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RESUMEN

Se disecaron Yy clasificaron foliculos antrales de cabra,
inicialmente por tamafic en tres grupos @ menores de 3.entre 3 Yy
6 y mayores de 6 mm. Los <foliculos menores de 3mm. de diametro
fueron estudiados sin ningdn otro tipo de clasificacién. Todos
log demas foliculos se clasificaron en 4 grupos de acuerdo al
grado de atresia que evidenciaron al microscopio
estereoscéplico. Las observaciones hilstolégicas mostraron gque en
el grupo {1 se 1incluyeron a los foliculos no atrésicos, en el
grupo 2 a foliculos en estadios tempranos de atresia y los
grupos 3a y 3b se formaron por los foliculos c¢on atrésia
secundaria y terciaria respectivamente, Las actividades de
tripsina y antitripsina fueron medidas en liguido folicular, en
homogeneizados de cé&lulas de la granulosa y en sacos foliculares
vacios, usando para ambas actividades un procedimliento
fluorométrico. La actividad antitriptica, se caracterizé
parcialmente desde el punto de vista fisico-guimico, se calculd
por cromatografia en gel su peso molecular, el cual fué
aproximadamente de 64,000 daltones Yy para el caso de la

actividad triptica de 24,000 daltones aproximadamente.

Se observb' gue la actividad antitriptica en el 1liquido
folicular esta directamente relacionada c¢on el proceso de
atresia e inversamente con el diametro folicular; la actividaad
fué muy baja en los foliculos grandes no atrésicos Y
consistentemente alta en los foliculos peguefios de menos de 3 mm

y en los foliculos atrésicos. No se encontraron diferencias



entre los foliculos de 1os grupos 3a y 3b en los diferentes
tamaios. Después de la eliminacién por {filtracidén en gel de la
actividad antitriptica, la actividad de tripsina de las cé&lulas
libres en el liquido folicular sbélo estuvo presente en 1los

foliculos no atré&sicos mayores de 6 mm.

Se encontrd una alta actividad de +tripsina en las células
dgel saco de los foliculos con atresia temprana. Esta actlvidad
fué significativamente menor en los foliculos del grupo 3a vy
estuvo casi ausente en los foliculos con atresia terciaria
{(grupo 3b). Por el contrario, la actividad de +tripsina de las
células de 1la granulosa recuperadas por centrifugaciéon del
liquido folicular, fué& dos veces mas alta en el grupo 3a que
en los grupo 1 y 2 y casl cinco veces mas alta que la del

grupo 3b.

Otr¢o importante hallazgo en este +trabajo fué& el haber
encontrado que la concentracidn de hemoglobina es un importante

parametro para medir la atresia folicular de la cabra.



INTRODUCCION

El desarrollc del ovarioc en los vertebrados puede ser
didacticamente divididc en 4 etapas principales, siendo las tres
primeras comunes con el desarrollo del testiculo (BakKer, 1972;

Tsafriri, 1978).

La primera fase comprende la migracidén de las células
germinales primordiales desde su lugar de origen hasta
depositarse en un engrosamiento celémico, ventral al mesonefros,

que constitulria posteriormente la goéonada.

La segunda fase, gque se inicia <¢on 1la llegada de las
cé&lulas germinales a la cresta genital, consiste
fundamentalmente en la proliferacidén, por divisidn mitdtica,
tanto de las c¢élulas germinales como del epltelio no-germinal lo
cual conduce a la formacion de 1a gonada primitiva, gque es

i1dédntica en ambos sexos (Etapa de goénada indiferenciada).

Durante la tercera fase, el tejido gonadal se diferencia
para formar dos partes {fundamentales, una parte periférica o
corteza y una parte central o médula (la cual se halla ausente
en algunogs vertebrados), separadas por una formacidn fibrosa, la
tanica albuginea primitiva. Las c¢élulas germinales se disponen

en cuerdas, llamadas cuerdas de Pfluger.

La cuarta es la fase de daiferenciacién sexual. Durante
esta fase las cé&lulas germinales son llevadas a 1la médula y la
corteza se atrofia en el machomientras gque en la hembra las

c&lulas germinales permanecen en la corteza y es la médula ia



que sufre el proceso de atrofia. Las cé&lulas provenieéntes de la
hipertréfia de la corteza del ovario primitivo se alinean
alrededor de las células germinales constituyendo el origen de
ias c¢é&lulas de la granulosa Yy dands origen a 1los foliculos
primordiales. En este temprano estadlo, milentras las células
germinales del macho permanecen quiecentes, las cé&lulas
germinales de 1a hembra pueden ya 1inciar el proceso de
divisién y diferenciacidn celular, el cual, en el caso de
las cé&lulas germinales, recibe el nombre de meiosis y termina,
en la hembra, c¢on la formacidn de una sola gameta femenina

haploide, es decir conteniendo la mitad del material genético.

La divisidn mitdtica de las células germinales primordiales
u ovogonias da origen a la formacidn de los ovocitos primarios,
los cuales inician el proceso de la meliosis durante el cual su
material genético debe ser reducido a 1la mitad, formando primero
un ovocito secundario, hapleide y un primer gléobulo polar vy,
subsecuentemente por divisién mitdtica, terminar con la
formaciin del gameto haploide femenino u ovocito propiamente

dicho y un segundo glsbulo polar (White, 1973, Baker, 1972 ).

Incorrectamente se ha aplicado el término ovogénesis al
proceso de crecimiento del ovocito y la formacidn de su
envoltura folicular, asocliada en algunas especies a la
vitelogénesis, procesos gque se sabe acontecen después de gue se
ha realizado la primera parte de la melosis y el ovocito ha sido
detenido en dictioteno (Henderson y Henderson, 1960; White,
1973). Correctamente debe aplicarse el té&rmino ovogénesis
precisamente a esta fase 1inicial del process, desde la formacién

del ovocito primario, hasta la presentacisn del "dictioteno® o
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fase de arresto meidtico (Zydbina, 1969). Las etapas posteriores
deben mejor considerarse como maduracidn meidtica del ovocito

{(Masul y Clarke, 1979). En este trabajo asi seran considerados.

Durante 1la ovogénesis, los ovocitos iniclan el proceso de
reduccisdn cromosdmica o melosis hasta alcanzar un  punto
especifico del proceso meidtico, habitualmente la fase terminal
del diploteno, Y en este punto, antes de completar 1la reduccisn
del material genético, reaparecen la membrana nuclear Yy el
nucledlo y el proceso se detiene (arresto meidtico) Esta fase
de la ovogénesis se ha llamado "dictioteno” o© fase de reposo
meidtico (Zybina, 1969). Aunque el proceso reduccional se ha
detenido, el crecimiento del ovocito continta, tanto a nivel
citoplasmico, como¢ nuclear, adquiriendo la célula un tamaho
enocrme y estando finalmente dotada de un nucleo grande vy
vesiculose gque ha sido l1lamado *"vesicula germinal® (Germinal
Vesicle; VG) {(BaKer,1972; Moore et al, 1974, Heller et al,

1984}

Durante la fase de crecimiento el ovocito aumenta de
diametro desde 20 hasta 80 micras. Este gran aumento de volumen
se acompafna de la sintesis Yy acumulaciédn de organelos y
macromelé&culas (Schultz et al, 1979; Sternlich y Schultz, 1981).
Presumiblemente, estos constituyentes son utilizados durante los
estadios 1iniciales de la embriogénesis, como sucede seguramente
en las especles 1inferilores (Davidson, 1976). Ademas durante esta
fase de crecimiento el ovocito experimenta una diferenciacién
morfolégica y blogquimica a la que se asocia la adquisicién de la

¢apacidad para terminar la meiosls (Weakley, 1968; S5zollost,
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1972; Wassarman Yy Josefowicz, 1978; Schultz et al, 1979). En
efecto, ovocitos gque no han alcanzado un diametro de unas 60
micras, no son capaces de terminar espontaneamente la melosis
cuando son colocados 1n vitro, bajo condiciones adecuadas
(Heller et al, 1981). Bajo estas condiciones, la frecuencia con
1a cual los ovocitos reanudan la melosis aumenta con su tamaiho.
S810 aquellos ovocitos gque han completado adecuadamente su
crecimiento son capaces de reanudar la melosis Y soélo é&stos, al
ser fertilizadaos, originan un embrién normal, capaz de

terminar adecuadamente su desarrollo (Tnibault, 1972).

La maduracisdn meidtica se reallza espontineamente cuando 10s
ovocitos obtenidos de animales adultos se liberan de sus
envolturas foliculares y se c¢olocan en un medio de cultivo
adecuado (Pincus Yy Enzmann, 1935; Biggers, 1972, Schuetz, 1974).
Este procesoc se realiza in vitro en aproximadamente {5 horas. Se
caracteriza por la disolucidn de la membrana nuclear y
dispersisn del contenido del nacleo, processc gue Se conoce como
"ruptura dJde la vesicula germinal" © mas escuetamente GVBD. La
cromatina difusa del dictioteno se condensa en cromosomas
bivalentes, los <cuales se aparean, se separan y completan 1la
primera divisidn mitdtica, concluyedo con la emisidn del primer

glébulo polar.

Los ovocitos obtenidos de ratonas de menos de 15 dias de
edad son incapaces de reanudar su maduracién meidstica cuandgo se
alslan Yy se cultivan in vitro, permaneciendo en dictioteno. Los
ovocitcs obtenidos de ratonas mayores de 15 dias de edad son ya

capaces de experimentar la maduracién meldética con una



frecuencia gue aumenta c¢on la edad de la ratona (Sorensen Yy

wassarman, 1976).

La secuencia temporal de la maduraciéon meidtica 1in vitro
puede describirse como sigue: Rompimiento o degradacisen de la
vesicula germinal (Germinal Vesicle Break Down; GBVD) i-5 horas,
la metafase 1 se alcanza alrededor de 5-i0 horas y ia metafase
II en 110-16 horas. Bajo las mejores condiciones experimentales,
aproximadamente el 80/ de (08 ovocitos colocados en cultivo
experimentan la GVBD en unas 3 horas, Yy de é&stos el 70 Z son
capaces subsecuentemente de emitir el primer glébulo polar

(Tsafriri et al, 1982).

