .  En e s t e  punto es n e c e s a r i o  h a c e r  n o t a r  la 

impiii?aii,ia de ;os 1 esultadcd pre3e:ltados ell la Fig. 7. La 

d i f e r e n c i a c i ñ n  microscópica  del  grado de a t r e s i a  p a r e c e  s e r  
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posible, sin embargo, es indudable que requiere de un proceso de 

ent renamiento  y s i empre  es tará  un poco sometido a la 

interpretación personal, p o r  lo cual r equ ie re  la Intervención de 

por lo menos dos personas que califiquen. La relación que parece 

e x i s t i r  en tye  el grado de a t r es i a  y la concentración de 

hemoglobina en l iquido fo l icular  o frece un mitodo totalmente 

c u a n t i t a t i v o  p a r a  l l e g a r  a e s t e  diagnóst ico.  Su mayor 

Inconveniente parece ser  que sólo ser ia  posible establecer este 

diagni>stico en los fol iculos grandes. 

Puesto que no se h i zo  ningún intento de cuant i f i car  o 

a i s la r  todos los fol ículos presentes en cada ovar io ,  no ser ía 

poslble establecer  una re lac ión  e n t r e  el  número t o ta l  de 

fol ículos y los diversos grados de a t r es i a .  No obstante,  l a  

distr ibucion de los fo l iculos aislados con respecto tanto  a l  

tamañs (diámetro), como al grado de a t r es i a ,  sug ie re  que la 

incidencia de a t res ia  f o l i cu lar  en la cabra está directamente 

relacionada con el diámetro f o l i cu lar  y que, aunque un fol ículo 

puede su f r i i .  atres ia en cualquier estadio de su crecimiento. la 

atres ia es más f recuente en los foliCulos de más de 6 mm, estos 

resultados están en general de acuerdo a los obtenidos por otros 

investigadores. Por ejemplo en el Borrego Carson e t  al (1979) 

encontrarvn que el 64) de los fOliCuloS mellures de 2 mm son 

ese:icialmente normales, mienti-as q u e  el 937 de l o s  fo l iculos 

mayores de 6 mrn son atl , is icos. 

SI asumimos que la selecclóii de lús  fo l icuios para  ser  

di2 'ecaJ~s f ué h e c h a  totalmeiite a1 azar,  ser ía posible establecer 

que el nilmerL total  de fol iculoS de cada gi'upo r e f l e j a  la 
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p robab i l i d ad  f i s i o l ó g i c a  de que  un f o l i c u l o  de d i chas  

condl.ciones se encuentre en un ovar io  determinado, Y por lo 

tanto  ser ía  también relacionable con el tiempo que Cada fOliculo 

pasa en cada uno de los estadios. Estudios simllares realizados 

por Carson et a l  (1979) en el  borrego, parecen demostrar que el 

tiempo requer ido  para  que un fo l iculo crezca de 1 a 3 mm es 

mayor que el tiempo r equer ido  subsecuentemente pa ra  un 

creclmiento similar.  Turnbull et  a l  (1977) encontraron que el 

65% de los fol iculos estudiados por ellos tenían entre  1.5 y 5 

mm (le diámetro, i n f i r i endo  de ésto que e1 tiempo de crecimiento 

es mayor para los fol iculos pequeños que pa ra  los grandes. 

Nues t ros  da tos  i nd i c an  que  no h a y  ninguna d i f e r enc i a  

s i gn i f i ca t i va  en t r e  ei número de folículos menores de 6 mm y 10s 

mayores de 6 mm lo cual parece demostrar que en el caso de la 

c a b r a  el  c r ec im ien to  f o l l c u l a r  e s  más r e g u l a r ,  aunque 

c iertamente ex i s te  la tendencia de que el crecimiento anter ior  a 

6 mni es  menos rápido que el crecimiento posterior. 

Después que el ovocito ha reanudado la meiosis y se 

h a  l l e vado  a cabo normaimente la rnauui~aciór, f ó l i cu lar ,  l a  

1IberaciÓn de un ovoclto f e r t i l i z ab l e  se i-*$aiiza mediante la 

r u p t u r a  del f o l i cu l o  y el vaciamiento de su contenido, 

incluyendo el  ovocito, en el ambiente extraovZi-.ico Este p,r.wesc.. 

se conoce como ovulación. La ovulacioi-i involucra algunos 

procesos locales que son cruclales pa2.a ‘qu? ei  eveiito SE realice 

normalmente En el  mamífero, los fol iculos ma lur i s  se acercan a 

la s u p e r f i c i e  de l  o v a r i o  hasta  que f9rrnai-i sobre el la  u n a  

P J  c j t rus i i n  cub i e r t a  por una delgada niembi’ai~a d e  aspeLtc 

translúcido, llamada estigma. 
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EI proceso de ovulación ha sldo el objeto de numerosos 

experimentos. La evldencla acumulada indica que un prerequlslto 

esenclai  para  que se r e a l l c e  la rup tura  f o l l cu l a r  es la 

descomposición de la capa de te j ido  conectivo, fundamentalmente 

colágena, que  cubre al  f o l í cu lo  (Espey, 1978). En t r e  los 

elementos que se han menclonado como causantes de este proceso 

dlnám L C O  podemos mencionar: 

(i) Aumento en la  presion ln t ra fo l l cu lar .  Esta hipótesis ha sldo 

pract lcamente descartada porque no se na podldo demostrar 

ningiin aumento s l gn l f l ca t l vo  en la presión i n t r a f o l i cu l a r  

por  medlo d e  mlcromanometria (Espey y Llpner,1963; Heyer et 

al, 1971). Asi  mismo por observación d l rec ta  se ha podldo 

constatar que la ovulación no es un fenómeno exploslvo, slno 

más blen un proceso degeneratlvo de l a  pared follcular. 

(2) Acclón d i rec ta  del aumento en la secreción de estero ides  

(Rondell, 1974). Provocando un aumento en la d is tens lb l l ldad 

de la pared fo l l cu lar .  Se ha demostrado que la LH exógena, 

e l  AMP-cíclico y la progesterona inducen un marcado aumento 

eii la d ls tens ib l l ldad de bandas de  te j ido  ovárlco estudiadas 

irk v l t r o ,  e fec to  que puede ser  inh ib ido  por la adición de 

c lanoquetona  (Rondell,  1974) y por l a  a d i c i ó n  de 

arnlnoglutetlmida (un potente inh ib idor  de la h idró l l s l s  de 

l a  cadena la te ra l  del colesterol) (Testar t  e t  ai  (1983). Sin 

embargo más recientemente se ha demostrado que en un sistema 

m á s  f i s i o l ó g i c o ,  o v a r i o  p e r f u n d i d o ,  l a  a d l c l ó n  d e  

arnlnoglutetlmlda, a pesar de que lnh lbe  la esteroidoginesls 

ovár ica ,  no es capaz dr i n h i b i r  la ovulación (Yoshlmura e t  

al, 1986). De la mlsma manera se ha demostrado que  el  
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bloqueo de la  s ín tes i s  de es t rad io l  inducida por l a  

aplicación de LH no bloquea la ovulacisii (Koos et di, 1984) 

y que la u t l l l z ac i ón  i n  v i v o  de la clanoquetona como 

: inhib idor  de l a  esteroidogénesis tampoco p rev i ene  la  

ovulación provocada por la aplicaclon de hCG. 

(3) Acción de algunas enzimas proteol ít icas sobre la pai.ed del 

o v a r i o  (Espey, 1974; Morales et al, 1983; Imoedemhe y Shaw, 

‘L986: Yosfiirnura y Wallach, 1987). Hipótesis  sobre  la  cual 

nos detendremos posteriormente. 

(4) Presencia de una reacción inf lamator ia K i t a i  et a1 (1065 ) 

han demostrado la Presencia de alteraciones microvasculares 

en el  f o l í cu lo  del conejo duran te  la ovulación. Estos 

cambios lncluyen vasodilatación, extravasación causada por 

saurnento en la permeabilidad vascular, degranulación de las 

d células cebadas y defectos caracter íst icos de llenado en la 

r e g i ó n  a p i c a l  bel f o l i c u l o  p~3eGvula tOr ic . .  Es tas  

observaciones permiten suger i r  que, cualquiera que sea la 

causa promotora, la rup tura  fo l icular  se realiza mediante la 

pa r t i c l pac i on  de estos cambios vasculares. Dos de los 

agentes mas ef icaces desde este  puiltu be v i s t a ,  son ia 

prostacicllna y la histamina, reconocidos como mediadores 

químicos de la inflamación (Hamada et  a1,1977; Hamada et ai, 

1978; Kobayashi  et  al ,  1983; K i t a i  et  a l ,  1985a) EII 

algunos mamíferos la aplicación sist imlca de indvmetacina, 

un potente i nh i b i do r  de la  s in tes i s  de  prostaglandinas, 

lnhibe  la ovulación; mientras que ia aplicacion exógena de 

prostaglandina F-2a r e v i e r t e  es te  e f e c t o  ;Waliach e t  a i ,  

1975). En un sistema in v i t r o ,  como el o va r i o  perfuiididb 
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conejo, se ha encontrado que la adición de prostaglandinas 

induce  la s in tes i s  de  prostaglandinas, part icularmente 

prostacicl ina por las células de la granulosa (K i ta i  e t  al, 

1985a). En este  mismo sistema las prostaglandinas son 

capaces d e  Induc ip  la  ovulación en ausencia d e  

gonadotrofinas. Estos resultados han orientado ha presentar 

la hipótesis de que la prostaclclina (PGi2) es un potente 

mediador de la funclón preovulatoria del ovar io  (KOOS y 

Clark, 1982). Desde hace tiempo se conoce que el pico de LH 

aumenta la  degranulación de las células cebadas presentes en 

la vasculatura del ovarlo,  aumentando la concentración de 

Iilstamlna en e l  folículo (Llpner, 1971; Krishna y Terranova, 

1985) La par t i c ipac ión  de  la histamina en la r u p t u r a  

f o l l cu l a r  está  apoyada por la observación de  que la 

bistamina sola, en ausencia de gonadotrofinas, es capaz de 

provccar la ruptura fo l i cu lar  en el ovai'lo perfuníiido del 

ConeJo. Este e fecto  puede ser  inb ib ido  por la clmetidina, un 

bloqueador de los receptores H2 (Kobayashi e t  al, 1983). Sin 

rhmbargo, la e f i c ienc ia  ovulatoria inducida por histamina, 

407.  es menor que la obtenlda p o r  ei  ti-atdniientu 

#on ad o t r o f  i n a s, 7 07 Estos da tos  sug ie ren  que  la  

part ic ipac lon de la histamina debe r r  acompañada de la 

ac t i vac ión  de  algiín(os) otro(s)  mediadoi.(es) químico(s). 