El tiempo gque 1los ovoclitos permanecen detenidos en
dictioté&no, asi como la naturaleza del estimulo que reinicia 1la
melosis, son especificos de la especie (Masul y Clarke, 1979).
Por ejemple en la estrella de mar y en la rana la reanudacién de
la meiosis obedece al estimule proporcionadce por la interaccidon
entre el plasmalema del ovocito y dos compuestos pequefios, y por
lo tanto 1libremente difusibles, la 1-metil adenina en la
estrella de mar (Kanatami et ai, 1969; Shirai y Kanatami, 1972)
¥ 1la progesterona en 1la rana (Tnhibier-Fouchet et al, 1976).
Tomando como eJemplo el ratén (Pedersen, 1970), 1la ovogénesis
principia con la formacién de las c&lulas germinales
primordliales alrededor del dia octave de la vida embrionaria.
Tan Pronts como la migracién de las células germinales termina,
alrededor del dia 42 de la gestacidn, ailgunas ovegonias inician
ya la profase de la melosis. Para el dia 16 de la embriogénesis

casi todos 1los ovocitos se encuentran en paquitenc y para el dia
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18 algunos pueden observarse ya en diploteno (Fig. 1) En el
momento del nacimiento un nidmero considerable de ovocitos estan
ya en la fase de reposc o dictiotenc y para el dia 5 de la vida
extrauterina el ovario del ratén esta poblado c¢on miles de
ovocitos pequefos (20 um) en arresto meidtico. En esta fase
meidtica permaneceran hasta gque, un poce antes de cada
ovulacién, algunos de ellos sean selectivamente estimulados
para terminar la meiosis, es decir, desde varias semanas hasta
mas de un ano (Pedersen, 1970; Schultz y Wassarman, 1977).
Durante la fase de crecimiento, el ovocito se encuentra rodeado
de una © mas capas de cé&lulas foliculares, el conjunto de estas
células se ha llamado la capa granulosa. Se ha propuesto, desde
hace mucho tiempo, gue estas cé&lulas regulan el crecimiento del
ovocito mediante el aporte adecuado de nutrientes (Zamboni,
1970). Es decir se ha dado a estas cé&lulas foliculares el mismo
papel gue se sabe desempeidian, en 1los animales inferiores, las
llamadas <c¢é&lulas nutrientes (Anderson, 1i974; Telfer, 1975).
En efecto, estudios realizados con microscoplo electrdnico
mediante el procedimiento de crio fractura (freeze fracture) han
mostrado gue existen numerocsas uniones comunicantes (gap
Junctions) entre el ovocito y las cé&lulas foliculares gque lo
rodean (Anderson y Lambertini, 1976). Estas uniones comunicantes
pueden observarse durante todo el proceso de crecimiento del
ovocito, antes y después de la formacién de la zcna peldcida, y
lentamente disminuyen hasta llegar a desaparecer cuands el
proceso de ovulacién se aproxima (Bleil y Wassarman, 1980).
Se acepta de modo general gue las unlones comunicantes proveén

canales 1intercelulares a través de 1os cuales pueden pasar
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Figura 1.- Presentacisdn esquemiatica del c¢iclo de 1a ovogénesis
en diferentes edades de 1a rata y de los numercsos puntos en
los c¢uiales dicho proceso puede ser controlado. El proceso
meldtico se inicia durante la vida fetal y se detiene en la fase
llamada de dliploteno, an poco después del nacimientdc.
Normalmente 1la melosls se reinicia en la edad aduita cono
respuesta a la produccién del pico de gonadotrotinas. La
reiniciacidn preovulatoria de 1la meiosis se 1inicia con el
rompimiento de 1a vesicula germinal (GVBD) e incluye la
expulsidn del primer glébulo polar y el progreso hasta la
metafase de la segunda divisiéon meidtica. Puesto gque la ruptura
de 1la vesicula germinal es un acontecimiento facilmente
observable se ha tomado como el Indice gque demarca la
reanudacisn de la meilosis y el principio de ia maduracién
folicular.
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pequefnas moléculas de una célula a otra (Lowensteln, 1979) Esto
resulta en el fenémeno conocido como acoplamiento metabolico o
cooperacién fisiolégica entre las células comunicadas (Pitts,
1977). A +través de este proceso el ovocito puede recibir, de las
c&lulas foliculares dgue 1l¢ rodean, nutirientes y sustanclas
reguladoras del crecimiento. Sin embargo debe decirse gue hasta
anora sdlo se ha podldo demostrar gue estas uniones son
funcionales cuando el ovocito ha alcanzado la fase de dictioteno
¥ no antes (Gilula et al, 1978), lo c¢ual pone en duda su papel
regulador dJdurante toda 1la fase 1inicial de crecimiento del

ovocito.

Una vez formaddé el antro folicular, algunas capas celulares
derivadas de la granulosa permaneceén rodeando al ovocito, dando
origen al llamado cumulus oophorus. Se hnha demostrado gue
durante el arresto meldtico,ias células del cumulus se hallan en
comunicacién funcional con el ovocito, Esteg se ha demostrado
porque la inyeccidn 1iontoforética de fluoresceina a las cé&lulas
del cumulus es rdpidamente seguida por la aparicién de esta
sustancia en el citoplasma del ovocito, es decir el cumulus y el
ovocito se encuentran metabdlicamente acoplados (Cross ¥y
Brinster, 1974, Mo'or et al, 1980; Heller y Schultzi980). Los
resultados de varias observaciones experimentales han demosirado
Jque algunos metabolltos producidos en las células del cumulus
pasan libremente al ovocito en dictioteno por 1as uniones
comunicantes (Wassarman Y Letourneau, 1976). Como veremos
después este proceso se ha 1involucrado en 1os mecanismos gque

regulan la reanudacién de 1a melosis (Heller et al, 1981).

La 1niciacién de la etapa final de crecimiento y maduraciasn
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depende, aparentemente, de factores 1ntracvaricos (Peters et al,
197%; Foxcroft et al, 1985) Asi, el numerc de ovocitos que
inician ciclicamente la fase final de maduracién y crecimiento
parece ser una funcién de la poza de ovVoCcitos que permanecen en
reposo. El ovoclito y las células foliculares que 1lo rodean
crecen coordinadamente. progresando a través de una serie de
estadios morfolégicamente rdentificables (Pedersen, 1970)
Durante las fases 1iniciales de la maduracidéon el ovocito crece
nasta alcanzar unas 80 micras de dm, antes de gque se inicle 1la
formacién del antro folicular: consecuentemente, la mayoria del
crecimiento y maduracién foliculares ocurren una vez dque el
ovocite ha detenido su c¢recimiento. Después de é&sto, el
crecimiento es continuo, terminando en la ovulacién de un
ovocito maduro, ¢ en la degeneracién (atresia) del ovocito y de
su foliculo (Foxcroft, 1985). En 1la ratona sexualmente
madura, los ovocitos maduros contenidos en los foliculos de
Graaf reinician la meiosis y completan 1la primera divisidn
meidtica Justamente antes de la ovulacion (Mauleon y Marianna,
1977). La reiniciacién de la melosis puede ser mediada por
ciertos estimulos hormonales 1in vivo (BaKer y HNeal 1972;
Tsafriri et al, 1972; ), o simplemente extrayendo al ovocito de
sus envolturas foliculares y colocandolo en un medio de cultive
adecuado (Pincus y Enzmann, 19355  Biggers, 1972; Schuetz,

197 4).

Segin se aproxima el tiempo de la ovulacién se observa una
disminucidén coordinada del acoplamiento metakbdlico Y del

numero y la profundidad de las unliones comunicantes que existen
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entre el cumulus y el ovocito. Después de la ovulactién, las
células del cumulus continuan rodeando al ovocito, pero las
uniones comunicantes se han retraido del interior del ovocito ¥
el acoplamiento metabdlico ha dejado de ser funcional (Gilula et

al, 1978).

En condiciones normales 10s ovocitos maguros son ovulados y
continuan su divisidn meidtica hasta l1a metafase II en el
oviducto, o en cultivo. En esta fase de la melosis permanenecen
hasta el momento de 1la fertilizacidon, o DPpien hasta gque sean
partenogenéticamente activados. El proceso de maduracidén que
termina en la metafase II, ha sido llamado maduracidn meiotica,
para distinguirlo del procaso de ovogénesls propiamente dicha
{Donahue, 4972; Sorensen ¥y Wassarman, 1976). La maduracién
meldtica se caracteriza por la ruptura y desaparicion de la
membrana nuclear {ruptura de la vesicula germinal, GVBD), la
condensacién de 1a cromatina en cromosomas, la emision del
primer gldbulo polar y la nueva interrupcién de la meiosis en la

metafase II (Donahue, 1972).

La microscopia electrénica se ha utilizado muy
extensamente para estudiar los camblos morfolégicos gue
acompanan al crecimiento del ovocito durante la ovogénesis.
Entre los cambios ultraestructurales observados pueden seinalarse
(I} la reorganlizacidn ael reticuleo endoplasmico Yy qel
aparato de Golgi; (II) los c¢cambios de conformacidn dJde las
mitocondrias; (III) constituceion de un complejo sistema laminar
dentro del citoplasma del ovocite, asi como del complejo

siztema formadas por 108 granulos corticales; (IV) formacion de



- 13 -

microvellosidades en la superficie del ovocito,
concomitantemente con la formacidn de la zona pelacida y de la
constitucidn del sistema de acoplamiento metaboélico con las
cé&lulas del cumulus. Todo ésto sera estudiado c¢con mayor

detenimiento en la parte siguliente.

Cinética del <crecimiento Felicular

L.a cinética del crecimiento folicular ha sido estudiada
desde hace afnos por varies investigadores: en el ratédn (Jones
and Krohn, 1959; Borum, $961; Pedersen, 1970), en 1a rata
(Beaumont and Mandl, 1962); en el hamster (Challoner, 1974), en
el cobayo (Icannou, {964);, en el conejo (Teplitz y Ohno, 1963;
Peters et al, 1965);, en la oveja (Mauleon, 1973y en el puerco
(Black y Erickson, 1968); en 11la vaca (EricKson, 1966);, en el

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

Los diferentes estadions del crecimiento folicular se han
clasificado de acuerdo a su tamano, el nuamero de cé&lulas
foliculares que rodean al ovocito y 1la formacion del antro,
producido por la secrecidon del ligquido folicular. De acuerdo a
108 criterios establecidos en log +trabajos mencionados en el
parrafo anterior, se ha dividide el crecimiento <folicular en 8
etapas (ver Fig. 2), desde el foliculo de tipo 1, desprovistio dJde
c&lulas foliculares, que sélo es visible en el ovario durante la
vida prenatal y una ¢ Qos semanas después del nacimiento, hasta
el foliculo preovulatorio, completamente degarrollade, tipo 8,
el cual se caracteriza porque el cumulus esta unidoe a la capa

granulosa unicamente por un pediculo,
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Tipo 5b Tipo 6

Tivo 5a

201-400
101-200 celulas

TipO 4 celulas
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401-600
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y 61-100
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Tipo 3b Foliculos
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¥ n-e0

celulas Foliculos w

Grandes celulas
Tipo 3a

Tipo 8

celutas Foliculos
Tipo 2 Pequefios
¥
Tipo 1
®

>600 celulas

Figura 2.- Cinética del crecimiento folicular ( ver texto. )
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El grupo de foliculos pegueiios es heterocgéneo, consiste de
foliculos de tipo 2 ¥y +tipo 3a. Los foliculos de tipo 2 no
estan en crecimiento, constituyen, comoe en €l animal inmaduro,
una poza, de 1a cual, ma&s pronte o mas tarde, se inicia el
daesarrollo de nuevos conjuntos de foliculos. En constraste la
mayoria, si no todos, los foliculos del tipo 3a han inic.ade 8u
crecimiento Y ya no lo suspenderan hasta terminar por ser
ovulados o 1involucionar por el procesc conocido como atresia
folicular

Los foliculos de tamafnio 1intermedio, tipes 3b a 5a,
constituyen un grupo kastante uniforme en relacidn a su patrén
de crecimiento: todos ellos crecen Y ninguno, o s$5lo una escasa
cantidad, degeneran e 1inician el proceso de atresia. La
determinacién de su velocidad de crecimiento, estudiada por
autoradiografia y expresada como el tiempo necesario para
duplicar el numero de c¢élulas de la granulosa, 1indica que
crecen mas riapidamente 1los foliculos de tipo 5Ba, seguidos por
o3 de tipo 3b y finalmente los de tipo-4. Ademas, es importante
mencionar, gque 1la velocidad de crecimiento folicular se
modifica, en el animal maduro, de acuerdo a la etapa del ciclo
estral; es mds riapido durante el estro Yy mds lento durante
el metaestro.

El patrén de crecimiento de los foliculos grandes, tipos 5b
a 7, es diferente por tres c¢ircunstancias importantes: es
considerablemente mas rapido que el de los foliculos de tamafio
intermedioc, es invariable en relacién con el c¢icle estral vy,
fundamentalmente, la degeneracidn y la atresia son un hecho

coman, finalmente 1o0s foliculos de +tipo 6, que no han sido
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afectados por el fendmenc de atresia, se transforman en

foliculos de tipo 7.

Los foliculos tempranos del tipo 7 contintan creciendc a la
misma velocidad que los foliculos del tipo & y parecen ser
igualmente sensibles, todavia, a la atresia. Pero pronto el
crecimiento de las células foliculares mas periféricas se
detlene, el foliculo deja de <crecer y se forma el pediculo

ovarico.

Log foliculos de tamafic medio se encuentran en un egqullibrio
de flujo: el ndmero de foliculos que entran y abandonan este
tamaio por hora, es el mismo, ¥y los foliculos que entran al tipo
3a contindan su crecimientc hasta formar foliculoes grandes. Los
cdalculos hechos por Pedersen en el ratén (1970), indicaron 1la
presencia de 139 foliculos de +tipo 3b, 106 de +tipoc 4 y 45 de
tipo 5. Debldo al egquilibrio de flujos es posible sostener Jue
esta misma relacidén existe entre las velocidades de crecimiento
de los tres tipos de folicules, 1o cual fué demostrado al
encontrarse que el tiempo medio de transito de cada uno de ellos
fué, respectivamente 178, 129 y 62 horas. El numero de
foliculos de tipos Sb y 6 muestra una variacion considerable en
relacién al cicle estral. Su numero es minimo d4urante el
proestro. A partir de este momento la cantidad de foliculos de
tipo Sb aumenta y €l mayor namero se encuentra durante el estro,
mientras gue la mayoria de los foliculos de tipo 6 se encuentran
durante el metaestro; &sto se debe a que durante el estro el
crecimiento de l1os foliculos de tipo 5a se acelera, originando

numerosos foliculos de tipe 5b, mientras gque el transite de los
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foliculos de tipo 5b a & se mantlene constante. El ndmero
de foliculos de tipo 7 es casi el mismo durante todo el cicle,
pero su tamafic cambia: durante el estro solamente pueden
encontrarse foliculos de +tipo 7 tempranos, es decir peguenos,
mientras gque durante el proestro tardio solamente se encuentran
foliculos de tipo 7 grandes. Estos foliculos seran ovulados la
noche siguiente o sufriran el proceso de atresia, puesto gque
foliculos de tipo 7 grandes no se encuentran en el dia i del
ciclo, como ya mencionamos. Se ha calculado gque un foliculo
crece, durante un ciclo de 4 dias, desde el tipo 5b hasta el
tipo 7 preovulatorio. Esto significa gque los foliculos de tipo 7
que se ven en el primer dia del cicle, casi seguramente sufriran
el procesc de atresia durante los primeros dias del ciclo, ¥ que
seran los foliculos de +tipo 7 temprano que se observan en los
dias 2 & 3 del ciclo, los que formaran el grupoe que seguramente

sera ovulado.

Las cuentas diferenciales realiZadas, indican gque un numero
considerable de foliculos de tipo 5b y 6 sufren el proceso de
degeneracién y atresia, particularmente en la segunda parte del
cicle estral. También podria concluirse de los estudlos de
Petersen y otros autores, que la atresia de 1los foliculos
pequefios ¢ 1intermedics es rara, ¢ inexistente. Se ha calculade
que, en la rata, unos 5600 foliculos 1nician su crecimiento entre
los 3 y 1los 4 meses de edad. Casl todos estos foliculos
alcanzan a crecer hasta el tipo Sbh, pero s&lo unos 50 foliculos
terminan su crecimiento y son ovulados durante este mes, es
decir que entre las edades de 3 y 4 meses, mas de 500 foliculos

degeneran.
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Segun Pedersen (i1970), el desarrollo folicular, desde el
momento gque se inicia hasta alcanzar el tipe 5b dura 14 dias y
hasta su ovulacidn 19 dias. Estos resultados varian seguan
diferentes autores. Los cambios morfoldgicos que acompanan
a este proceso de maduracién y crecimiento foliculares se han
estudiado con cuidado utilizando tanto la microscopia de 1luz

como la electrdnica.

Folicules en crecimiento.- El crecimiento progresivo de
los foliculos gque aparecen después de la pubertad se caracteriza
por: a).- crecilmiento y diferenclacién del ovulo, formacidén de
la 2zona pelucida Db)- proliferaciéon de las cé&lulas foliculares,
formacidn del cumulus oophorus y del antro folicular c).-
desarrollo de una capsula de tejldo conectivoe del estroma
adyacente., El dvulo inmadurc aumenta de tamanc y alrededor del
mismo se forma una membrana con gran capacidad de refraccién gue

es l1la 2zona pelicida.

Las c¢élulas foliculares aplanadas se transforman en primer
lugar en <c¢dbicas y después en cilindricas. Se dividen
activamente para producir una capa estratificada alrededor del
évulo. La proliferacion es mas rapida de un lado del ovulo y por
ello el foliculo adquiliere forma oval y el &vulo tiene posicidén
excéntrica. En la masa folicular aparecen peguenos espacios
irregulares llenos de un liquido claro (liguido folicular). El
aumento de este ligqulido causa aumento del tamaio folicular. Los

espacios llenos de liquido se unen para formar una cavidad
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comGn, el antro, en la capa feolicular. El &vulo rodeade por un
grupo de células foliculares, es comprimido a un lado y forma
una prominencia precisa en la cavidad antral. Esta prominencia
excéntrica se conoce como cumulus oophorus. Las cé&lulas
foliculares del cumulus gue estan en relacién directa con el
2vulo adguieren una posicisén radial y forman la corona radiada,
separada del dvulo unicamente por la 2zona pelicida. El epitelto
estratificado, compuesto de células foliculares, forman una capa

regular continua, 1la granulosa, alrededor de 1la cavidad del

antro.

Conforme aumenta el tamano del foliculo, el estroma
adyacente se oreganiza en una capsula, la teca folicular,
separada de la granulosa por una membrana bkasal (la membrana
transparente). La teca folicular se diferencia en dos capas, una
vascular o teca interna y una capa fibrosa o teca externa. La
teca 1nterna incluye tejido conectivo laxo gque contiene
numerosos capilares. La teca externa compuesta de fibras
colagenas intimamente unidas y {fibras fusiformes, se unen en la
periferia c¢on el estroma ovVarico gque lo rodea ( Leeson y Leeson,

1984).

Foliculo maduro o de De Graat .- Un foliculo maduro o de
De Graaf ocupa todo el ancho de la corteza, penetra en la médula
Yy sobresale de la superficie del ovario. En este punto el
estigma, la +tdnica albuginea y 1la teca folicular se adelgazan

(Leeson y Leeson, 1984).



Células de la granulosa.- Las cé&lulas de la granulosa de
los mamiferos son generalmente poligonales ¢ cuboidales. Durante
cada fase del crecimiento folicular las células de la granulosa
se caracterizan por una poblacién densa de ribosomas Yy
polisomas, numerosas cisternas del reticulo endoplasmico rugoso
Yy un complejo de Golgi muy bien desarroliado. Durante el estado
inicial del c¢recimiento folicular, el complejo de Golgl esta
generalmente orientado hacia el ovocito, sin embargo durante la
fase de rapida acumulacién de 1fquido el complejo de Golgl se
orienta hacia el antro. Cuando la capa granulosa se adelgaza por
la acumulacién del _liquldo en los foliculos de Graaf no hay una
pelarizacisn especial del complejo de Golgi, El c¢itoplasma
tipico de las cé&lulas de la granulosa durante etapas posteriores
al crecimient¢ folicular muestra la presencia de cisternas en el
reticulo endoplasmico Irugoso, conteniendo material electrodenso,
ademas posee agrupamiento de vacuolas de Golgl localizadas en 1la
region cortical de la célula ¢ en contacto con la membrana

plasmatica.

La mayoria de 1las c&lulas de 1a granulosa tienen una
apariencia irregular poligddrica Y una superficie relativamente
rugosa. Las cé&lulas de este tipo generalmente predominan cerca
de la lamina basal, la cual 1imita al foliculo. Después de la
ruptura del foliculo, estas c¢élulas tienden a separarse en
pegueinios grupos, log cuales guardan su estructura 1individual.
Otras c¢é&lulas de la granulosa, especialmente en areas como la

superficie de la cavidad folicular, estan alargadas ¢ aplanadas.
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En los foliculos de De Graaf numerosas cé&lulas de 1la
granulosa estin cublertas por una capa delgada de material con
textura reticuleo-granular; este material es mas abundante en la
superficie de las cé&lulas del antro formande una lamina regular,
la cual rodea 1la cavidad , que se le ha llamado membrana
1imitante interna. Esta membrana esti compuesta probablemente de
liquido folicular precipitado y condensado asi como de restos de
células degenaradas. Algunas células de la granulosa tienen una
apariencia irregular parecida a la de una estrella. Estas
¢élulas al 1igual gque las polledrales contienen numerosas
microvellosidades y largas proyecciones cltoplasmaticas. El
citoplasma de estas c¢é&lulas posee numeroscs microfilamentos
delgados que estdn compuestos de proteinas contractiles actina y

miosina.

Entre las cé&lulas de la granulosa existen diversos tipos de
contactos intercelulares dentro de 10s gque se incluyen:
daesmosomas cortitos, adherenclas 2zonales y uniones fuertes (Motta,
et al, 1974 Espey ¥y Stutts, 1972). Algunos estudios demuestran
que las <cé&lulas de la granulosa poseen uniones huecas
distribuidas al azar, las cuales se 1lncrementan en tamafio ¥y
namero con el continuo crecimiento del foliculo, especialmente
cuando é&ste depende de la estimulacidén gonadotréfica. Las
uniones huecas parecen tener ademas importancia en la
coordinacién de las actividades celulares durante el crecimiento
¥y desarrolle foliculares. Tal actividad coordinadora de las
células de la granulosa (sintesis de macromoléculas,
proliferacidn, etc) puede ser una respuesta a la estimulacién

hormonal, mediada por las uniones huecas (Heller, et al, 198%1).



Maduracién del ovocito.- Durante el crecimiento primario,
los ovocitos tilenen un enorme nucleo alargado l1llamado vesicula
germinal (GV). Este nucleo contiene cromosomas en escobilldn,
los cuales estin activamente comprometidos en la sintesis de
RNA. Hacia el final del periodo de <crecimiento los cromosomas en
escobilléan se descondensan, cuando los ovocitos entran al estado

estacionario.

Tradicionalmente, el proceso de maduracion del ovocito se
refiere a 10s camblos ocurridos en la morfologia de los
cromosomas durante la progresion de 1a meiosis. Antes de
comenzar la maduracidn, el ovocito contiene una vesicula
germinal (GV) con pocos nucledles grandes ¢ algunos pequeﬁoé.
Los cromosomas de la GV estian extendidos y muy dispersos. En el
inicio de 1a maduracisn se rompe la GV y los <(cromosomas
comienzan su condensacidn. Con el progreso de la maduracidn los
cromosomas se condensan mas y comienzan a alinearse en el huso
en pares (Metafase I). La separacisn de 1os pares homologos de
cromosomas €8 segulda por la formacidon del primer cuerpo polar.
Los c¢romosomas gue permanecen en el ovocito se mantienen
alineados- Metafase II. Cuando comienza la segunda divisian
meidtica, se separan los cromosomas hijos y se produce la
divisidn entre el ovocito Yy el segundo cuerpo polar. Los
cromosomas que Fermanecen en el ovocito despues de 1a
separacldn, se descondensan y forman un proniicleo (Masui vy
Clarke,i979). La progresidn de la maduracidon del ovocito es
acompanada por cambios fundamentales en el ciltoplasma y las

estructuras nucleares,



La configuracisn cromosémica de 1los ovocitos en diploteno
varian de especie a especie. En los mamiferos los <cromosomas
permanecen difusos cuando el ovocito estd en fase estacionaria.
La transicidn entre el estado de diploteno y la primera divisidn
meldtica es iniciada por la condensacidén de los cromosomas en la
GV.-En los mamiferos este proceso de condensacion comienza cerca
de la membrana interna de la envoltura nuclear, lugar en donde
primero se adhieren los c¢romosomas (Motlik, et a1, 1978).
El comportamiento del nucledlo durante la fase temprana de la
ruptura de 1la vesicula germinal (GVBD) se ha descrito en el
ratén, la transformacién principal es el aumento de tamanio y la
acumulacidn de material electrodenso, antes de su desintegraciadn

{Zambont, 1972).