15) C2ntracti l idad oval ica Esta hip6tesis h a  sido sostenida p ~ i  

e1 haliazgu de f i b r i l l a s  musculares en el estroma cort ical  y 

en la teca externa de los foliculos ova i icos  (OKamura et ai, 

1972) En e l  cbnejo la mec i~c1 í~ i~  d i i  e ' t a  ~ . O I  í;ly9Lc 

t ransductores ha demústrado el aumentv en la C C ) I I t r d C t i A i d d d  
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ovár ica en el momento de la ovulaclón (Wright e t  al, 1976). 

Tamblén se ha demostrado que las prostaglandinas y los 

agentes adrenérgicos y collnérgicos son capaces de modif lcar  

esta conducta y por lo tanto de pa r t i c i pa r  en el mecanismo 

de la ovulaclón (Vlrutamasen e t  al, 1972; de la Cruz e t  al, 

1976). Es posible que el e f e c t o  de la con t rac t i l i dad  

f o l icular  sea sólo el de mantener una tensión intra fo l icu lar  

constante de manera de a s i s t i r  la extruslón del contenldo 

fo l l cu lar  en el momento de la ovulación. 

(6) Estero ldogénes ls .  La p a r t l c i p a c i ó n  d e  los e s t e ro ldes  

d i rectamente  en el proceso de  la ovulaclón ha s ido 

e:studlado repetldamente, pero los resultados contradictor ios 

p.revienen la posibil idad de e laborar alguna hipótesis  firme. 

Ez blen conocido e l  e fec to  que t iene la hormona lutelnlzante 

sobre la s intesls  de progesterona por el fo l iculo (Thebault, 

1977) y también se sabe del e f e c t o  de la P4 sobre  l a  

d l s t e n s l b l l l d a d  d e  la pa red  f o l l cu lar .  Ronde11 (1974) 

suglr ló  que la act iv idad enzlmátlca que lleva a la ruptura  

f o l l cu l a r  es estimulada por  la e levaclón de P4 como 

consecuencla del plco preovulator lo  de la LH. Esta tésls f u é  

apoyada posterlormente por  T e s t a r t  e t  a l  (1983), qulenes 

demostraron que la ovulación es lnhlblda por la supresión de 

la  e s t e r o l d o g é n e s i s  po r  e l  uso d e  f o s f a t o  d e  

aininoglutetlnida, un inhib idor  de las cadenas laterales del 

colesterol. Sin embargo Yoshimura Y col. (1986) uti l izando 

este mismo inhlb idor  de la esteroldogénesis no observaron 

n.1ngiin e fecto  sobre la ovulaclón lnduclda por hCG. Estos 

datos sug ieren que la rup tu ra  f o l i cu l a r  que se da a 
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consecuencia del pico de LH parece invoiucrar un mecanismo 

d i s t i n t o  a l a  esteroidogénesls .  

L.a descompusicion del t e j ido  conectivo presente en el  apex 

de la pared fo l l cu lar  parece ser un prerequls l to  esencial para 

que  se r e a l i c e  normalmente la r u p t u r a  f o l i cu la r .  Esta 

descomposlclón parece s e r  dependiente de l a  presencia de 

enzimas con ac t i v idad  proteol í t ica tanto en la pared como en el 

l iquido fo l icular .  Estudios in  v i t r o  han demostrado que las 

serlna-proteasas son capaces de disminuir la fuerza tensil de la 

pared f o l i cu la r  (Beers, 1975). Va r i as  enzimas con ac t i v i dad  

pro teo l i t i ca ,  a s í  como de moléculas capaces de ac tuar  como 

inhlbldores de éstas, se hayan presentes fislológicamente en el  

ambiente en que se real iza la ovulación y podrían actuar  como 

moduladores de es t e  proceso (Espey, 1980). 

Nuestros resultados (Figs. 8A , B y 9) muestran que el 

l iquido fo l icular  de la cabra contiene un poderoso inhibidor de 

la act iv idad de serina-proteasa cuya cantidad está inversamente 

relaclonada con el tamaño fo l icular  y con el grado de atresia.  

As í ,  l a  activldacl de este inh ib idor  es s igni f icat ivamente menor 

en los; fol iculos mayores de 6 mm que no presentan fenómeno de 

atresia que en los fol iculos pequeños, menores de 6 mm, con 

ev iden tes  señales de a t res ia .  

1Iuestros datos tamhién señalan la presencla, por primera 

vez, de act lv idad proteol it ica de t i po  s imi lar  a la t r l ps ina  

tanto  en e l  l i qu ido  f o l i cu la r  como en las  células de la  

granuiosa y en la  p a r i d  fdllCUlar ( F i g s .  12A y E). La act iv idad 

t r ips ino ide  en el l iquido fo l lcular  de la cabra es sobre todo 



- 104 - 

a p a r e n t e  en los fo l i cu los  grandes ,  mayores de  6 m m ,  q u e  nu 

p r e s e n t a n  fenomeno de ati ,esia y q u e  por  lo t a n t o  puede11 ser 

considerados como aquel los  fo i icuios  que  e s t á n  llegando al f i n a l  

de su evolución normal ,  es dec l r  a la ovulac lón .  

S:in embargo, debe seña larse  que  a p e s a r  del aumento en la 

a c t l v l d a d  t r i p s i n o l d e  en e s t e  t i p o  de ful iculos ,  s u  demostrac l tn  

exper Lmental exige la eliminación de la a c t l v l d a d  a n t l t r i p t i c a .  

Estos resul tados  podrían estar de acuerdo con los de Y O S h l m U r a  y 

Wallach (1987) q u e  indlcan que  la ovulación obedece a fenómenos 

de a c t i v i d a d  p r o t e o l i t i c a  suJeCos a procesos  muy f i n o s  be 

r e g u l a c i ó n .  E s t o s  a u t o r e s  e n c o n t r a r o n  q u e  la e f l c i e n c i a  

o v u l a t o r l a  f ué  s l g n l f  i ca t lvamente  aumentada cuando los o v a r i o s  

f u e r o n  p e r f  undidos con es t reptoc inasa  en concentraciones mayores 

de 10 U / m l ,  p e r o  menores de 60 U/ml.  CuanCio la cant ldad be 

e s t r e p t o c l n a s a  p e r f u n d i d a  rebaso e s t a  Ultima cant idad,  100 U/ m ?  

p o r  e j e m p l o ,  l a  e f l c i e n c i a  o v u l a t o r i a  disniAnuyü 

s i g n l f l c a t i v a m e n t e  por  debajo  de las c i f r a s  o b t e n i d a s  en e l  

o v a r l o  c o n t r a l a t e r a l  no s u j e t o  a r . i n g u n a  pe1.f d s i o n  

N u e s t r o s  r e s u l t a d o s  e s t á n  también  ae a c u e r d c  con los de 

Imoedemhe y Shaw (1986) y apoyan la hipotes is  de que ex is te  utia 

r e l a c l ó n  i n v e r s a  e n t r e  las  a c t i v i d a d e s  p r o t e o l i t i c a  y 

a n t l p r o t e o i i t l c a  p r e s e n t e s  en  e l  l iq i l idi i  f o l i c u l a r  , e s t e  

equi l . lbr io  permite la predominancia  de a c t i v i d a a  p r o t e o i i t  i c a  

según el  fo l i cu lo  va  probresando en su Creciniiento y iriari~ii E ~ C ~ O I ~ ,  

de manera que  permit i rá  la digest ión u p u r t u n a  de la paz ru  

f o l l c u l a r ,  f a c i l i t a n d o  la ovulac lón .  

Se coiluce que l a s  g o n a d ~ t r o f i n 3 S  sun  reSp<jlisaLleS dr - 1  

regul.ición de l a  producc l t i i  del a c t i v a d o r  del plasmln6keno r.1 
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las cé lu las  de la granulosa  (Wang y Leung, 1983) S t r i c h l a n d  y 

Beers (1976) h a n  s u g e r i d o  q u e  las g o n a d o t r o f  i n a s  producen  

ovulaciñn a t r a v é s  de l a  síntesis  del ac t ivador  del PlaSminogenO 

en  los f o l í c u l o s  maduros. E s t e  a c t i v a d o r  a c t ú a  s o b r e  el 

p l a s m l n i g e n o  d e l  l i q u i d o  f v l i c u l a r  y del  t e j i d o  o v á r i c o ,  

produciendo plasmina. Yoshimura y Wallach (1987) proponen que la 

elevación de la plasmina en el l í q u i d o  f o l i c u l a r  ocasionada POP 

el pico de LH asi como el incremento de o t r a s  s e r i n a - p r o t e a s a s ,  

conducen a la a c t l v a c i i n  de la colagenasa p r e s e n t e  en el t e j i d o  

c o n e c t i v o  del f o l i c u i o  y q u e  é s t o  j u n t o  con u n a  s e r i e  b e  

slstemas enzlmátlcos  locales,  conducen a la r u p t u r a  de la pared 

f o l i c u l a r .  

Yoshirnura y Wailacn (1987) i n d u j e r o n  la o v u l a c i i n  en  

o v a r i o s  de cone ja  p e r f  undidos con e s t r e p t o c l n a s a ,  un a c t i v a d o r  

del plasmln6gen0, bajo condiciones en que  era posible a s e g u r a r  

la t o t a l  a u s e n c i a  de hCG. En o t r o s  experimentos ,  la ovulación 

i n d u c i d a  por  nCG f ué s igni f i ca t ivanlente  reducida por la adlcitri  

de u n 

potente  i n h i b i d o r  de l a  conversltrl de plasmin5gerio a pldsmina I, 

b len  por  la a d i c i ó n  de un i n h i b i d u r  de proteasas,  la aprot in ina  

(Denlter  e t  a l  ,1979; P e t e r s e n  e t  a l ,  1985). 