En el proceso de GVBD, ocurren varias interacciones entre la
GV y el citoplasma. En el ratéin (Zamboni, 1972) se ha observado
que se incrementa el numero de mitocondrias, particularmente en
el area cercana a la discontinuidad ¢ ruptura de la membrana

nuclear.

Tambi&n 8se han estudiado 1lcs camblios de la estructura
periférica de los ovocitos durante la maduracisn, observiandose
que se incrementan Las microvellosidades de 1a superificie del

ovocito (Zamboni, 1972).

Zona peldcida.- Durante 1la maduracidn del ovocito un
material amorfo, rice en mucopolisacaridocs se deposita entre

la superticie del ovocito Yy las células de la granulosa gue 1o
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rodean. En los foliculos de Graaf este material forma una
cubierta continua, la 2zona pelacida, la cual parece ser
sintetizada en el reticulo endoplasmico rugoso y modificada por

el aparato de Golgi de las cé&lulas de la granulosa.

Esta delgada 2zona estd interpuesta entre las c¢élulas de 1la
granulosa y el ovocito; el contacto entre estos dos elementos
foliculares es mantenido a través de las proyecciones
cltoplasmiaticas que se originan en las cé&lulas de la granulcsa y
que penetran la 2zona pelacida. Algunas d4de estas proyecciones
estan intimamente en contacto con 1la superficie del ovocito;
esta comunicacidn entre el ovocito y las células de la granulosa
puede servir para la transferencia de "nutrientes" b4
posiblemente también estin 1involucradas en €1 desarrollo y

maduracisn ael oOvVoCcito,

La 2zona pelticida tiene una superficie irregular y granular,
la cual en parte es el resultado de la presencia de envolturas
canaliculares las cuales penetran e interconectan el interier de
ila zona. Los <c¢anales y envolturas son ocupados por las
ramificaciones de las proyeccicnes del cumulus y las células
coronales. La zona pelacida estid compuesta por dos capas
distintas, una interna de material densc amorfc y otra externa
que es una fina capa granular. Los numerosos granulos presentes
en la superficie de la zona peliacida parecen ser originados en
1as células de la granulosa que rodean al ovocito (Motta y van

Blerkom, 197 4).
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Bajo condiciones normales la reanudacidén de la meiosis én
los foliculos preovulatorios depende de la secrecidén endogena de
gonadotrofinas o Dbajo condiciones experimentales. de la
administracison exodgena de las mismas gonadotrofinas a hembras
adecuadamente preparadas (Tsafriri, 1978). La interferencia con
l1a secrecidn de gonadotrofinas puede 1nhibir., no s6io  los
cambics ovulatorios, sino todo el proceso de maduracison
meidtica. En efecto, 1a hipofisectomia realizada en ratonas de
15 dias de vida: reduce notablemente el desarrolio de la
competencia meiética, inhibe por completo el desarrollo de
foliculos antrales entre los dias 21 y 3t post-parto, aumenta 1la
incidencia de atresia la cual afecta practicamente a todos los
foliculos antrales, 1nduce la presentacion de atresia aun en ios
foliculos preantrales, en los cuales este fenéomeno es raro bajo

condiciones normales (Tsafriri et al, 1976 DeKel et al, 1979).

La administraciéon de estradicl o de PMSG a las ratas
hipofisectomizadas aumenta el desarrolle folicular y restituye la
capacidad de alcanzar la competencia meldtica. Estos efectos se
observan f{inicamente cuandoe el tratamiento normonal se 1unicla
después del dia 20 post-parto. Bajo estas condiciones la PMSG es
capaz de revertir por completo el efecto de la hipofisectomia,

mientras que el estradiol es parcialmente efectivo.

Si la administracidén de PMSG o estraciol se realiza en
animales menores de 21 dias de nacidos, tante la PM3G como el
estradiol no son efectivos para restituir el crecimiento
folicular y 1a maduracidn meidtica del ovocits (Fig. 3

i

Estos resultados indican gue la posibilidad de estimuwianr  la
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! HIPOX
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(@) 19-21 23-25 25-31
(®) 17,19 21,23 25,27,29
© 21 25 31

Figura 3.- Efecto de 1la edad sobre la capacidad del estimulo
hormonal para inducir la aparicidn de la competencia para
llevar a cabo el proceso de maduracién meidtica del ovocito de
la rata. Las ratas fueron hipofisectomizadas en el dia 15 post-

parto. ( a ) indica los dias de edad post-parto en los animales
a los cuales se les 1implantd subcutaneamente una capsula de
estradiol; ( » ) edad en dias post- partoe a la gque se 1inicié la

aplicacién de PMSG por via subcutanea; { ¢ ) dias de edad post-
parto a 1a cual se realizd el sacrificio de los animales y 1la
explantacisdn de los ovocites. Los ovocitos fueron cultivados
durante 6 horas. El namerco de ovocitos examinados se indica en
el cuerpo de c¢ada una de ias columnas. » pDO.0Lxx P> 0.0Ut
cuando se compara con la maduracidén aicanzada en las

ratas
hipofisectomizadas sin tratamientoe hormonal.
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maduracidn folicular con gonadotrofinas depende estrictamente de

la realizacién de un programa intrinseco de maduracion ovarica.

El tiempo en el que es efectiva la sustitucién hormonal,
corresponde con el tiempo en el cual se adquiliere normalmente la
capacidad de llevar al cabo la maduracidéon meidtica (Bar-Aml Yy
Tsafriri, 1981). Aungue la 1incapacidad de 1as hormonas para
inducir la recuperacidn de la maduracién mejdtica antes de los
21 afas dae vida, debe depender del desarrollo de un Pproceso
bioguimico especifico del ovario, hasta ahora ha sido imposible
encontrar algin cambio metabdlico que se pueda relacionar
directamente c¢con Jla adquisicién de la capacidad de lievar al
cabo con &xito la maduracidn meidtica. Una molécula capaz de
desempeniar este papel ha sido, sin embargo, caracterizada en los
anfibios, el llamado factor de promocidon de la maduracisen o MPF
(Sadler y Maller, 1983). En la Fig. 4 tomada de Bar-Ami
y Tsafriri (1986), pueden observarse claramente los efectos que
acabamos de senalar. Estos resultados apoyan fuertemente la idea
(Bar-Ami y Tsafriri, 1981, Bar-Ami et al, 1983) de que la FSH ¥y
lo0s estrdgenos ovaricos participan de manera muy 1mportante en
el desarrollo de la maduraciéon meiodtica en los mamiferos. Sin
embargo existen algunas evidencias que van en contra de esta
hipétesis: (1) 557 de los ovoclitos gque crecen en cultivo
folicular y que alcanzan 70 micras de diametro son capaces de
proseguir su maduracidn melidtica cuando son explantados de
ratones de 8 dias de edad (Eppig, 1977) (2) utilizando ratonas
gené&ticamente deficientes en la produccidn de LHRH para
obtener ovocitos de 70 micras de diametro, se ha observado gue

estos ovocitos tienen 1la misma capacidad para alcanZar la
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la Granulosa

Celulas del
cumulus

Ovocito Dictiatico GVB Ovocito Maduro

Figura 4&.- Representacién esquematica del mecanismo de control
de la maduracién meldtica en los ovocitos de los mamiferos segan
Tsafriri y Bar-Ami (i1981), La reiniciacidén de 1la meidsis es
prevenida en los foliculos antrales por el OMI producido en las
células de la granulosa. La accidn inhibitoria de OMI es
ejercida, aparentemente, por ‘la mediacidén de las cé&lulas del
cumulus las cuales producen cierto tipo de sefial inhibitoria gque
es conducida al ovoclito a través de las uniones comunicantes. No
se sabe con exactitud si es el OMI mismo, el AMPc, 0 un segundo
factor el utilizado por las c¢é&lulas del cumulus como factor

inhibitorio. La LH induce la reanudacidn de la meidsis
poslblemente per estimulacion de las c¢élulas murales de la
granulesa, El mecanismo mismo de la LH no se conoce con

certeza, perc podria actuar: suspendiendo la sintesis de OM1 o
de los factores inhibidores secundarios; induciendo la
inveolucién del mecanismo de acoplamiente metabdlico y evitando
el +transporte de los factores de inhibicién a través de las
unliones c¢omunicantes. Alternativanmente la LH podria actuar
induciendo la generacidn de una senal positiva mediante 1la
producsisn de un factor estimulante de ia melsdsis toedavia no
identificado.
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maduraclién meidtica gque aguellos obtenidos de ratonas normales
(Cattanach et al, 1977, Beamer Yy EPplg, 1984). Sin embargo debe
tenerse en cuenta que en ambos tipos de animales el nuamero de
ovocitos gue alcanzan el tamano de 70 micras, necesaric para
realizar estos experimentos, es extremadamente pequefio eéen
relacién al namero gque alcanza este tamafno en la ratona normal
(Epplg, 1977), lo cual debe tenerse en cuenta cuando se analizan

este tipo de experimentos.

Pincus ¥y Enzmann (1935 demostraron gque 1os ovoclitos del
conejo separados de su ambiente folicular son capaces de llevar
a cabo la maduracion folicular cuando se colocan in vitro en un
medio adecuado, auan d4esprovisto +totalmente de hormonas. Esta
observaciédn ha sido confirmada repetidamente y exXtendida a otras
especies de mamiferos (Biggers, 1972). La maduracidn espontanea
dae los ovocitos aislados indujo a Pincus y Enzmann a sugerir gque
las células foliculares "producen un compbuesto o compuestos,
capaces de 1inhibir directamente 1la maduracidn nuclear del
ovocito®”. Chang (4955) fué el primero en demostrar la presencia,
en el liquido folicular, de un factor inhibidor de la maduracioéon

espontanea de los ovocitos de conejo.

El cultivo de ovocitos de puerco dentro de hemisecciones de
la pared folicular inhibe su maduracidn espontanea, mientras gue
ovocitos cultivados exclusivamente con c¢élulas de las tecas,
reanudan la meiosis. La presencia de c¢élulas de la granulosa
también Iinhibe l1a maduracién de 108 ovocitos, enconirandose gque
este efecto es dependiente estrictamente del namero de células

de la granulosa afadidas al sistema, lo cual ha llevade a la
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proposicién de gque estas cé&lulas producen un factor inhibidor de
la maduracién del ovocito (Oocyte Maturation Inhibitor; OMI)

{(Tsafriri y Channing, 1975).

Tambidn se ha encontrado que las células de la granulosa
obtenidas de foliculos pequefios son mMAas activas que las células
obtenidas de foliculos intermedios o grandes Yy gque el efecto
inhibidor de las células de la granulosa puede ser revertido por
la adicidn al medio de cultivo de LH (5 ug/ml) (Tsafriri et al,

1979; Gwatkin ¥y Anderson, 1976)

Posteriores estudios sobre la existencia de este inhibidor
de la maduracisn del ovocito han proporcionado los siguientes
resultados: a) es posible obtener OMI a partir de extiractos
acelulares obtenidos de homogeneizados de células de la
granulosa; de 1os medios de cultivo en los c¢uales se han
mantenido estas mismas células, Yy que por 1l¢ tanto se considera
"condicionado" o; del liquido folicular de varios animales
(conejo, Dborrego, vaca , hamster y mujer) (Tsafriri y Channing,
1975; Gwatkin Yy Andersen, 1976, Jagiliello et al, 1977; Hillensjo
et al, 1979) Db} la actividad de OMI presente en el 1liguido
folicular declina durante la maduracidn f£olicular, segin puede
demostrarse por la utilizacidn de liguido obtenide de foliculos
pequeios, medianos Yy grandes (Stone et al, 1979, 1978; Tsafriri
et al, 1977); ¢) el OMI no es especifico de especie y el liquido
folicular obtenido de una especle es capaz de producir
inhibicidén de la maduracisn folicular de otras (Tsafriri et al,
1977, Gwatkin y Andersen, 1976), &) la accidén del OMI parece ser

reversiple y su presencia c¢ontinua es requerida para mantener la
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inhibicidn de 1la maduracidn (Stone et al, 1978, Hillensjo et
al, 1979);, e) debido a su baja actividad y a su ausencia en los
foliculos grandes en ocasiones es difticil demostrar su
presencia lo cual nha 1llevade a algunos autores a negar su
existencia (Sato e Ishibashi, 1977; Leibifried y First, 1980)
sin embargo la actividad de OMI puede siempre encontrarse si se
estudia la fraccidn de Dbaje peso molecular del ligquido
folicular; f) el pico preovulatorio de gonadotrofinas induce un
aumento rapido en la esteroidogénesis folicular, sin embargo 1la
adiclén de esteroides al medio de cultivo no es capaz de
revertir 1a inhibiclén de Jla maduracién folicular inducida por
OMI. De la misma manera, el Dblogqueo de 1la accién del OMI
inducido por la adicién de LH no es inhibido por la adicidn de
innibidores de la esteroidogénesis {aminoglutetimida,
cianoquetona) a cultivos tratados c¢on LH (Tsafriri et al,
1982);, 8) El OMI es capaz de 1inhibir la reanudaclén de la
meiosis solamente si el ovocito se encuentra rodeado del
cumulus. S1i el ovocito es denudado de estas células, la meiosis
se reanuda aun en presencia de concentraciones elevadas de OMI
{(Hillensjo et al, 1979 ). Es pues aparente gue la senal
inhibitoria del OMI debe transmitirse directamente de las
células del cumulus al ovoCcito (Tsafrirt et al, 1982).
Recientemente el OMI ha sidc parcialmente caracterizado (Centola
et al, 1971 y se ha establecidc (Tsafriri et al, 1976, Tsafriri
y Channing, 1976) un sistema de Dbloensayc para su demostracién:
una unidad de OMI es la cantidad necesaria para bloguear la
ruptura de la vesicula germinal en el 50% de 10s ovocitos.

Estos hallazgoes parecen demostrar gqgue el OMI ez un péptido de



peso molecular menor de 2000 gue es secretado al liquido

folicular por las células de l1la granulosa.

Papel de la Comunicaciédn Cumulus - Ovocito

Se ha observado (Gllula et al, 1978; Moor et al, 1980), gque
el acoplamiento metabdlico entre las c¢é&lulas del cumulus y el
ovocito presenta su maxima actividad antes de la secrecidn del
pico de gonadotrofinas. Esto llevé a la hipdtesis de gue la
reanudacién de 1la melosis se produce como resultado de la
ruptura del acoplamientc funcional entre estas <cé&lulas,
posiblemente provocado por la -hormona ovulatoria (Lindner et al,
1974; Gilula et al, 1978; ﬁoor et al, 1980). Se propuso asi gue
el efecto de la LH sobre la maduracion melética es secundaria a
su actividad de secuestracidn funcional del ovocito. No
obstante, el estudio de la secuencia temporal de los cambios
inducidos por la accién de la LH sobre la maduracidn meidtica no
parece apoyar esta hipbdtesis. En efecto, segtin ha sido
demostrado por Moor et al (1980), la ruptura de la vesicula
germinal precede a la retraccién de las uniones comunicantes
entre el ovocito ¥y las cé&lulas del cumulus y por 1o tanto a la
disminucidén del fendmeno de acoplamiento metabdlico. Estos
hallazgos han sido comprobados por la observacidén de gque la FSH
es capaz de suprimir el acoplamiento metabsdlico sin inducir la

reanudacisn de la melosis (Moor et al, 1981).
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Papel del AMP - ciclico

La perturbacidén fisiologica de los foliculos puede ser
producida por la actividad estimulatoria de las gonadotrofinas
sobre otras actividades ademas de 1la estercidogénesis. Por
ejemplo, se sabe gque 1la LH estimula 1la produccion de
prostaglandinas en el folicule (Chasalow Yy Pharris, 1972;
Bauminger et al, 1975), y 1a aplicacién de PGE2 al medio de
cultivo 1nduce la maduracidn del ovocito (Tsafriri et al, 1972).
Sin embargo la indometacina, gue 1inhibe la produccién de PGEZ,
falla en suprimir la maduracién inducida por LH (Tsafriri et al,
1972), aungue debe recordarse gue la LH estimula la sintesls de
PGs en el ovario preovulatorio (Bauninger et al, 1975). Es claro
entonces gue la accién de la LH en la induccion de la maduracidén
en ovocitos dentro de los foliculos, no es mediada por
prostaglandinas. sSin embargo, también gqueda <¢laroe gque ambas
tienen una accidn estimulatoria gque produce cambios fisioclégicos

en los foliculos.

Es conocido gque tanto la LH como las PGs estimulan 1la
adenilciclasa e 1incrementan los niveles de Adenosin Monofosfate
ciclico (AMPc) en el foliculo (Lamprecht et al, 1973). Tante el
AMPc como sus derivados a concentraciones de 10-3M tienen un
efecto inhibitorio en la maduracidn del ovocito de rata
(Hillensjo et al, 1978). HNekKola y Smith (i1975) en ratones,
mostraron gue la adicidén de dibutiril AMPc al medio de cultivo
de foliculosg, inhibe el efecto inductivo de l1la LH sobre 1la
maduracién del ovocito. El efecto inhibitorio del dbAMPc también

se ha observado en ovocitos libres, obtenidos de ratonas maduras
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(Cho et al, 1974) y de ratas (Magnusson Yy Hillensjo, 1977). Por
10 tanto es muy bprobable gue la inhipicidén de la maduracién de
1o0s ovocitos intrafoliculares causada por el AbCMP, se deba a la

accidn directa de este compuesto sobre 108 ovocitos.

Una hipotesis atractiva es la que postula gue las uniones
huecas (Gap Junctions) transmiten AMPc de las células
foliculares al ovocito, inhibiendo su maduracidn (DekKel y Beers,
1978). Ademas se ha postulado gque el reinicico de 1a meiosis
causado por la secrecién de gonadotrofinas se dd cuando se
interrumpe la transferencia directa de AMFPc al ovocito (DeKel y
Beers, 1978). En contraste c¢on esta hipétesis se encuentra 1la
demostraclidn de que la reduccidn del acoplamiento intercelular
producido por LH, no parece ser el disparador para el reinicio
de la meiosis ya que la 1iniclaciédn de la maduracién precede a la
terminacidn d&e la comunicacién inducida por LH (Moor et al,
1981; Eppig, 1982). La elevacidén de la concentracidn de AMPc en
las c¢é&lulas del cumulus, nco resulta en un pico detectable de
AMPc en el ovocito (Schultz et al, 1983). Estos datos indican
gue el AMPc de las células del cumulus puede no ser transferido
al ovoclito, sin embargo, existe una correlacién entre la
elevacisn de los niveles de AMPc de las cé&lulas del cumulus y el
retraso en la maduracidn. Un modelo propuesto recientemente para
explicar la 1inhibicidn de la meiosis en el ratén, sugiere gque un
inhibidor putativo originado en las c¢é&lulas del cumulus, es
activado por el incremento de 1los niveles del AMPc vy
subsecuentemente transmitido al ovocito a través de la uniones
huecas y de esta manera actuar suprimiendo la GVBD (Eppig, 1983;

Freter y Schultz, 1984).



El AMPc puede Jjugar un papel significativo en el arresto
intrafolicular de 1a melosis del ovocito en ¢onejos y oiros
mamiferos (Cho et al, 1974; Magnusson Yy Hillensjo, 1977). Sin
embarge datos "in vitro®, obtenidos utilizando ovarios de
coneja perfundidos, no coincidiéron con lo anterior (DeKel vy
Beers, 1978} Estos resultados susclitan la posibilidad de gque
se requiera una elevacidn transitoria de 1os niveles de AMPc
para gque este agente actde comoc un inhibidor importante de la
maduracidén espontinea del ovocito encerradoc en el cumulus y sin
embargo la elevacion continua del AMPc en los folicules
preovulatorios puede 1inducir el reinicio de la meiosis en
ovocitos-cumulus dentro de sus foliculos. Los resultados de
Yoshimura y Wwallach (1987), estan de acuerdo con esta situacién,
ya gque estos 1nvestigadores encuentran que la exposicién
continua a AMPc ejerce un efecto inhibitorio scbre la maduracién
del ovoclto tanto con cumulus como con folicule; en contraste,
la exposicidn transitoria de 1los foliculos preovulatorics a AMPc
acelera el reinicio de la meiocsis en el complejo ovocito-
folicule. La capacidad del AMPc para acelerar ei reinicico de 1la
meiosis no se observa cuando los ovoecitos con cumulus o dentro
de sus foliculos son expuestos de manera c¢onstante a

concentraciones elevadas de AMPc.

Alternativamente, el aumento de los niveles
intrafoliculares de AMNPc puede ser un requisito esencial para el
reinicio de la melosis previo a la ovulacion. ( DecKel y Beers,
1978; 1980 ). Esta ultima posibilidad ha sido utilizada por

Richards y Midgley ( 1976 ) para postular un mecanismo de accidn
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del estradiol sobre 1a maduracidéon folicular ( Fig. 5 ), en la
cual el estradiol combinado c¢on su receptor penetra al nacleo y
actia estimulando la sintesis de RNA mensajero encargado de
sintetizar 1a adenilato ciclasa. De esta manera el aumento de
receptores en las células de la granulosa por efecto de la
estimulacidn con FSH puede ser mediada por el aclopamiento de
la adenilato cilclasa a los sitios receptores para FSH. La
fijacidén de la FSH induce un aumento en la sintesis de AMPc, el
cual, a su vez inducira la traduccién del RNA mensajerc para los
receptores a LH ¥y la posibilidad de un estimulo eficaz por esta

hormona.

Otros Agentes

La demostracién de la existencia de un compueste inhibidor
de la maduracién del ovocito tal como el OMI, na servido de base
para la buasqueda de otros compuestos que funcionen como factores
inhibidores de la maduracidén. En 1976 Gwatkin y Anderson
describieron la presencia de un péptido d4e unos {0 00C Daltons,
que funciona 1interfiriendo la accién activadora de la LH sobre
la maduracién del ovocito. En 1984 se sefialé la presencia de un
nuevo péptido, mas grande gque el OMI, pero mas pequeiic que el
factor encontrado por Gwatkin y Anderson y c<on mayor capacidad
para inhibir la maduracisdon del ovocito (Sato y Koide, 1984).
Este nuevo compuesto fué 1llamado factor preventivo de la
maduraciéen d4el ovocito (OMPF). El funcionamiento de este factor
parece estar relacionado con la presencia de ciertos glicosamin
- glicanos (GAGs), particularmente heparina y heparan sulfato,

en el foliculo (Sato y Koide, 1984).
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MODIFICACION DEL SISTEMA DE RESPUESTA A LA FSH

Figura 5.- Do¢s posibles mecanlismos de accidn del estradiol sobre
las cé&lulas de la granulosa. (A) El primer mecanismo indica 1la
manera como el estradiol actia modificando la respuesta celular
a la FSH. Kl estradiocl, por 1intermedio del complejo Estradiol-
Receptor (ER~E), regula 1la sintesis del RNA mensajero {(mRNA-1)
para la sintesis de la adenilato ciclasa (AC). De esta manera
el aumento de la respuesta de las c¢é&lulas de 1la granulosa al
estimulo c¢on FSH puede ser mediado por el acoplamiento del
receptor de la gonadotrofina (R-FSH) al sistema adenilato
ciclasa- AMPc. El aumento en la concentracidn de este segundo
mensajero estimularia la sintesis del RNA mensajero (mRNA-2) que
lleva 1la informacién para la sintesis del receptor membranal

para l1a LH (R-LH). {B) El segundo esquema 1indica un
procedimients alternativo en el cual el complejo receptor-
estradiol ( BR-E ) regula directamente 1la sintesis del RHNA

mensajero (MRNA-2) encargado de 1la sintesis de los receptores
membranales para LH (R-LH). En este caso la susceptibilidad a la
actividad estimuladora de la FSH se realilzara mediante la
sintesis de AMPc¢, el cual aumenta la eficiencia de la transacién

del mRNA-2 y por lo tanto la sintesis de 103 receptores para la
LH.
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En efecto, mientras que ninguno de 1los glicosamin- giicanos
utilizades aisladamente a concentraciones tan altas como 500
ug/ml no parecen tener afecto sobre el procesec de maduracisn
folicular, 1la heparina y el heparan 8ulfato, a concentraciones
muy pequefias, son capaces de Dbloguear completamente, el
funcionamiento inhibidor del OMPF (Sato et al, 1986). Esto
suglere gque la consistente presencia de estos GAGs en el
ambiente folicular pudiera ser necesaria para modificar la

actividaa de los factores inhibidores de la maduracisn.(Tabla I)