4 - t r a n s  - (am i nom e t  11 -c i c l  oex a no -2 c 1 d o c a r  búx i 11 c o ), 

Nuestros  resuitados, en la caBI.a, no apoyan la h ipótes i s  del 

plasminógen@-plasniiiia como p a r t i c i p a n t e s  en al fenimeno de ia  

ovulación,  pues to  q u e  demuestran q u e  la a c t i v i d a d  p r o t e o l i t i c a  

fundamental  del l i q u i d o  foliCUlaP se haya  c o n t e n i d a  en  una  

molSciila c u y a  a c t i v i d a d  p x ’ o t e a l i t i c a ,  se1 ‘ l i d  pi iii e a i a , y  L U Y ~  

peso moleculai. ,  2 4  G G G  d a l t o n s  ( F i d .  lo,,  SI,^ U i f e I r i l t r s  a 
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1 a s  e s  p e r a b 1 es  en e 1 

Observaciones rec i entes  han cuestionado, también, el papel 

espec í f i co  del act ivadur  de; p1asml:iógeno en el  proceso de 

ovulaclón (Espey y col, 1985) Dado que la lndometacina f u i  

capaz de i n h i b i r  la ovulación en la rata  sin tener efecto sobre 

el  act ivador  del plasminógeno 

eq u i 1 i b r 1 o p 1 a s ni i n ó g en  o - p 1 a s m i n a 

A pesar de que la act iv idad proteo l í t i ca  presente en el 

l i q u i d o  f o l í c u l a r  puede s e r  cons iderada  impor tante ,  es  

seguramente mayor la importancia de la ac t i v idad  proteol ít ica 

local izada directamente en la pared  fo l i cu lar .  La Fig. 12 

muestra que la ac t i v idad  t r i p s l n o i d e  presente en los sacos 

f o l i c u l a r e s  obten idos  d e  f o l i cu l o s  no a t r i s i c o s  grandes ,  

mayores de 6 mm, es de 2 a 3 veces mayor que la presente en los 

sacos d e  f o l í cu los  pequeños o con ev iden te  degeneración 

a t r i s i c a .  Es posible postular  que  la  l iberac ión  de esta  

act iv idad proteo l í t i ca ,  por las células de la granulosa, dentro  

del t e j ido  conectivo de la pared fo l i cu lar ,  puede conducir a la 

activación de  la act iv idad la tente  de colagenasa (Uorales et al, 

1983). Este sistema enzimático, actuando localmente. a l t e r a r á  

la in t eg r idad  del t e j i d o  conect ivo  de la pared  f o l l cu l a r  

facil i i-ando su ruptura  y la eclosión del ovocito. 

U t i l l z a i i d o  e l  modelo d e  p r i v a c i ó n  aguda  de 

gonadotrof lnas, B i l l  y Greenwald (1981) encuentran que l o s  

primei-os cambios indicad6PeS de la in i c iac i in  del proceso de  

a t res ia  se encuentran 4 noras después de la aplicación del anti-  

suero. Morfológicamente la a t res ia  se in i c ia  por la afectación 

dz las ?:iluias de la grariulosa. En efecto a este tiempo, se 

observarun una g r a n  cantidad de cSlulds de l a  granulosa con 
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núcleos p icnót lcos  pr inc ipa lmente  en las células  q u e  rodeaban al 

ovoclto. A las 8 h o r a s  s e  observó la des lntegrac ión  del Cumulus 

oophoirus aunque  s i n  des integrac ión  del ovoci to  A l a s  2 4  h o r a s  

el cumulus se observa  totalmente  deslntegrado y el ovocito f l o t a  

l ibremente  en la cavldad a n t r a l .  U l t r a e s t r u c t u r a l m e n t e ,  Gondos 

(1982) ha  observado también q u e  los pr imeros  camblos a t r é S i C O S  

se e n c u e n t r a n  en  las c é l u l a s  de la g r a n u l o s a ,  lnc luyendo 

c o n d e n s a c i ó n  n u c l e a r  y modif  i c a c l o n e s  d e  l o s  o r g a n e l o s  

c i toplásmicos ,  pr lnclpalmente  de las mi tocondr ias .  

En v i s t a  de esta rápida degeneraclón de las células  de 

la g r a n u l o s a  d u r a n t e  el d e s a r r o l l o  de  la a t r e s i a ,  es de 

l m p o r t a n c l a  c o n s i d e r a r  que  nuestros  resultados lndican que en el 

subgrupo 3a ( a t r e s i a  secundar ia )  las células  de la g r a n u l o s a  

m u e s t r a n  el n i v e l  más a l t o  en la c a n t i d a d  de a c t l v l d a d  

p r o t e o l i t i c a  ( F i g .  12).Esto podr ia  i n d i c a r ,  tal vez, que  uno de 

los  c,ambios bioquimicos i n i c i a l e s  en el fenómeno de a t r e s i a  e s  

la 1i:beración o a c t i v a c i ó n  de la a c t i v i d a d  p r o t e o l i t i c a  d e n t r o  

be las cé lu las  de la granulosa ,  lo  cua l  p r o d u c i r i a  degeneración. 

i n h l b i c l ó n  del contac to  i n t r a c e l u l a r  y desprendimientc  de l ac  

c é l u l a s  al  i n t e r i o r  de la c a v i d a d  f o l i c u l a r .  Es  también 

n e c e s a r i o  hacer h i n c a p i é  en que  e s t e  aumento en ;a a c t i v i d a d  

p r o t e o l i t i c a  i n t r a  y e x t r a c e l u l a r  de las células  de la granulosa  

acompañan, y q u i z a  expl i can ,  el fenómenc de PelaJdClón de la 

u n i ó n  del cumulus a la p a r e d  f u i i c u l a r  y f i n a l m e n t e  la  

I lber ’ac ión del ovoc i to  al i n t e r i o r  del folículo con lo c u a l  

llega a su f i n a l  el fenómeno de atresia.  
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CONCLUSIONES 

-En la cabr.a, ia a t r e s i a  fo l i cu la i  puede sei jdzgada con 

bastante certeza por la observación de los folículos disecados 

en un microscopio estereoscopico. 

-La discont inuidad de la capa gran~ i losa  es un importante 

parámetro para c a l i f i c a r  el grauo de  a t r e s i a ,  dado que al  

estudio histológico se demostró que esta c a r a c t e r i s t i c a  esta 

altamente relacionada con la presencia de núcleos picnóticos 

-Es muy probable que uno de los cambios b l O q U i m i C O S  iniciales en 

el  fenómeno de la a t res ia  sea la l iberacion 0 activación de un 

t i p o  de ac t i v i dad  pro teo i i t i ca  dentro de las calulas de  la 

granulosa y que sea este proceso bioquimico el que preceda a los 

camb:los morfológicos que su f r e  el  fol iculo con la atresia.  

-La concentración de hemoglobina, es un adecuado mitodo 

cuant i ta t i vo  para medir la atres ia  fo l i cu lar  en los foliculos 

caprrnos mayores de 6 mm. 

-Se demostró la presencia en el l iquido fol icular de un poderoso 

1nhlbldOr de la act iv idad de serina-protcasa, que tiene un peso 

molecular aproximado de 64,000 Ualtones y cuya  concentraclón 

está inversamente relacionada con e l  taniaií0 y el  grado de 

a t r e s i a  f o l i cu lar .  

-También se demostró la presencia de una actividad similar a la 

t r i gs ina ,  tanto  en el  l íqu ido  fo l i cu lar  corno en l as  células de 

la granulosa y de la pared fol icular.  
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-La ac t i v idad  proteo l í t i ca  similar a t r lps ina  est& contenlda en 

una molécula de 24,000 daltones de peso molecular aproximado. 

-La act iv idad t r ips ino ide  presente en el  l í qu ido  fo l l cu lar  de la 

cabra es aparente sobre todo en los foliculos grandes mayores de 

6 mm. que no presentan a t res ia  y que se podria pensar que son 

los que van a ser ovulados, de ta l  manera que se podría postular 

que la l iberación de la ac t i v idad  proteo l i t i ca  puede conducir a 

l a  ac t i vac ión ,  por  eJemplo de  colagenasa y este  sistema 

enzimático actuar localmente alterando la in tegr idad  del t e j ido  

conectivo de la pared fo l l cu lar ,  fac i l i tando su ruptura  durante 

la ovulación. 

-La ac t i v idad  t r ips ino lde  presente en sacos fol iculares es 2 o 3 

veces mayor en los fol iculos grancles no a t r i s i cos  que en los 

pequeños o en proceso de atrósia. 

-En (31 l iqu id0 fo l l cu lar  caprlno. la ac t i v idaa  de t r lps ina  sólo 

se puede demostrar después de la eliminación de la act lv lQad 

a n t  11. r i p  t i c a  . 

-En el l iqu ido  fo l i cu lar  ex is te  una relación inversa  ent re  l a s  

ac t i v idades  p r o t e o l i t i c a  y ant ipro teo l í t i ca .  Si la a c t i v i d a d  

protfbolitica pred0mina.e; f oliculo progresa en su crecimiento y 

mldurac l ln ,  ásto  pai’ece ind icar  que esta act iv idad participa en 

el procesr, de C,vulación S í  la act iv ldad predominante es l a  

a n t i t r i p t i c a  , inev i tab lemente  se t r a t a  de un f o l i cu l o  en 

degeneración o atres ia  



B I  BLl OGH A F I A 

Ainswarth,  L., Tsang, B.K., Downey, B.R., Marcus, G.J. and 
Armst.rong, D.T. ( 1980 ). In t e r r e l a t i onsh ips  betwen f o l l i cu la r  
f l u i d  s t e r o i d  l eve l s ,  gonado t rop i c  s t imu l i  and  oo cy t e  
maturation. Biol. Reprod. 621 - 627. 

Anderson, E. and A lber t in i  D.H. ( 1976 ). Gaps juiitions between 
t h e  oocyte and companion fo l ic le  cells i n  mammalian Ovary. J. 
Cell BiOl.72 680 - 686. 

Anderson, E. ( 1974 ) Comparative aspects o f  t h e  ultrastructure 
of  the female gamete. Int.  Rev. Cytol. ( Suppl )$ 1-70. 

Bachvarova, H., De Leon, V. ( 1980 ). Polyadenylated RNA of 
mouse ova and loss o f  maternal RNA i n  ear l y  development. Dev. 
Biol. 5 2  248 - 254. 

Bagdasarian. A., Wheeler, J., Stewart ,  J.G., Ahmed, S.S. and 
Calman, R.W. (1981). Isolation of a l f a  1 protease inhibitor from 
human normal and malignant ovar ian tissue. J. Clin. Invest.  
67: 281-291. 

Baker, T.G. ( 1963 ) A quant i t a t i v e  and cytological study o f  
germ cell i n  human ovaries.  Proc. R. Soc. London. Ser. B g. 
417 -433. 

Balter., T.G. ( 1966 ) A quant i t a t i v e  aild cytological study of 
oogenesis i n  the rhesus monkey. J. Anat. 100. 761 - 776. 

BaKer, T.G. and Neal, P. ( 1972 ) Gonadotropin-induced 
maturation o f  mouse g raa f i an  fo l l i c l e  cells i n  the mammalian 
ovary .  J. Cell. Biol. 72: 680 - 686. 

Bakei-,  T.G. ( 1972 J .  Oogenesis and ova r i an  development. In  
Reproductive Biology ( Ed. H. Balin E¡ S. Glasser ) pp. 398 - 
437. Amsterdam: Excrepta Medica. 

Baker, T.G. ( 1972 a ) Oogenesis and ovulation i n  reproduct ion 
i n  rniammals, Vol. 1, G e r m  cel ls and f e r t i l i z a t i o n  ( Ed. C.R. 
Austin & H . L .  Short  ), pp. 14 - 45. Cambridge Univers i ty  Press. 

Ball. S.D.. Wietteri, E.1, and Byer s ,  A.P. 1985 ) DNA, RNA, and 
prot € i n  syiitliesls by porcine oocyte-cumulus complexes dur ing  
exparisloti. tilol. R e p ~ . * . d  & 7 3 9 - 7 4 4  

Bdktus, E., Braci iet ,  J .  Hanocq Q u e r t i e r ,  J., and Hubert ,  E. 
( 1973 J I nh i b i t i on  of pro t e in  synthesis .  D i f e r en ta t i on  g 
127 -14 3 

Bar-Ami,  C and Tsa f i r i ,  A. ( lY81 ). The acquis i t ion of  meiotic 
c3mpetence i n  t h e  r a t  . role of gonadotropin and estrogen. Gamet 
?,e- 5 46?  - 47r 



- 111 - 

Bar-Ami, S. Nimrod, A., Brodie, A.M.H., T s a f i r i ,  A. (140s) kole 
Of FSH and oestrad ia l  17 i n  t h e  development o f  meiotic 
competence i n  r a t  oocytes. J. Steroid ljiochem 965 - 971. 

Bar-Ami. C., Tsa f i r i ,  A ( 1566 J The development o f  meiot ic  
competence i n  the r a t :  'Role o f  normones and of the stage of  
f o l l i cu lar  development Gamete Research 13: 39 - 46. 

Barbehenn, E.K., Wales, R.G. and Lowry, O.H. í 1974 ) The 
explanat ion f o r  the blockade o f  g lycolys is  i n  e a r l y  mouse 
embryos. Proc. Natl. AcadSci USA w. 1056 - 1060. 

Barhehenn,  E.K., Wales, R.G. and Lowry,  O.H. ( 1978 ) 
Measurements of metabolites i n  single preimplantation embryos: a 
new means t o  s tudy metabolic control  i n  ea r l y  embryos J. 
Embryol.Exp.Horpho1. 43: 29 - 46. 

Bauminger, S., Lieherman, M.E. and Linaer H.H. ( 1975 ) Steroid.- 
inbe l~end ient  e f f e c t  of gonadotropins on prostaglandins synthesis 
i n  P a t  graaf ian fol l ic les i n  v i t r o .  Prostaglandins 2. 753 - 
764. 

Beau,mont, H.M. and Mandl, A.M. ( 1962 ). A quant i ta t ive  and 
cytological  study of  oogonia and oocytes i n  t h e  f o e t a l  and 
neonatal ra t .  Proc. R. Soc. London, Ser. B 155. 557 - 579. 

Beers, W. H. ( 1975 ) Foll icular plasminogen and plasminogen 
ac t i va to r  and the e f f e c t s  of plasmin on ovar ian fo l l i c le  wall. 
Cel l .  F. 379. 

Be r r idge ,  M.J. ( 1981 ) Phosphat idy l inos i to l  hydro lys is :  a 
multxf untional transducing mechanism. Mol. Cel I .  E n b o c r . e .  
115 -. 140 . 
Biggers, J.F. ( 1972 ) Metabolism of the oocyte In  Oogenesis, 
(Eds. J.D.Biggers 8 A.W. Shultz.). Un i ve r s i t y  Pa rk  Press, 
Baltimore. pp. 241 - 251. 

Biggers, J.U., Whittinghamm, D.Q., Donahue, R.P. ( 1967 ) The 
pa t t e rn  of energy metabolism i n  the mouse oocyte and zygote. 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 53. 560 - 567. 

B i l l ,  C.H. and Greenwald, G.S. ( 1981 ) Acute gonadotropin 
depr.tvation. 1.A model for the study o f  f o l l i cu la r  a t r e s i a  
BiOl. Reprod. x. 913 - 521. 

Bil l ing, H., Hedin, L. and Magnusson, C. ( 1983 ) üonaaotrophins 
st imulate lactate production by r a t  c u m u l u s  granulosa cells. 
Acta Endocrino1 ( Copenh ) e. 562 - 566. 

Bil l ing, H. and Magnusson, C. ( 1985 ) tionadotroyin - induced 
1Ahib i t iOn of oxygen consumption i n  r a t  oocyte - cumulus 
complexes: relief by adenosine. Biol. o f  Rapi.od. =:890-898. 

BlacK, J.L. and Erickson, B.H. ( 1968 ) Oogenesis ana o va r i an  
development i n  the prenatal  pig. Anat. Rec.= 45 - 55. 



- 112 - 

Bleil,  J.D. and Wassarman, Y.H. ( 1980 ). Synthes is  o f  zona 
pellucida prote ins by denuded and f o l l i c l e  - emlosed mouse 
oocyt'e during cu l t i ve  i n  v i t r o .  Proc. Nat. Acad. Sci. USA p. 
1029 - 1033. 

Bloom, A.M. and Mukherjee, B.B. ( 1972 ) RNA synthes is  i n  
maturating mouse oocytes. Exptl. Cell. Res. 7 3  577 - 582. 

Boreen, S.M., Gizang, E., Schultz, R.H. ( 1983 ). Biochemical 
studies o f  mammalian oogenesis: Synthesis of 5s and 4 s  RNA 
dur ing  growth o f  the mouse oocyte. Gamete Res. 8.379 - 383. 

Borurn, Y. ( 1961 ) Oogenesis i n  the mouse : A study o f  meiotic 
prophase. Exptl. Cell. Res. 23.  495 - 507. 

Brachet, J. ( 1967 ) Ef f e c t s  o f  actinomycin, puromycin and 
cycloheximide upon the maturat ion o f  amphibian ovocytes. 
Exptl. Cell Res. 42. 233 - 236. 

Brachet, J., Schutter, P.D. and Hubert, E. ( 1975 ) Studies o f  
matU:ratiOn i n  Xenopus laev i s  oocytes. 111. Energy production and 
requitrements f o r  prote in  synthesis. D i f f e rent ia t i on ,  3 3 - 14. 

Braw, R.H. and Tsa f r i r i ,  A. ( 1980 ) Follicles explanted f r om 
pentobarbitone-treated r a t s  prov ide  a model f o r  a t r e s i a .  J. 
Reprod. Fer t .  w. 259 - 265. 

Brinster ,  R.L. ( 1971 ). Oxidation o f  py ruva t e  and glucose by  
oocyte of t h e  mouse and rhesus monkey. J. Reprod. Fert .  -. 187 
-191. 

Brower, P.T., Gizang, E., Boreen, SA., Shultz ,  R.M. ( 1981 ). 
Biochemical s tudies  of mammalian oogenesis: Synthes is  and 
s tab i l i t y  of var ious classes of RNA dur ing  growth o f  the mouse 
oocyte i n  v i t r o  Dev EUOI. E. 373 - 383. 

Carson, H.S., Find lay ,  J.K., tiurger., H.ci and Trounson, A O.  
1979 ) Gonadotropin receptors of  the ovine ovar ian fo l l i c le  

during fo l l icular  growth and atresia.  Biol o f  Reprod. a. 75 - 
87. 

Cattianach, B.M., Iddon,  C.A., Charl ton,  HA., Chiappa, S.A., 
Fink, G. ( 1977 1. Gonadotrophin - releasing hormone def ic iency 
i n  a mutant mouse with hypogonadism. Nature 269: 338 - 340. 

Crosby, W.H. and Furth,  F.W. ( 1956 ) A modification of the 
briizi.dirie met hod f o r  measurement of  liemoglobin i n  plasma and 
urine.  Blooc: g: 380 - 385. 

Cross:. P.C. and Brinster ,  R.L. ( 1914 ) Leucine Uptake and 
incorporat ion a t  t h e  three stages o f  mouse oocyte maturation. 
Expt:.. Cell Res. e. 43 - 46 

Centola, G . M . ,  Anderson, L.D., Channing, C.P. ( 1981 j .  Oocyte 
maturation i n h i b i t o r  ( OM1 ) a c t i v i t y  i n  porc ine  granulosa 
cells. Gamete Res. 5. 451 - 461. 



- 113 - 

Challoner, S. ( 1974 ) Studies o f  oogenesis and f o l l i cu la r  
development i n  t h e  golden hamster. I. A quant i t a t i v e  study o f  
meiotc prophase i n  v i vo .  J. Anat. 117: 373 - 383. 

Chany, M.C. ( 1955 ). The maturation of r abb i t  oocyte i n  culture 
and their maturation, act ivat ion,  f e r t i l i z a t i o n  and subsequent 
development i n  the f a l l  p ian tubes. J. Exp. 2001. g& 379 - 405. 

Channing, C.P.,Schaerf, 
( 1980 ) .Ovar ian fol 
Reproductive Physiology 
(Eds, R.O. Greep, 1 Vol. 
pp. '118 201. 

F.W.. Anderson, L.D. and T s a f r i r i ,  A. 
icular- and l u t e a l  phys io logy  In  
111. Internat ional  Review of physiology. 
22 Un i ve r s i t y  Pa rk  Press, Baltimore. 

Chasalow, F.I. and Pharr iss,  B.B. ( 1972 ). Luteiniz ing hormone 
s t i m u l a t i o n  o f  o v a r i a n  p r o s t a g l a n d i n  b i o s y n t h e s i s .  
Prostaglandins, i. 107 - 117 

Cho, W X ,  Stern, S., Biggers, J.D. ( 1974 ). I nh i b i t o r y  e f f e c t  
o f  d ibu ty ry l  c-AMP on mouse oocyte maturation in vi tro.  J. exp. 
2001. 187. 383 - 386. 

Chovinard, L.H. ( 1971 ). A l i g h t  and electron- microscope study 
o f  t h e  nucleolus during growth of the oocyte i n  t h e  prepuberal 
mouse. J. Ce l l  Cci. 9 637 - 663. 

Crosby, I.M., Osborn, J.C., Moor, R.M. ( 1981 ). Fo l l i c l e  cell 
regulat ion of  prote in  synthesis and developmental competence i n  
sheep oocytes. J. Reprod. Fert .  63. 575 - 582. 

Crozet,  N., MottiR, J., Szollosi, D. ( 1981 ). Nucleolar f i n e  
s t ruc ture  and RNA synthesis i n  porcine oocytes during the ear ly  
stages o f  antrum formation. Biol. Ce l l  42 35 - 42. 