A este respecto debe recordarse que 1los GAGs pueden
‘modificar la accidn de las gonadotrofinas interfiriendo con su
fijacidn a las cé&lulas de la granulosa (Nimrod y Linder, 1980)
¥ se ha descrito que bloquean la activacién de 1la adenilato
ciclasa inducida por 1la LH (Salomon et al, 1978). Los foliculos
maduros de apariencia normal contlenen concentracicnes muy bajas
de condroitin sulfato (CS), mientras que en los foliculos
atrésicos 1a concentracién de algunos GAGs es muy alta, lo cual
provoca una disminucién de la capacidad de fijacion de la FSH y
la de LH (Pelusoc y Steger, 1978). Es pues posible sugerir que
segin el foliculo c¢rece y madura la concentracién de GAGs
disminuye, propictando la interaccién de las gonadotrofinas con
las cé&lulas foliculares. En el caso de gque se produzca la
atresia la concentracion de GAGs se mantiene alta, ¢ aun

aumenta, disminuyendoe la estimulacién gonadotréplca.

En 1985 Downs et al (1985), y EPpig et al (1985) sugirieron

que las purinas son capaces de ejercer un control efectiveo sobre



TABLA ¢

Efecto de los glicosaminglicanos sobre la actividad del factor
preventivoe de 1la maduracisén del ovocito (OMPF) en el raién.

Glicosaminglicano OMPF GVBD (%) inhibicién (%)
Control - 79.5 &+ 8.3 o]
Control + 11.7 ¢ 65 85
Condroitin sulfato - 775 t 151 2
Condroitin sulfato + 4.3 ¢+ 9.3 82
Heparan sulfato - 75.0 &t 85 [
Heparan sulfato + 635 ¢t 125 21
Heparina - 73.6 ¢ 6.4 7
Heparina + 55.4 & 124 30

La concentracion de 1los glicosaminglicanos en el medio de
cultivo fué& de 500 pg/ml. 10 a 15 ovocitos se suspendieron en
cada caso en el medio de cultivo con las adiciones sehnaladas y
después de 3 horas de incubacidn a 37 °C. se determind 1la
presencia de GVBD.

{ Modificado de Downs y Eppig, 1987 )
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la reanudacisn de la meiosis. En particular estos grupos de
investigadores sehalaron la presencia de altas concentraciones
de hipoxantina en el ligquide folicular y su capacidad para
mantener al oOvoclto en arresto mei1dtico, posiblemente actuando

de manera concertada con el AMP-ciclico.

La aplicacién intraperitoneal de inhibidores de la sintesis
de novo de purinas, tales c¢omo la azaserina, asi como de
inhibidores de la 1inosina monofosfato deshidrogenasa (IMP-
deshidrogenasa), comoc es el caso del &Acido micofendlico y la
bredinina, indujeron la ruptura de la vesicula germinal en
ratonas impiuberes estimuladas con PMSG (Downs Yy Eppig, 1987).
Por el contrario 108 1inhibidores de la adentlosuccinato
sintetasa (hadacidina y dl-alanosina), no tuvieron ninguan efecto
(Tabla II). Estos resultados sugleren gue la conversién de IMP a
derivados de la guanina ¢ de la Xantina, deberia estar
involucrada en la accién inhibitéria <2 la hipoxantina sobre 1la

maduracisn in vitro del ovocito,

Downs et al (1985%5) encontrarcen gque la guanosina es el
compuesto m&s activo como 1inhibidor de la maduracién folicular
¥y sugieren que los derivados de la guanina, producidos dentro
del foliculo por la IMP-deshidrogenasa, desempeian un papel
fundamental en el mantenimiento del arresto meidtico. sin
embargo no se ha determinado con precisién la forma en gque la

hipoxantina participa en este Droceso.



- 441 -

TABLA II.

Efecto de acidoe micofendlico (MA), brendinina (BR), azaserina
(AZA), hadacidina (HAD) y di-alanosina (ALA) sobre la maduracion
del ovoecito in vivo.

Tratamiento Ovocitos GVBD (4
examinados
control 1095 10 ( 1)
1.5 umolas MA 439 114 (26)
3.0 umolas MA 423 329 (78)
1.5 umolas BR 447 201 (45)
3.0 umolas BR 398 382 (96)
6.0 umc¢las BR 456 LT (97
12.0 umolas AZA 167 167 (4 0)
12.0 umolas HAD 450 i ( 0)
12.C umolas ALA 53t 2 ( O

Se utilizaron ratones a los que se les inyectaron 5 UI de PMSG y
a las 24 horas la désis indicada de los diferentes agentes por
via intra-peritoneal. Los c¢ontroles reclbieron solamente el
sclvente aplicado de la misma manera. Los animales se
sacrificaron 22 horas después del tratamiento, se les extrajeron
Y se observaron los ovocitos rodeados de cumulus para determinar
la presencia de GVBD.

( Modificado de Sato et al, 1986 )



Metabolismo Energeético

La maduracidn espontanea de ovocitos ailslados de rata se
acompafia de un aumento gradual en el consumo de oxigeno. Este
incremento ng ocurre sino hasta cuando el ovocito sufre la GVBD
{(Magnusson et al, 1977; Magnusson y Hillensjo, 1977). Hillensjo
et al (1975) y Dekel et al (1976}, observaron gque la velocidad
de consumo de oXigeno en complejos ovocito-foliculo disminuyéd
durante la maduracisn del ovocito después de la estimulacidén con
LH. Una gran proporcién de 1la actividad respiratoria en 1los
complejos es debida ala respiracién de las cé&lulas gque rodean
al ovocito (Hillensjo et al, 19755 Magnussom et al, 1977, Billig
et al, 1983), esto es importante para darse cuenta gue, mientras
el consumo de oxigeno en el ovocito se incrementa, este aumento
queda enmascarado por la gran disminucidn del consumo en
las c¢é&lulas gque lo rodean. Sin embargo un estudio mas
reciente demostrd que la elevacién en el consumo de oxigeno por
el ovocito no es un prereguisito para su maduracidn nuclear
(Magnussom, 1980). Experimentos realizados utilizando foliculos
de mamiferos , han demostrado un incrementoe en la produccién de
idcido lactico y del consumo de glucosa por los foliculos después
de ser estimuladoes con LH (Nelsson, 1974; Hillensjo, 1976;
Tsafrirli et al, 1976). Sin emdbargo, ZeilmarKer y Verhamme {{977)
midieron directamente los cambios en la concentracién de lactato
dentro del foliculo mismo Y no encontraron ¢cambios
significativos durante el proceso de maduraciadn, En otros

trabajos se ha demostrado que el aumento en 1la produccisén de
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acldo  sactico por los foliculos estimuladoes c¢con LH, no es
necesaria para gue ocurra la maduracién del ovocito ya que 1la
supresién c¢on yodocacetato del consumo de glucosa y la produccisn
de acido lactico no inhidbid la maduracién del ovocito (Tsafrirt
et al, 1976). Esto parece indicar que el efecto estimulatorio de
ia LH no .estia relacionado con el aumento en 1la actividad

glicolitica del foliculo.

E1 foliculo, durante la maduracidn del ovoclito tiene 1la
capacidad de utilizar, con distintos grades de eficiencia, una
extensa variedad de metabolitos de glucosa tales como el
piruvato, lactato, oxalacetato, succinato y fumarato, asi como
la misma glucosa. Biggers et al (1967) observaron en el ratén
que 108 ovocitos libres pueden utilizar sélo piruvato ¥y
oxalacetato como sustratos. El lactato y otros derivados de 1la
glucosa se pueden utilizar sélo <¢uande los ovocltos se
incuban c¢on sus células foliculares las cuales si son capaces
ae metabolizar al lactato (Brinster, 1971, Rushmer y Brinster,
1973). Esta caracteristica metabdlica parece ser un fendémenc
universal pues se encuentra tanto en mamiferos como en
vertebrados inferiores Yy en 1nvertebrados (Eppig y Steckman,
1974, 1976), Y es prokablemente debida a un blogueo bien
demostrado de la fosfofructocinasa (Barbehenn et al, 1974,
1978). De hecho ZeilmakKer y Verhammer (1974), suglirieron gue,
puesto que la disponibilidad del oxigeno esta limitada en el
foliculo, el lactate, mas gque el piruvato, puede ser la mayor
fuente de energia aprovechable por el ovocito dentro del

foliculo. También se ha sugerido 4gque, la 1ncapacidad d&e los
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ovVOoC1t0s l1bres para consumlr lactato, puede deberse a la falta
de nilcotin adenin dinucledtido (NAD) enaogeno, necesari¢ para
convertir el lactato a piruvato via la activacién de la
deshidrogenasa 1lactica (LDH). Esta sugerencia se Dbasa en 1la
observacién de que la adiciédn de NAD produce la maduraciéon de
ovocitos libres en un medio conteniendo lactato como dGnica
fuente de energia {(Sorensen, 1972; ZeilmaKer et al, 1972, Billig

Yy Magnusson, 1985).

No hay duda de que la maduracidén del ovocito es un proceso
que requiere consumo de energia, sin embargoe no existe un
completo acuerdo con respecto a logs mecanismos que participan en
l1a regulacidén del metabolismo energético del ovocito durante su
maduracién. La mayoria de los investigadores estan de acuerdo en
que la GVBD no se da&a, en c¢ondiciones de 1nhibicidén del
metabolismoe aerdbico (ZeilmakKer y Verhammer, 1974; Gwatkin Y
Haidri, 1974), sea por la falta de oxigeno, © bien por la
presencia de inhibidores respiratorios como KCN (Brachet et al,

1975).

Schulz y Lambert (1973), observaron gque la maduraciin de los
ovocitos de estrella de mar invelucra una disminucién en 1os
niveles de AMP y ATP y un 1incremento del ADP, por lo cual
sugieren que el aumentce de oxigeno gque se observa después de
la GVBD, tanto en esta especie como en otras, puede ser
interpretado como un indicador del aumento en la fosforil acién
oxldativa para reestablecer el nivel de ATP gque se comsumid

durante la GVBD.
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Uno de 108 procescs gque requiere energia durante la
maduracidn del ovocito, es 1la sintesis de proteinas. Esto se
basa fundamentalmente en dos hechos; primero, existe una
reduccidn substancial de 108 niveles de sintesis de proteinas
durante la maduracién del ovocito, bajo condiciones anaerédbicas
(Smith y Ecker, 1970) y segundo, el pico de consumo de oxigeno
observado en 1os ovocitos, colncide c¢on el tiempo de mayor
incorporacién de aminoacidos en las proteinas del ovocito

(Brachet et al, 1975).