Davitison, E.H. ( 1976 ) Gene a c t i v i t y  i n  e a r l y  development 2nd. 
ed. Academic Press, New Yorlc. 

De 1La Cruz, A., Wright ,  K.H., Wallach, E.E. ( 1976 ) The 
e f f e c t s  o f  chol inergic  agents on ova r i an  con t ra t i v i t y  i n  the 
r abb i t  Obstet. Gynecol. 42. 272 - 278. 

Dekel,  N., Hul tborn,  R., HillenSJO, T., Hamberger,  L and  
Kra i c e r ,  P ( 1976 ). E f f e c t  o f  lu t e in i z ing  hormone on 
resp.tration of  t h e  preovulatory cumulus oophorus o f  the r a t .  
Endocrinology 08: 498 - 504. 

Beltel, N .  Beers, W H. ( 1978 ). Rat oocyte maturation i n  v i t r o .  
Rel ief  o f  cycl ic AMP inh ib i t i on  by gonadotropins. Proc. Natl. 
Acad. SCi. USA 7 5  4369 - 4373. 

Dekel, N., H i l l eSJO,  T. and Kraicer ,  P.F. ( 1979 ) Maturational 
e f f e c t s  o f  gonadotrophins on t h e  cumulus-oocyte complex o f  the 
rat B i u l .  Repr'od e. 191 - 197. 



- 114 - 

Dekel, N., Beers, W.H. ( 1980 ). Development of the r a t  Oocyte 
in  vitro: Inhibition and induction of maturation in the presence 
or absence of the  cumulus oophorus. Dev. Biol. 73. 247 - 254. 

Denker, H.w. and Fritz,  H. ( 1979 ). Enzymic Characterization of 
rabbit blastocyst proteinase with synthetic substrates of 
trypsin - l ike enzymes. Hoppe - Scyler's 2. Phisiol. Chem. 360 
107 - 113. 

Dettlaff,  T.A. ( 1966 ) Action of actionmycin and puromycin upon 
frog oocyte maturation. J. Embryol. Exp. Morph. e. 183 - 195. 

Donahue, R.P. ( 1972 ) The relation of oocyte maturation to 
ovulation i n  mammals. In Oogenesis, Ch. a. 413 - 438, Eds. J. 
D. Biggcrs & A.W. Schultz. Unlverrity Park Press, Baltimore. 

Downs, SA., Eppig, J.J. ( 1984 ) Cyclic adenosine monophosphate 
and ovar ian  fo l l icu lar  f l u i d  act synergistically to i nh i b i t  
mouse oocyte maturation. Endocr. 114 418 - 427. 

Downs, S.M., Coleman, D.L., Ward - Bailey, P.F., Eppig, J.J. 
1 (198s) Hypoxanthine is the principal inhib i tor  o f  murine oocyte 

maturation i n  a low molecular weight f ract ion of  porcine 
fol l icular f luid.  Proc. Natl. Acad. Sci. USA E. 454 - 458. 

Downs, SA., Eppig, J.J. ( 1987 ) .Induction of mouse oocyte 
maturation i n  vivo by perturbants of purine metabolism. Biol. of 

i, 

Rcprod. 431 - 437. 

EcKer, R.E. and Smith, L.D. ( 1971) . Influence of exogenous 
ions on the  events of maturation i n  r ana  pipiens oocytes. 
J.Cel1. Phys io l .  7261-70. 

Eisen, A.Z., Bloch, I .J .  and Sakai, T.S. (1970). Inhibition of 
human skin collagenase by human serum. J. Lab. Clin. Med. 72. 
258-263. 

Eppig,J.J. and Steckman M.L. í 1974 ) Exogenous energy sources 
for i n  v i t ro  cultivation of follicle cell-free oocyte J. Cell 
Biol. 63: 95 a.  

Eppig, J.J. and Stecltman, M.L. ( 1976 J Comparison of 
exogenonus energy sources fo r  in  v i t ro  maintenance of foillcle 
cell - f r e e  Xenopus laevis oocytes. In v i t ro  g &. 1'75 - 
179. 

Eppig, J.J. ( 1977 ) Mouse oocyte developmei~t in v i t ro  witn 
various culture systems. Dev. Lliol. z. 371 - 588. 

Eppig, J.J. ( 1982 ). The relationship between cumulus cell - 
oocyte coupling oocyte maturation and cumulus expansion. Uev. 
BiOl. 9 268 - 272. 



- 115 - 

Eppig,J.J.,  F re te r ,  R.R.,  Ward - Bailey, P.F., Schultz, R.M. 
(1983 ). I nh i b i t i o n  of oocyte maturation i n  the  mouse 
par t ic ipat ion  of CAMP, steroid hormones and a putat ive  
maturation inhibitory factor. Dev. Biol. 100. 39 - 49. 

Eppig, J.J., Ward - Bailey, P.F., Coleman, D.L. ( 1985 ). 
Hypoxanthine and adenosine i n  murine ovarian fol l icular f luid:  
concentrations and activity in  maintainig oocyte meiotic arrest.  
Biol. Reprod. g. 1041 - 1049. 

Espey, L.L. ( 1980 ) Ovulation as an infiamatory reaction - a 
hypothesis. Biol. Reprod. g 73 - 106. 

Espey, L.L., Shimada, H., OKamura, H. and Mori. T. ( 1985 ). 
$f fect  of var ious  agents on ovar ian plasminogen act ivator  
activitity during ovulation inpregnant mare's serum gonadotropin 
primed inmature rats.  Biol. Reprod. a 1087 - 1094. 

Espey, L.L. ( 1974 ) Ovarian proteolytic enzimes and ovulation. 
Biol. Reprod. 216 - 235. 

Espey, L.L. ( 1978 ) Ovulation i n  the  vertebrate  ovary  : 
Comparative Biology and Evolution. Ed. R.E. Jones. New YorK, 
Plenum Medical Boolt Co. p. 503. 

Espey, L.L. and Stutts, R.H. ( 1972 ) Exchange of cytoplasm 
between cells of the  membrana granulosa in r a b b i t  ovar ian  
follicles. Biol. Reprod. g 168 - 175. 

Ericltson, B.H. ( 1966 a ) Development and Radio-Response of the  
pre-natal bovine ovary. J. Reprod. Fertil .  E. 97 - 105. 

EricKson, B.H. ( 1966 b ) Development and Senescence of the  
postnatal bovine ovary. J. Anim. Sci. 23. 800 - 805. 

Farese,  R.V., S a b i r ,  A.M. ( 1979 ). Polyphosphorylated 
glycerolipids mimic adrenocorticotropin induced stimulation of 
mitochondrial pregnenolone synthesis. Piochim. Biophys. Acta 

Farese, R.V. ( 1983 ). The phosphatidate - phosphoinositide 
cycle: an intrace l lu lar  messeger system in the action o f  
hormonisand neurotrasmitters. Metabolism 628 - 641. 

Farookhi, R. ( 1981 ) Atresia : an hipothesis. In: Dynamics of 
ovarian function ( B,B. Shwartz and Hunzicker - Dunn, eds. ) 
Academic Press, New YorK. pp. i3. 

Foxcroft, G.R. and Hunter, M.O. ( 1985 ) Basis physiology of 
follicular maturation i n  the pig. J. Reprod. Fert. Suppl. g. 1 - 19. 

Freter,R.W.,Shultz, W.M. ( 1984 ) Regulation of murine oocyte 
meiosis: evidence f o r  a gonadotropin - induced, CAMP dependent 
reduction in  a maturation inhib i tor .  J. Cell. Biol. i l l9  - 
1128 

575. 299 - 304. 



- 116 - 

Gilula, N.B., Epstein, M.L. and Burs, W.H. ( 1978 ). Cell - to - 
cell communication and ovulation. A study of the cumulus - 
oocyte complex. J. Cell. Biol. 72 : 58 - 75. 

Golbus, H.C., Stein, M.P. ( 1976 ) Qual i tat ive  patterns of 
protein synthesis i n  the  mouse Oocyte. J. Exp. 2001. 198 : 337 - 342. 

Goibus, M.S. and Stein, H.P. ( 1978 ) Qual i tat ive  patters  of  
protein synthesis i n  the mouse oocyte J. Exp. 2001. 198. 337 - 
342. 

Gondos, B. ( 1982 ) Ultrastructure of follicular atresia i n  the 
Pat. Gam. Res. 199 - 206. 

Qreeenwald, G.S. ( 1974 ) Role of follicle-stimulating hormone 
and luteinizing hormone in  follicular development and ovulation. 
In HandbooK of Phisiology, Sect 7: Endocrinology, vol. IV. prt .  
2, chap. 33 pp. 293 - 323. eds. R.O.Greep and E. €3. Astwood. 
American Phisioiogical Society. Washington, D.C. 

Qreenwald, G.S. ( 1978 ) Ovulatory response of hypophysectomized 
hamsters to defered inyection of LH. J. Reprod. Fert. e. 323 - 
324. 

\ 

OwatKin, R.B. and Haldri,  A.A. ( 1974 1. Oxigen Requirements 
for maturation of hamster oocytes. J. Reprod. Fert. 127 - 
l29. 

GwatKin,R.B. and Andersen, O.F. (1976 ). Hamster Oocyte 
maturation in v i t ro  inhibition by follicular components. Lif e 
SCi. 527 - 536. 

Hamada,Y., Bronson, R.A., Wright, Y.H., Wallach, E.E. (1977). 
Ovulation i n  the  perfused r a b b i t  ovary: the  influence of 
prostaglandins and prostaglandin inhibitors.  ljiol Reprod. g: 
58-63. 

Hamada, Y.  Wright, K.H., Wallach, E.E. (1978) In vitro reversal  
of indomethacin-blocked ovulation by prostaglandin Y .Fert 11. 
Steril. g 702-706. 

Wanocq,F., De Schutter, A., Hubert, E. ( 1974 ). Cytochemical 
and biochemical studies on progesterone - induced maturation in 
amphibian oocytes. DNA synthesis. Differentiation & 75 - Lo. 

Warman, S.M., Louvet, J.P. and Ross, G.T. (1975). Interaction of 
est rogen  and gonadotrophins  on f o i l i c u l a r  a t r e s i a .  
En d o c r  1 n 0 log y 9 3  11 4 5 - 11 5 ¿! 

Hay, M.F, Gan, D.G. and Moor, R.M. (1976). Structural  changes 
occurring dur ing  a t res ia  i n  sheep ovar ian follicles. Cell 
Tiss. Res. 169: 515-529. 