Sintesis de Proteinas

Aparentemente el hecho de qgque exista un aumento en 1la
actividad de sintesis de proteinas en el ovocito durante la
maduracisdn, es un fendmeno general para todos los animales. En
ovocitos de mamifero la sintesis de proteinas ha sido estudiada
en especies c¢omo el ratén (Galbus y Stein, 1976; Schultz vy
Wassarman, 1977, Schultz et al, 1978), cer"dos (Mc Gaughey Yy Van
Blerkom, 1977), oveja {( Wwarmes et al, 1977). A excepcidon de 1la
oveja, en el resto de las especies, se han observado cambios
significativos en el patrén de sintesis de proteinas del
ovocito solamente después de la GVBD. En el estudio de las
ovejas, se encontrdo gque estos cambios también ocurrieron antes
de la GVBD. Esto parece sugerir que la sintesis protéilca es un
requisito para la progresién de la maduracién. Sin embargo Smith
Yy EcKer (1970 ) y EcKer y Smith (1971), mostraron gue mantener a
los ovocitos bajo condiciones anaerabicas, no detuvo 3u

maduracidn a pesar de gue hubko una daisminucidén substancial en el
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nivel de sintesis de proteinas. Baltus et al (1973), también
obtuvieron evidencias en este sentido, utilizando inhibidores
especificos a concentraciones capaces de disminulr la sintesis

protéica al 650/,

En mamiferos, el tratamiento con inhibidores de la sintesis
protéica, como Dpuromicina o© cicloheximida, detiene a los
ovocitos en la metafase I ¢ en estado de cromosoma bivalente
circular, pero no afecta ni la condensacidn de los cromosomas ni
la GVBD (Wassarman Yy Letourneau, 1976, Schultz y Wassarman,
1977). Sin embargo aparentemente en =2stos experimentos no fue
totalmente 1inhibida la sintesis protéica, por lo que es posible
que la poca proteina sintetizada en presencia del inhiblidor sea
suficiente para permitir los primeros eventos de la maduracian.
Schultz y Wassarman (1977) han sugerido gque la 1inhibkicién de la
sintesis de proteinas durante las primeras % horas de la
maduracidn en ovocitos de ratén (estado de <cromosoma circular
bivalente) no afecta la maduracidn, perc la inhibicidn durante
las siguientes 5 Thoras (estado de metafase I}, implde
cualguier adelanto o progreso de la misma. Por 1o tanto
aparentemente existen cliertas proteinas gue son sintetizadas
durante fases especificas de la maduracidn Y dque son

indispensables en los pascs subkbsecuentes del procesc.

Recientemente se ha estudiado la incerporaciéon de
sustratos marcados a macromoléculas en los complejos ovocito-
cumulus durante la expansidn provocada por la FSH (Ball et al,
1986). El1 estudioc electroforético de 1as proteinas sintetizadas

bajo estas condiciones parece 1indicar la aparicion de algunas
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especies proté&icas caracteristicas del comple)o estimulado, que
no son apreciables en el sistema antes de su estimulaciéon por la
gonadotrofina. Estas nuevas proteinas podrian ser semejantes a
l1as inducidas en las c¢é&lulas de la granulosa cuando son
estimuladas con gonadotrofina coridnica humana (Landefeld et al,

1979}

De particular interés parecen ser los estudios de Crosby et
al (1981). Estos autores estudiaron el papel gue las relaciones
intercelulares desemperia dentro del folicule para regular o
mantener ia maduracidn del ovoecito, particularmente desde el
punto de vista de 1la sgintesis de proteinas. La velocidad de
captacién de aminoicidoes a través de la membrana del ovocito
aumenta de manera importante durante la maduracién (Moor vy
Smith, 1979), ¥ puede 1inducirse por la supresién de las
cé&lulas foliculares, aunque las cé&lulas del cumulus se mantengan
intactas. Esto 1implica que las células foliculares regulan o
inhiben el transporte de sustratos a través de las conexiones
del complejo cumulus-ovocito en el foliculo completo y que esta
accldén inhibitoria puede ser suprimida por las gonadotrofinas.
Sin embarge debe tenerse en cuenta gque el cumulus mismo pc;see un
efecto regulador sobre esta funcidn del ovocito, yYa que los
ovocitos aislados no tienen un mecanismo estable de transporte

de aminoacidos.

Mas dificiles de entender son los resultados de estos
investigadores en relacidn al patrén de proteinas sintetizadas
bajo estas diferentes condiciones. En efecto, sus resultados

indican gque no sdlo ias células del cumulus participan en la
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determinacién del patrén de proteinas sintetizado por el
ovocito, sino gue las restantes células del foliculo participan
tamblén: en primer lugar algunos ovocitos envueltos en su cumulo
son capaces de sintetizar proteinas sin estimulc hormonal, lo
cual 1indica gque las células del cumulus solas no son siempre
capaces de 1inhibir por complete l1a sintesis de proteinas del
ovocito;, en segundo lugar, 1os cambios inducidos en este
parametro por el tratamiento c¢con LH de complejos cumulus-
ovocito, son similares pero no idénticos a los encontrados en
los foliculos enteros estimulados kajo las mismas circunstancias

(Crosby et al, 1981).

La estimulacién por FSH de la expansidén del complejo
cumulus-ovocito Provoca una disminucidédn notable en la
incorporacién de timidina-H3 al DNA gque se acompafna de un
aumento en la incorporacion de leucina a proteinas,
principalmente durante las 24 horas posteriores a la
estimulacién. Por el contrario la incorporacién de uridina al

RNA no se modifica (Ball et al, 1985).
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Sintesis de RNA

La sintesis de RMNA es muy activa en el ovocito en
crecimiento y disminuye drasticamente una vez gque el ovocito
adgulere su mayor tamanc Y se 1inicia la formacién del antro
{(Moore et al, 1974). En este mismo momento el nuciedlo del
ovocito, originalmente de egtructura finamente granular vy
vacuolado, se hace compacto y agranular (Crozet et al, 198%;
MotliK et al, 1984). Estas modificaciones morfolégicas y
funcionales parecen necesarias para la adquisicidén de la
competencia meidtica del ovocito, perc no ocurren en todas las
especies al mismo tiempo. En el ratén ocurre cuando el ovocito
se hace plurilaminar (Chouinard, 1971); en el cerdo ocurre en
los foliculos antrales (Crozet et al, 1981);, en el humano se
realiza solo en los foliculog antrales grandes (Tesarik et al,
1983); en las vacas se ha observado en foliculos antrales de
tamano medio, entre 05-3 mm de dl.émetro. Estos ovocitos
mostraron una 1ntensa sintesis de hnRNA y rRNA, la cual cesd
practicamente acompafandose de cambios en la estructura

nucltedlar.

El RNA sintetizado por el ovocito en crecimiento es muy
estable. Por ejemplo, cerca del 80/ del material radiocactivo
insoluble en acido sintetizado después de la inyecciédn
intrabursal de un ribonucledtido marcado, se retuvo hasta el

momento de 1la ovulacidén ocurrida unos 10-20 dias después
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(Bacnhvarova y Deleon, 1980; Brower et al, 1981). Usando estas
mismas técnicas se ha encontrado que aproximadamente el 10/ del
RNA sintetizado Yy presente en el ovocito ovulado es poli(A)-RNA
{(Bachvarova y DelLeon, 1980). En otros estudios se ha encontrado
que en ovocitos cuyo crecimliento es estimulado in Vvitro, el RNA
sintetizado fue de todas las especles, ribosomal, de
transferencia ¥ poli(A)-RNA (Brower et al, 198f) ; asi mismo se
encontrdé gque el recambio de las especies sintetizadas es
practicamente nule durante los 10 dias del estudio, lo cual se

considerd verdaderamente notadble en el caso del poli(A)- RNA.

Estudios encaminados a demostrar 1la sintesis relativa de
diferentes epecles de RNA han encontrado gue la sintesis vy
estabilidad relativa de 1los RNA 28S:18S8:58:48 se mantuvo
esencialmente constante durante el crecimiento del ovocito

(Brower et al, 1981; Boreen et al, 1983).

En trabajos realizados con anfibios, se ha observado Qque
la maduracidén 1inducida por gonadotrofinas en ovocitos dentro de
sus foliculos, es 1nhibida por el 1inhibidor de 1la sintesis de
RNA, actinomicina D {Dettlaf, 1965, Brachet, 1967). La
actinomicina D no evitd la maduracidén de ovocitos encerrados en
sus foliculos 1nducida por LH (Tsafriri, et al, 1972). Estos
resultados sugleren gque el efecto de las gonadotrofinas en la
induccidén de la maduracién del ovocito, puede 1nvolucrar 1la
sintesas de RNA, prero sélo bajo ciertas condiciones
fisiologicas, yva gque la mayoria de 108 1inhibidores de la

sintesls de KNA carecen de efecto sobre la maduracidn cuando los
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avocltos  estan  dentro dei  foliculo. En ovocitos likres en
matafase I & en estadoc de c¢romosoma bivalente circular el
innibidor mencionado si fué capaz de evitar la maduracién (Elom
y MuKherjee, 1972; Galbus y Stein, 1976), © é&sta se acompana

de aberraciones cromosédmicas severas (Alexandre y Gerin, 1977).

Sintesis de DNA

Aparentemente no se requiere de sintesis de DNA durante el
proceso de maduracidn (Masui y Ciarke, 1979). EXisten
evidencias en anfibios de 1la presencia de sintesis de DNA,
aparentemente a. nivel de citoplasma ¥y muy probablemente de

origen mitocondrial (Hanocq, et al, 1974).



Qvulacion

Después de gque el ovocito ha reanudado la meiosis y se ha
llevado a cabo normalmente la maduracién folicular, la
liberacidn de un ovocito fertilizable se realiza mediante la
ruptura 41 folicule ¥y &1 vaciamlente de su contenidg,
incluyendo el ovocito, en el ambiente exiracovarico. Este proceso
se c¢onoce c¢omo ovulacidn. La ovulacidn involucra algunos
procesas locales gue son cruclales para gue el evento se realice
normalmente. En el mamifero, los foliculos maduros se acercan a
la superficie del ovario hasta que forman sobre ella una
protrusion cubierta por una delgada membrana de aspecto

transliacido, liamada estigma.

El proceso de ovulacién ha sido el objeto de numerosos
experimentos. La evidencia acumulada indica gue un pre-reguisito
esencial para gue se realice la ruptura folicular es la
descomposicién de la capa de tejido conectivo, fundamentalmente
colagena, gque cubre al folicule (Espey, 1978). Entre 168 motivoes
que se han mencionado <omoe causantes de este proceso dinamico se
encuentran : (1) Aumento en 1la presion intrafolicular (Espey Y
Lipner,1963; Meyer et al, 1971) 2) Accidén directa del aumento
en la secrecién de esteroides (Rondell, 1974); (3} Accion de
algunas enzimas protecliticas sobre l1la pared del ovario (Espey,
1974; Morales et al, 1983); (4) Presencia de una reaccisén
inflamatoria. Kital et al (198%); (5) Contractilidad ovarica

(Okamura et al, 1972); (6) Esteroidogénesis (Thebault, 1977).
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Atresia Folicular

Se estima que al nacimiento, el namero de ovocitos en ambos
ovarios varia de 60,000 a 100,000 de acuerdo a la especie y la
raza. Sin embargo, no todos estos ovocitos son capaces de
alcanzar el estado maduro. Por cada ovoclto gque madura y es
ovulado, varios empiezan su desarrollo pers nunca alcanzan la
maduracisdn, por tal motivo <cualqulier o¢ovaric normal contiene
numerosos ovocitos en degeneracisdn dentro de foliculos que no
pudieron alcanzar su desarrollo total (Hafez, 1974). A este
proceso de degeneraciédn gque sufren la mayoria de los foliculos

ovaricos se 1le conoce c¢omo atresia (Ingram, 1962).

La atresia, bajo condiciones naturales, es un proceso
paulatinoe e 1irreversible. Las alteraciones morfoldégicas gque va
sufriendo el foliculo dependeran del grado de atresia gque vaya
alcanzando. EXiste una propuesta para clasificar a los foliculos
por su estado de atresia, implementada por Hay, et al (1976) vy
complementada por Moor,.et al (1978). Estos autores proponen la
clasificacidn en cuairse grupos: El grupe nuamero { en el cual se
incluyen los foliculos gque tienen una apariencia +translacida,
una buena vascularizaciéon y una c<¢apa granulosa regular. Este
grupo en realidad se refiere a 1los foliculos normales no

atrésicos.