Hay, M.F., Moor, R.M., Cran, D.G. and Dott, M.H. (1979) 
Regeneration of atretic sheep ovarian follicles in  v i t ro .  J. 
Reprod. Fert 5 2  195-207 



- 117 - 

Heller, D.T. and Schultz, R.M. (1980). Ribonucleoside metabolism 
by mouse oocytes.Metabolic cooperativity between the  f ully-grown 
oocyte and cumulus cells. J. Exp. Zool. m. 355-364 

Heller,  D.T., Cahi l l ,  D.M. and Schultz,  R.H. ( 1981 1. 
Biochemical s tud ies  of mammalian oogenesis: metabolinn 
cooperativity between granulosa cells and growing mouse oocyteo 
Dev. Biol. E : 45 - 464. 

Henderson, I.F. and Henderson, W.D. ( 1960 ) A Dictionary Of 
Scientific Terms. Oliver 8 Boyd, Edinburg. 

HillenSJO, T., Hamberger, L. and Ahrén, K. ( 1975 ). Respiratory 
activity of Oocyte isolated from ovarian follicles of  the  ra t .  
Acta Endocr. 7 2  751 - 769. 

HillenSJO, T. ( 1976 ). Oocyte maturation and glycolysis i n  
isolated pre-ovulatory follicles of PMS-in JeCted inmature ra ts .  
Acta Endocr. e. 809 - 830. 

HillenSJO, T., Ekholm, C. and Ahrán, Y. ( 1978 ) Role of cyclic 
AMP in  Oocyte maturation and glycolysis in  the pre-ovulatory ra t  
follicle. Acta Endocr. g?- : 377 - 388. 

Hillens jO,T., Kr ipner ,  A., Pomerantz, S.H., Channing, C.P. 
(1979). Action of porcine fo l l icu lar  f l u i d  oocyte maturation 
inhib i tor  in  vitro:  Possible role of cumulus cells. In ovarian 
Follicular and Corpus Luteum Function pp 283 - 290. Eds. C. 
Channing, J.M. Marsh and W.J. Sadler. Plenum. Press New York. 

Hubbard, J.C. and Qreenwald, S.Q. (1985). Changes in  DNA, cyclic 
nucleotides anti steroids during induced follicular atres ia  i n  
the hamster. J.Reprod. Fert. e. 455-461. 

Hubbard, J.C.  and Qreenwald, S.Q. (1983). In v i t r o  e f fects  of 
luteinizing hormone on induced atret ic  graaf ian  follicles i n  the 
hamster. Biol. of Reprod. 2 3  849-859. 
Jagiello, G., Graffeo,  J., Ducayen, M., Yrosser,R. ( 1977 ). 
Further  studies of inhib i tors  of in  v i t ro  mammalian oocyte 
maturation. Fert. Steril .  22. 476 - 481. 

Ingram, D.L. ( 1962 ) Atres ia  In ZucKerman, S., Mandl, AA. ,  
Eckstein, P. eds. The Ovary, New York; Academic Press, vol I pp. 
247 - 273 

Ioannou, J.M. ( 1964 ). Oogenesis i n  t he  Quinea - pig. J. 
E m h y n l  Exp. Morpho1.g 673 - 691. 

Jahn,C.L., Boran, M.M. and Bachvarova, R. ( 1976 ). Stability of 
R N A  synthetized by the mouse oocyte during i ts  major growth 
phase. J. Exp. Zool. z. 161 - 172. 

Jones, E.C. and Xron, P.L. ( 1959 ) Influence of  the anterior 
p i tu i tary  on the  ageing process in  the ovary mature. Lond. 183: 
1155 - 1158. 



- 118 - 

Kanatani, ti . ,  Shira i ,  H., Nakanishi, k. anu horokawa, T. (lUb9J. 
Isulation and identification of meiosis inducing substance i n  
s ta r f i sh  asterias amurensis. Nature (London) ¿A: 275 - ¿‘la 

Yeever, J.E. and Greewald, G.S. ( 1967 I Effect of aestrogen and 
progesterone on p i tu i tary  gonadotrohic content of the cyclic 
hamster. Acta Endocr. Copenh. 52. 244 - 254. 

Y i ta i ,  H., Kobayashi, Y., Santull i ,  R., Wright, K.H., Wallach, 
E.E. (1985 a )  The re lat ionship  between prostaglandins and 
histamine in  the  ovulatory process as determinated with the in  
v i t ro  perfysed r a b b i t  ovary FertiLSteril .  4 s  646 - 651. 

Yobayashi ,  Y., Wright ,  I.H., Santu l l i ,  R., Yitai,  H. and 
Wallach, E.E. ( 1983 ) Ef fect  of histamine and histarnine 
blocKers on the ovulatory pocess in  v i t ro  prfused rabbi t  ovary. 
Biol. Reprod. w. 385 - 392. 

KOJ,  A.E., Regoeczi, C.J., Toens, R.,  Leveille and Gauldie. 
(1978) Synthesis of antithrombin I11 and alpha - antitrypsin by 
the  perfused r a t  l iver.  Biochim. Byophis. Acta 539. 496 - 504. 

Koos, F.D. and Clark, M.R. ( 1982 ) Production of 6 - Keto - 
\ prostaglandin F,L by r a t  granulosa cells i n  vito. Endocrinology 

- i l l :  1513 - 1518. 

Krishna, A. and Terranova, P.F. ( 1985 ). Alterations i n  mast 
cell degranulation and ovar ian histamine i n  the  pro i s t rus  
hamster. Biol. Reprod. 1211 - 1217. 

Lampreccht, S.A., Zor, U., Tsa f i r i ,  A. and Linder, H.R. (1973) . 
Action of prostaglandin E2 and luteinizing hormone on ovarian 
adenylate cyclase, protein Kinase and ornithine decarboxilase 
activity during posnatal development and maturity in the rat. J. 
Endocr. 52. 217 - 233. 

Landefeld, T.D., Campbel1,K.L. and Nidgley Jr., A.R. ( 1979 ). 
Rapid changes in  the synthesis of specific ovarian granulosa 
cell proteins induced by chonoigonadotropin. Proc. Natl. Acad. 
SCi. USA 72. 5153 - 5157. 

Le Maire, M., a raz i ,  A., Holler, J.V. and AggerbecK, L.P. 
(1987). The use of gel chromatografy f o r  the determination of 
sizes and relative molecular masses of proteins. Biochem. J. 
243: 399 - 404. 

Leibfried,L., First,  N.L. ( 1980 ) Effect of bovine and porcine 
follicular f lu id  and granulosa cells on maturation of oocytes in  
vitro.  Biol. Reprod. e : 699 - 704. 

Leeson, T.S. and Leeson, C.R. ( 1984 ) Histologia. 4a ed. 
Interamericana, Mexico. 

Lieberman, J. ( 1969 ) Heterozygous and homozigous Alpha - 
antitrypsin deficiency in  patients w i t h  pulmonary emphisema. N. 
Engl. I.  Hed. 279 - 284. 



- 119 - 

~ i p n e r ,  H , 1911 ). Ovulation from histamrne depleted ovar ies  
Proc SOL Exy Biol Med. 136: 111 114 

Lindner ,  H.R ,  T s a f r i r i ,  A., Liebermaii, M.E., Zor, U., Yockh, 
Y ,  Bauminger, S., Barnea, A. ( 1974 ). Gonadotrophin dCtiOn on 
cultured Qraaf i an  foll icles: induction of maturation d iv is ion Of 
the mammalian oocyte and d i f f e r en t i a t i on  of t h e  luteal C e l l .  
Recent Prog. Horm. Res. Jo 79 - 138. 

Louvet, J.P., Harman, S.H., Shr@ ibe r ,  J.R. and Ross, Q.T. (1975) 
Evidence  f o r  r o l e  androgen i n  f o l l i c u l a r  matura t i on  
Endocrinology 0. 366 - 372. 

Lowry, O.H., Rosebrough. N.J., Fara,  A.L. and Randall, R.J. 
(1951). Prote in  measurement with th e  folinphenol reagent.  J. 
Biol. Ch'em. E. 265 - 275. 

Lowenstein, W.R. ( 1979 ) Juntional i n t e r ce l lu l a r  comunication 
and the control of growth. Biochim. Byophys Acta 9 . 1  - 65. 

Hagnusson, C., Hillensjo, T. ( 1977 ). Inhib i t ion of  maturation 
and metabolism i n  r a t  oocytes by cyclic AMP. J.Exp. Zool.¿&g 
139 - 147. 

Magnusson,C., HiXlensjo,T., T s a f r i r i ,  A., Hul tborn,  R .  and 
Ahrén,  Y. ( 1977 ). Oxigen consumption of  maturat ing r a t  
oocytes. Biol. Heprod. p- 9 - 15. 

Hrgnusson, C. ( 1980 ). Role of cumulus cells f o r  r a t  oocyte 
maturation and metabolism. Gamete Res. & 133 - 140. 

Hasui, Y. and Clarke, J.H.( 1979 ). Gocyte maturat ion.  I n t  
Rev. Cytol. 5 L  185 - 282. 

Mercado, E. and Rosado, A. ( 1975 ) Kinet ic  study of proteolyt ic  
a c t i v i t y  o f  intact  human spermatozoo Arch. Inv. Med. g 65 - 74. 

Hc. Gaughey, W.H. and Van HerKom, J ( 1977 ). Patterns of  
polypeptides synthesis o f  porcine oocytes during maturation i n  
vitro. Dev. Biol. : 241 - 254. 

Hiller, J.G. and Behrman, H.R. ( 1986 ). Oocyte maturat ion i s  
inh ib i t ed  by adenosine i n  the presence of  fo l l i c le  - stimulating 
hormone Biol. o f  Reprod. E. 833 - 837.  

Hoop, R.H., Hay, N.F. and Cran, D.G. Macroscopic i d en t i f i c a t i on  
and Steroidogenic funct ion of  a t r e t i c  f o l l i c l e s  i n  sheep. J. 
Endocr. -309 - 318. 

Moor, R.M and Smith, M.W. ( 1979 ). Aminoacid transpcmt i n  
mammalian oocytes. Expl Cell. Res. iiy. 333 - 341. 

Moor, R.M., Smith, M.W. and Dawson, R.M.G. , iFev Measurement 
of i n t e r ce l lu l a r  coupling between oocytes and cumuius cella 
using intercel lular  markers Exp. Cell Res.= 15 - 29. 



- 120 - 

Moor, R.M., Osborn, J.C., Cran, D.t i . ,  Waiters, D.E. ( i981 ). 
Selective e f f ec t  of  gonadotrophins on cell coupling, nuclear 
maturation and protein synthesis i n  mammalian oocytes. J 
Ymbryol. exp. Morph 6A, 347 - 365 

Horales, T.1, Woessner, J.F, Jr., Marsh, J.M. and Le Maire, W.J. 
( 1983 ). Collagen, callagenase and collagenolytic act iv i ty  i n  
rat graaf ian  follicles during follicular growth and Ovulation. 
Biochim. Biophys. Acta 758. 119-122 

Moore, O.H.P., Lintern Moore, S., Peters, H. Faber, M. ( 1974 ) 

PlYA synthesis i n  the mouse oocyte. J. Cell. Biol. 62 : 416 - 
422. 

Hotta,  P.M. and Van Blerltom, J. (1978) Structure  and 
ultrastructure of ovarian follicles in  human ovulation Ed. North 
Holland Biomedical Press, New YorK U.S.A. 

Motlilt, J., Kopecny, V., Travnik, P., Pivltu,  J. ( 1984 ). RNA 
4 synthes is  i n  pig fo l l icu lar  oocytes. Autoradiogaphic and 

cytochemical study. Biol. Cell : 229 - 236. 

ñekola, H.V. and Smith, D.M. ( 1975 ). Failure of gonadotropins 
to  induce in  v l t ro  maturation of mouse oocytes treated with 
d ibutyry l  cyclic AMP. J. Exp. 2001. w. 529 - 534. 

Helsxon, L. ( 1974 ). Acute e f fects  of gonadotrophins and 
proxtaglandins on the  metabolism of isolated ovarian follicles 
from PMSG-treated inmature rats.  Acta Enaocrinol. 7 2  540 - 558. 

Rimrod, A., Linder,  H.R. ( 1980 ). Heparin fac i l i tates  the  
induction of LH receptors by FSH i n  granulosa cells cultured i n  
wrum enriched medium. FEBS Lette a 155 - 157. 

OKamura, H., Virutamasen, P., Wright, P.H. and Wallach, E.e. 
(1972) Ovarian Smooth muscle in the human being, rabbit and cat. 
Am. J. Obstet Gynecol. m. 183 - 19i. 

Pederson, T., ( 1970 ). Follicle Kinetics in  the ovary of the 
cyclic mouse. Acta Endocrinol. 304 - 323. 

Peddie, H.J. ( 1977 ) Development of ant ra l  follicles and 
fol l icular atresia in  Guinea - pigs inmuriized against oestradiol - 6 - bovine serum albumin. J. Endocr. 72. 48 - 49. 
Peluso, J.J., steger, R.W. and Hafez, E.S.E. ( 1977 ) Sequential 
changes asociated with degeneration of preovulatory r a t  
follicles. J. Reprod. Fert i l .  49. 215 - 218. 

Peluso, J.J., Steger, R.W. í 1978 ). Role of FSH i n  regulating 
aranulosa cell d iv is ion and fo l l icu lar  a t res ia  i n  ra ts .  J. 
Reprod. Fertil .  w. 275 - 278. 

Peters, A., Byskov, A.G., Himelstein - Braw, H. and Faber., M. 
(1975) Follicular growth: The basic event in  the mouse and liuman 
ovary. J. Reprod. Fert.45. 559 - 566. 

\ 
\ 



- 121 - 
Peters, H. Levy, E. and Crone, H. ( 1965 ) Oogenesis in rabbi ts .  
J. Exp. 2001.158: 169. 

Petersen, L.C., Brender, J. and Suenson, C ( 1985 ) Zimogen 
act ivat ion  k inet ics .  Modulatory e f f e c t s  o f  t r a n s  - 4 
( Aminomethyl ) cyclohexane - 1 - carboxilic acid and poly - D - 
lysine on plasminogen activation. Biochim. J. 225. 149 - 156. 

Pincus, O., Enzmann, E.V. ( 1935 ). The comparative behavior of 
mammalian eggs in  vivo and in  vitro.  I. The activation of 
ovarian eggs . J. Exp Hed. 6 2  665 -75 

Pitts, J.D. ( 1977 )Direct comunication i n  animal cells. In 
international cell biology ( B. R.  Brinkley and I . R .  Porter ,  
eds. ) pp. 42 - 49. The Rocltefeller University Presa. Hew Yorlt. 

Ramasharma, I., Cabrera,  C.M. and Choh Hao Li. ( 1986 ). 
Identification o f  insulin- liKe growth factor - 11 in  human 
seminal and fo l l icu lar  f lu ids .  Boioch. and Biophy Research 
Comunications e 5 3 6  - 542. 

Richards, J.S., Rao, M.C. and Ireland, J.J. ( 1978 ). Action of 
\ pituitay gonadotrophins on the  ovary. In control of ovulation. 

Chap 12 pp. 197 - 216. Eda. D.B. Crighton, Q.R., Foxcroft, A.B., 
Haynes and Lamming, G.E. Butterworth, London. 

Rondell, P. ( 1974 ) Role of steroid synthesis in the process of 
ovulation. Biol. Reprod. io: 199 - 215. 

Rosales, A.M., Avendaño, E. and Sanchez, F. ( 1987 ) Study on 
pathological desorder of goat reproductive tract. In Santana. 
O.P., Da Silva, A.G. and Foste, W.C. eds. Proceedings of the I V  
International Conference on Goats. Embrapa - DPP, Brazilia, pp. 
1355. 

1 

', 

Rushmer, R.A. and Brinster, R.L. ( 1973 ) Carbon dioxide from 
pyruvate and glucose by bovine oocytes. Exptl. Cell Res. E 252 
- 254. 

Sadighian,  J.J., Patterson, S.K., Neymark, M A . ,  Pepe, G.J., 
Dimin0,H.J. ( 1985 ). The e f fects  of phosphoinositides on 
mitochondrial steroidogenesis by luteal  tissue. In: Strauss,  
J.F., Henon, Y.H.J. ( eds ), Lipoprotein and cholesterol 
metabolism in  steroidogenic tissues. Philadelphia Q.F. Stickley 
CO., pp 257 - 259. 

Sadler ,  S.E., Ha l ler ,  J.L. ( 1983 ). The development of 
competence f o r  meiotic maturation during oogenesis i n  Xenopus 
laevies. Dev. Biol. 08: 165 - 172. 

Salomon, Y., A m i r ,  Y., Azulai,  R. Amsterdam, A. ( 1978 ). 
Modulation of inhibition of heparin of gonadotropin - stimulated 
ovarian adenylate cyclase. Biochim. Biophys. Acta 544. 262 - 
272. 

Sato, E. and Ishibashi, T. ( 1977 ). Meiotic arresting action of 
the substance obtained from cell surface of porcine ovarian 
granulosa cells. Jap. J. Zoutech. Sci. 48: 22 - 26. 



- 122 - 

Sato, E., Koide, S.S. ( 1984 ). Forkolin and mouse oocyte 
maturation i n  v i t ro  . J. Exp. 2001. 230: 125 - 129. 

Sato, E., Ueno, H. Koide, S.S. ( 1986 ). House oocyte maturation 
modulated by  a granulosa cell factor and by heparin and heparan 
sulfate. Gamete Res. g. 115 - 124. 

Scharpe, S., Eid, H., Cooperman, W. and Lauwers, A. ( 1976 ). 
Antitrypsin; an inhib i tor  of renin. Biochim. J. 153. 505 - 507. 

Schultz, R.M. and Lambert, C.C. ( 1973 ). Changes i n  adenine 
nucleotide levels and respi rat ion dur ing  1 - methyladenine 
induced maturation o f  s tar f i sh  oocytes. Exptl. Cell. Res. g. 
163 - 168. 

Schultz, A.W. ( 1974 ) Role of hormones i n  oocyte maturation. 
Biol. Reprod. 0. 150 - 178. 

Schultz, R.M. and Wassarman, P.H. ( 1977 ) Miochemical studies 
of mammalian oogenesis: Protein synthesis during oocyte growth 
and meiotic maturation in  the mouse. J. Cell Sci. 167 - 194. 

Schultz, R.H. and Vassarman, P.H. ( 1977 ). Specific changes i n  
the  pattern of protein synthesis during meiotic maturation of 
mammalian oocytes in  vitro. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 7 2  538 - 
541. 

Schultz, R.H., Letorneau, G.E. and Wassarman P.H. ( 1978 ). 
Hciotic maturation of mouse Oocyte in  vitro: protein synthesis 
i n  a nucleate and nucleate oocyte fragments. J. Cell. Sci. 9 

Schultz, R.H., Letorneau, G.E. and Wasserman, P.M. ( 1979 ) 
Program of early development in  the mammal: changes i n  the 
pat te rns  and absolute rates  of tubulin and total protein 
synthesis during oocyte growth i n  the mouse. Develop. Biol. 7 2  

Schultz, R.M., Montgomery, H.R., Ward - Bailey, P.F. Eppig, J .J .  
( 1983 ). Regulation of oocyte maturation in  the mouse: possible 
roles of interce l lu lar  communication, cAHP, and Testosterone 

25i - 264. 

120 - 133. 

D+V. Biol. 92 294 - 304. 

Shaha, C. and Greenwald, G.S. ( 1982 ) Autoradiographic analysis 
of changes i n  ovarian bending of FSH and HCG during induced 
fol l icular atresia i n  the hamster. J. Reprod. Fertil .  bz. 197 - 
199. 

Sh i r a i ,  H. and Yanatani, H. í 1972 J i - Methiladenosine 
ribohydrolase in  the star f i sh  ovary and i ts  relation to oocyte 
m8turation. Exp. Cell Res. 75: 79 - 88 

Silavin, S.L. and Greenwald, G.S. i 1984 ) Steroid production by 
isolated theca and granulosa cells a f te r  initiation of atresia 
i n  the hamster. J. Reprod. Fert. 7A 387 - 392. 



- 123 - 

Smith, L.D. and EcKer, R.E. ( 1970 ). Regulatory process i n  the 
maturation and early cleavage of amphibians eggs. Current Topics 
i n  Dev. Biol. 5: 1 - 38. 

Sterlicht, A.L and Schultz, R.H ( 1981 ) Biochemical Studies 
of mammalian oogenesis. Kinetics of accomulation of total and 
poly ( A ) containning RNA during growth of the mouse oocyte 
J. Exp. 2001. e. 191 - 200. 

Stone, S.L., Pomerantz, S.H., Schwartz - Kripner, A., Channing, 
C.P. ( 1978 ). Inhibition of oocyte maturation from a porcine 
f o l l i cu l a r  f l u i d :  f u r t h e r  p u r i f i c a t i o n  and evidence f o r  
reversible action . Biol. Reprod. 585 - 592. 

Sorensen, R.A. ( 1972 ). The utilization of lactate in  mouse 
oocyte maturation and f i r s t  cleavage. Biol. Rcprod. 7 : 139 - 

Sorensen, R.A. and Wassarman, P.M.( 1976 ) Relationship between 
growth and meiotic maturation of the  mouse oocyte. Dcv. Biol. 

144. 

531 - 536. 

Stricitland, S. ,  Beers, W.H. ( 1976 ) Studien of role of 
plasminogen activator i n  ovulation. J. Biol. Chem. 251. 5694 - 
Sturgis, S.W. ( 1961 ) Factors influencing ovulation and atresia 
of ovarian follicles. In control of ovolation pp. 213 - 218 Ed. 
C.A. Vill ie Pergamon Press, Oxford. 

Szollosi, D. ( 1972 ) Changes o f  cell organelles dur ing  
oogenesis in  mammals. In oogenesis ( Biggers, J.D. and Schultz, 
A.W., eds. ) pp. 47 - 64. University ParK Press, Baltimore. 

Smith, L.D. and Eciter, R.E. ( 1970 ) Regulatory process i n  the  
maturation and early cleavage of amphibians eggs . Currents 
topics i n  Dev. Biol. 5: 1 - 38. 

TanaKa, T., Strauss,  J.F. ( 1982 ). Stimulation of luteal  
mitochondrial cholesterol side chain cleavage by card io l ip in .  
Endocrinol. 110: 1592 -98. 

Telfer, W.H. ( 1975 ) Development and physiology of the oocyte - 
nu r s e  cell syncytium. In Advances i n  insect physiology. 
(Trechens, J.E., Berridge,  M.J. and Wigglesworth, V.B., cds.) - 11: 223 - 319. Academic Press, New Y o r K .  

Teplitz, R .  and Ohno, S. ( 1963 ) Posnatal induction of 
ovogenesis in  the  rabbi t .  ( Orytolagus cumulus ) Exp. Cell Res. 

5702. 

32 183 - 189. 

Ter Haar, M.B., Harrison, M A .  and Peddle, H.J. ( 1976 ). 
Ovarian follicular development in  inmature guinea pigs treated 
with progesterone, testosterone or aestradiol from b i r th .  J. 
Endocr. e 31. 



- 124 - p” 

Tesarik,  J., Travnik ,  P., Iopecny, V ,  Yristek, F ( 1983 
Nucleolar transformation in  the human oocyte a f te r  completion 
and growth. Gamete Res. g. 267 - 277 

Testart, J., Thibault, A. and Lefevre, B. ( 1983 ). In v i t r o  
ovulation of r a b b i t  ovar ian follicles isolated a f t e r  the  
endogenous gonadotrophin surge. J Reprod. Fertil .  w. 413 418. 

Thibault,CG ( 1972 ). Final stages of mammalian Oocyte 
maturation. In Oogenesis ( J.A. Biggers and A.W. Schultz, eds J 

pp. 397 - 411 University Park Press, Baltimore 

Thibault, C.G. ( 1977 ) Are follicular maturation and oocyte 
maturation independient process ? J. Reprod. Fertil .  3 1 - 15. 

Th ib ie r  - Fouchet, C., Mulner, O. and Ozon, R. ( 1976 ) 
Progesterone biosynthesis and metabolism by ovar ian follicles 
and isolated oocytes of Xenopus laevis. Biol. Reprod w. 317 - 
326. 

Tsa f r i r i ,  A., Lindner, H.R., Zor, U. and Lamprecht ( 1972 ). In 
v i t ro  induction of meiotic division in follicle - encloaed r a t  
oocyte by LH, cyclic AMP and prostaglandine E2. J. Reprod. Pert. 
31: 39 - 50. - 
Tsa f r i r i ,  A. and Channing, C.P. ( 1975 ). An i nh i b i t o r y  
influence of granulosa cells and follicular f lu id  upon porcine 
Oocyte meiosis in vito. Endocrinology. se: 922 - 927 

T sa f r i r i ,  A., Lieberman, A.E., Ahr6n, Y .  and Lindner, H.R. 
(1976 a ). Dissociation between LH - induced aerobic glycolysis 
and oocyte maturation in  cultived graaf ian  follicles of the rat .  
Acta Enocrinol. ( Copenhagen ) 83 362 - 366. 

T s a f r i r i ,  A., Pomerantz, S.H. and Channing, C.P.( 1976 b ) 
Inhibition of oocyte maturation by porcine fo l l icu lar  f lu id :  
part ia l  characterization of the inhib i tor .  Biol. Reprod. % : 

Tsafr i r i ,  A., Channing, C.P., Pomerantz, S.H. and Lindner,  H.R. 
( 1977 ). Inhibition of maturation of isolated r a t  Oocytes by 
porcine follicular f luid.  J. Endocrinol. 73. 285 - 291. 

Tsa f r i r i ,  A .  ( 1978 ). Oocyte maturation in mammalian. In Jones 
RE ( ed ) : The Vertebrate Ovary . New York : Plenum Press, pp. 

511 - 516. 

409 - 442. 

T s a f r i r i ,  A .  Weinstein, Y. ,  Bar  - Ami ,  S.,  Channing, C.P., 
Pomerantz, S.H. and Lindner, H.R. ( 1979 ). The control of 
meiotic maturation of the  r a t  oocyte. In Research on Steroids, 
Vol. 8 pp. 193 - 198 Ed. E. Conti. Academic Press, London. 

Tsaf r i r i ,  A., Dekel, N., Bar - Ami,  S. ( 1982 ). The ro le  of 
oocyte maturation inhib i tor  in  follicular regulation of oocyte 
maturation. J. Reprod. Fert. m. 541 - 551. 



- 125 - 

Tsonis, G.C. ,  Carson,  S.R. and  F ind l ay ,  K.J. (1984). 
Relat ionships between aromatase act ivity,  fo l l icular  f l u i d  
oestradiol- 17 and testosterone concentration and diameter and 
atresia of  individual ovine follicles. J. Reprod. F e r t . ’ Z  153- 
163. 

Turino, O.M., Senior, R.W., Qarg, B.D. (1969) Serum elastase 
. i nh ib i to r  deficiency and a l f a  1-antitrypsin deficiency in  

patients with obstructive emphysema. Science (Wash. D.C) igg: 
709-711 

Uilenbroek, J. Th .  J., Uburtersen, P.J.A and van der  Schoot, P. 
(198O).Atresia of preovulatory follicles: gonadotropin binding 
and steroidogenic activity. Biol. Reprod. E. 219-220. 

Verloes, R., Atassi, G. Dumont, P. and Yamanex, L. (1978). Tumor 
growth inhibit ion mediated by trypsin inhibitor  or urokinase 
inhibitors. Eur. J. Cancer. 23-31. 

Virutamasen, P., Wright, Y.H., Wallach, E.E. (1972). Ef fects  of 
catecolamines on ovarian contractility i n  the rabbi t .  Obstet. 
Qynecol. 225-236. 

Wallach, E.E. Bronson, R., Hamada, Y., Wright, Y.H., Stevens, 
V.C. (1975). ,Effectiveness of prostaglandin F2 i n  restorat ion 
of  HRG-WCQ ‘induced ovulation in  indomethacin- treated monkeys. 
Prostaglandin .=. 
Wane, C., Leung, A. (1983). Gonadotropins regulate plasminoges 
activator production by r a t  granulosa cells. Endocrinology. w. 
1201 1207. 

Warnes, G.H., Hoor,R.H. and Jhonson, H.H. ( 1977 ) Changes i n  
protein during maturation of sheep oocytes in  vivo and in  vitro. 
J. Reprod. Fert. 49. 331 - 335. 

Wassarman, P.M. and Letorneau, G.E. ( 1976 ). RNA synthesis i n  
ful ly  - grown mouse oocytes. Nature. E : 73 - 74 . 
Wassarman, P.H. and Josefowicz, W.J. (1978). Oocyte development 
i n  the mouse: A ultrastructural  comparison of .  oocyte isolated a t  
various stages of growth and meiotic competence. J. Horpho1.m.. 

129 - 13 8. 

209-236. 

Weakley, B.S. (1968). Comparison of citoplasmic lamellae and 
membrane elements in  oocytes of f i v e  mammalian species. Z. 
Horphol. Hilwosckop. Anat. w.. 109-123 

White, H.J.D. I 1973 ) The chromosomes. 6th. ed. Chapman 8 
Hall, London. 

Wr ight ,  Y.H., Wallach, E.E. Fromm, E., Jeutter, D. (1976). 
Studies o f  r a b b i t  ovarian contractibi l i ty  using chronically 
implanted transducers. Fert i l .  Ster i l .  z. 310-318. 



- 126 - 

Wu, F.C., and Laskowski, M. (1960). Crystal l ine acidlabi le 
trypsin inhib i tor  from bovine blood plasma. J. Biol. Chem. 235: 
1680-1685 

Yorhimura, Y., Hosoi, Y . ,  Atlas, S.J., Bongiovanni, A.M., 
Wallach, E.E. (1986).The e f fects  of ovarian steroidogenesis on 
ovulation and fert i l i zab i l i ty  in  the in v i t ro  perfused rabb i t  
ovary. Biol. Reprod. a. 943-948. 

Zamboni, L. (í970).Ultrastructure of mammalian oocytes and ova 
Biol. Reprod. Suppl. 2: 44-63 

Zamboni, L. (1972). Comparative studies on the ultrastructure of 
mammalian oocytes In Oogenesis (J.D. Biggers and A.W. Schultz, 
cds.), pp 5-46. Univ. Park Press, Baltimore, Maryland. 

Yoshimura, Y and Wallach, E.E. ( 1987 ). Studies of mecanism 
(2) of mammalian Ovulation. Ferti l  and Sterility. 42. 22 - 34. 

Zeilmaker, G.H., Hulsmann, W.C., WensincK, F. and Verhamme, C. 
(1972 ). Oxigen - triggered mouse oocyte maturation in vitro and 
lactate utilization by mouse oocyte and zygotes. J. Reprod. 
Fert.  s. 151 - 152. 

ZeilmaKer, G. H. and Verbamme. C.H. ( 1974 ). Observations 
on r a t  oocyte maturation in  vitro:  morphology and energy 
requirements. Biol. Reprod. g. 145 - 152 

Zcilmalter, G.H. and Verhamme, C.M. ( 1977 ). Lactate  
concentations in  pre-ovulatory follicles of pro-oestrus r a t s  
bc fore  and a f t e r  onset of oocyte maturation. Acta Endocrinol. 
: 380 - 383. 

Zybina, E.G. í 1969 ) Behaviour of the chromosomal nucleolar 
apparatus  during the growth period of  the  r a b b i t  oocytes. 
Tsitologiya E. 25 - 31. 