En el grupo 2 se 1incluye a los foliculos gue presentan una
apariencia grisacea ¢ que de alguna manera han perdidoc su
apariencia +iransiicida, pero que todavia presentan circulacidn
sanguinea y escasos desprendimientos de 1la capa granulesa. Este

grupo fué considerado "intermedio” y dificil de clasificar.
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Finalmente un tercer grupoe en el c¢ual se incluyen 1ios
foliculos c¢laramente atrésicos, cuya apariencia opaca obedece a
gue la mayor parte de 108 Vvasos sanguinecs se encuentran vacios,
asi como a la presencia de grandes desprendimientos de la
granulosa y de una gran cantidad de gidbulos blanguecinos,
"cuerpos atrésicos", presentes dentro de la cavidad
folicular.Este 4ltimo grupoe ha sido posteriormente dividido en
dos subgrupos, el de los foliculos moderadamente atrésicos o
grupo 3a y el grupo 3b gue 1incluye 1los foliculos severamente

atrésicos.

Exliste otra forma mias minuciosa para clasificar a los
foliculos atrésicos y fué& propuesta por cCarson et al (1979) y es

come sigue:

Atresia I: Se refiere a los foliculos no atré&sicos y son
aguellos gque presentan una c¢apa granulosa integra y uniforme
ademas de gque sus tecas son perfectamente evidentes y en
contacto muy cercano con la granulosa.

Atresia II: En esta clase se encuentran algunas areas
discontinuas en la granulosa asi como picnosis en estas células.
Atresta III: Las perforaciones de 1la capa granulosa estan
asociadas con areas de picnosis extensivas de los nuacleos de las
células de esta capa.

Atresia IV : En este momento existe ya una perforacién extensiva
de la capa de la granulosa, ademas deé una separacién parcial de
la teca 1nterna. Los nucleos picndticos son evidentes en ambas
capas. El ovocito empleza a separarse d4de la pared folicular.

Atresia V: Los fragmentos residuales de 1la granulosa estan
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totalmente separados de la teca. los capillares tecales y el

ovocito han desaparecido.

En este mismo trabajo, los autores encuentran que la atresia
es dependiente del diametro folicular; el 79/ de los folicuios
con diametro menor a | mm eran no atrésicos (atresia I, II),
mientras gque el 937 de los foliculos mayores de 6mm fueron
atrésicos (atresias III, IV, V). Asi misme confirman el hecho de
que las cé&lulas de la granulosa pierden la capacidad de unir

gonadotrofinas conforme avanza la atresia.

Hasta el momento no se conocen <on precisién las causas gue
desencadenan o determinan la atresia folicular. Existen diversas
teorias que han tratado de explicar las causas de la atresia.
Jonn y Khron (1959) postularon que la atresia es inducida por
una sustarncia intrasdvarica capaz de promoverla, También se
sustenta que este proceso degenerativo es el resultado de las
limitaciones en aporte de nutrientes Yy sustratos por una
reduccidn de la suplementacién sanguinea (Greenwald, 1974; Hay
et al , 1976). Otra explicacién gque se ha dado es la existencia
de un desarrollo aberrante de receptores de la teca y de 1la
granulosa (Richards et al, 1978 ). Ademas, han sido involucrados
numerosos y contradictorios factores hormonales. Se dice gue ia
atresia s8e 1ncrementa por altoes niveles de gonadotrofinas
{Sturgis, 1971, Harman et al, 1975), pero también por su
disminucidon (Keever Yy Greenwald, 1967; Greenwald, 1974); ha
3140 reportado que los estrdgenocs incrementan la atresia (ter

Haar et al, 1976; Peddie, 1977) y también gque tienen un efecto
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antiatrésico (Harman et al, 1975), los adrdégenos también han
sido reportados como causa del 1ncremento de la atresia (Louvet

et al, 1975).

En algunos experimentos se ha podido demostrar que los
foliculos atrésicos son capaces de regenerarse bajo condiciones
in viiroe aun cuando su liguido folicular (Moor et al, 1978) o el
medio de cultivo (Hay et al, 1979) contengan altos niveles de
androégenos, bajos niveles de estrdgenos y la ausencia total de

gonadotrofinas.

Generalmente los estudios sobre atresia folicular sélo
describen 1os estadios avanzados de é&sta debido a la dificultad
que presenta la indentificacidn de las etapas tempranas. En un
estudio reciente en el c¢ual se comparan observaciones al
microscopio de luz y al microscopio electrdnico, se encontrdé gue
el unico signo de l1la atresia temprana fué& la presencia de
nacleos picndticos. Los foliculos c¢on atresia avanzada
observados al microscopilo de luz, mostraron severas
alteraciones, principalmente en cuants a la pérdida de cé&lulas
de la granulosa, asi como marcadas irregularidades en 1a zona
pelaciaa. Las observaciones de estos foliculos al microscopio
electrénico revelaron alteraciones citoplasmicas gue variaron de
acuerdoc at grado de atresia yendo desde la vacuolizacién y el
aumento del tamafio de las mitocondrias, hasta dJdasaos importantes
en otros organeles. En el estadio avanzado de 1la atresia los
ovocitos presentan una 1importante vacuolizacidn y disminucidn
ae las microvellosidades, los organelos se observan severamente

distorsionados y 1la 2z2ona peluacida ademas de presentar una
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importante condensacién se encuentra retratda hacia la placa de

cdlulas de 1la granulosa {Gondos, 1982).

Se han desarollado una serie de modelos con el propoésito de
estudiar a 1la atresia desde el momento en dque se dan los
primeros indicios y no sdlo en retrospectiva como lo pemiten las
condiciones naturales de un animal. Los modelos que han sido
usados son: el blogueo de la ovulacidén en el proestro con
barbitaricos como el pentobarbical s&6dico {( Braw y Tsafriri,
1980); la inyeccidn de PMSG en ratas inmaduras (Peluso et al,
1977); 1a hipofisectomia durante el Pproestro en hamsteres
(Greenwald, 1978). Bill y Greenwald (1981), desarrollaron un
model¢ con el cual se producen grandes poblaciones sincronizadas
de foliculos atré&sicos en hamsteres, el tratamiento consiste en
hipofisectomizar a las hembras el dia de la ovulacién (dia 1) e
inmediatamente después 1nyectar sulcutaneamente PMSG. El dia 4
se aplica intraperitonialmente sueroc anti-PMSG (privacién aguda
ae gonadotrofinas). Este tratamiento produce una supresiéon mas
bprusca dqael efecto de la PMSG de 10 que ocurre normalmente por su
degradacidn bioldgica normal, 16 cual acelera de una manera muy

importante el proceso qde atresia.

Actualmente este es uno de los métodos mas usados en el
estudio de la atresia. De hecho todos los modelos citados
concuerdan en 1los cuadros basicos de descripceciéin de este proceso
Yy sélo difieren en el tiempo en el gque comienzan 108 primeros
signos, dependiendo de 1o drastico ¢ de 1los rapido que se vean

afectados los niveles de gonadotrofina.



Utilizando el modelo de privaciédn aguda de gonadotrofinas,
Bill y Greenwald (1981) encuentran gque el examen morfoldégice dae
los foliculos antrales después de la aplicacisn de anti-suero
PMSG en namsteres hipofisectomizados, revelé que los primeros
cambios hacia la atresia se detectan a las 4 horas de 1la
aplicacién del anti-suero. A este tiempo, se observaron una gran
cantidad de cé&lulas de 1la granulosa con nucleos picnodticos
principalmente en las c¢é&lulas que rodeaban al ovocito. A las 8
horas se observd la desintegracidn del cumulus oophorus aungue
sin desintegracién del ovoclito. A 1las 24 horas el cumulus se
observa totalmente desintegrado y el ovocito flota libremente

en la cavidad antral.

Uno de los aspectos menos estudiados en el procesc de
maduracidn folicular concierne a los cambios Dbioguimicos gque
participan en el proceso, siendo c¢laro que hasta ahora todos los
estudlios hechos se refieren, sobre t0Q¢, a los cambios
endsécrinos que acompahan el proceso de atresia, sin que de ellos
pueda derivarse un <conocimiento preciso de 108 cambios que
precipitan la presentacién del fendémeno. Estudios Dbiloquimicos
realizados en hamsteres mediante la utilizacidén del método de
Bill ¥ Greenwald para producir atresia, han demostrads que la
cantidad de DNA folicular se mantuvo constante durante las
primeras 24 nr, pero después disminuyé, alcanzando un nadir a
las 48 nhr. La concentracién de DNA por foliculo a las 48 nr
correspondid a una disminucidn notable en el nuamero de células
hasta 1.0 X 1025, Durante este tiempo la observacidn histolégica

demuestra la destruccidn y eliminacidn de un gran namero de
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células de 1la granulosa (Hubbard y Greenwald, 1981). Entre las
48 y las 72 hr se observé un ligero, pero significativo, aumento
en la concentracién de DHNA por folicule, el c¢ual puede
corresponder a la infiliracién leucocitaria gque se produce

durante la atresia ¢ bien a la hiperplasia de la teca.

También se ha encontrads una disminucisn en la concentracison
folicular de nucledtidos ciclicos, tanto AMPc como GMPc,
aparentemente en correlacién con el progreso de la atresia. Por
autoradiografia se ha demostrado una disminucién en la poblacion
de receptores para FSH y hCG en las células de la granulosa de
los foliculos atrésicos (Ulelenbroek et al, 1980). Puesto que
ambas gonadotrofinas estimulan 1la adenilato ciclasa en el
hamster, una preduccién en el nimero de sus receptores debe
causar una disminucién en la actividad de esta enzima y por lo
tanto una disminucidn en la concentracién folicular de AMPc
(Hubbard y greenwald, 1981). La disminucién observada en el GMPc
no podria explicarse de la misma manera, También debe
considerarse que el progreso de la atresia va acompanada por la
muerte y disminucidn de las cé&lulas de la granulosa, 1o cual
ciertamente contribuye a explicar el descensoc en 1los nucledtidos
ciclicos, tal vez no com¢ un fendmeno primario, sino secundario

a otras alteraciones foliculares,

Desde el punto de vista hormonal el primer efecto de la
privaclian aguda d¢e PMSG es la disminuclidn en la habilidad para
la producciéon de estrogenos (1 hora después del tratamiento) Y
posteriormente 1la de 1os androgenos ( 2 horas después del

tratamiento). En cuanto a la progesterona, &sta no parece ser
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alterada de manera importante por el procesc de la atresia. Este
estudio parece proveer una evidenclia importante aunqgue 1indirecta
acerca del orden en el gque se presentan 10s signos de la
atresia, siendo los morfoldgicos posteriores a los

esterocidogénicos.

En un estudio mas minuclioso sobre las alteraciones
estercidales producidas como consecuencia de 1a atresia,
utilizandoe el mismo modelo de la privacidéon de gonadotrofinas,
Hubband y Greenwald (1983), corroboraron que log foliculos
disminuyen rapidamente su habillidad para sintetizar estrdégenos y
testosterona, mientras que la produccidén de 17-OH-P, P4 y AMPc

declinan mis lentamente conforme avanza la atresia.

Una consideracidn importante para entender la disminucién
de los esteroides aromiaticos en los foliculos atrésicos es el
heche de haberse comprobadoe en distintas circunstancias tanto
experimentales, usando el modelo de producciéon de atresia por
privacién de gonadotrofinas (Shaha y Greenwald, 1982), como
naturales (Carson et al, 1979), que durante este proceso
degenerativo hay una declinacién gradual de los receptores a LH,
asi como la destruccién de las células de la granulosa, quedando
intactag las c¢é&lulas de 1la teca hasta estadios avanzados. Se ha
sugerido ademas, que la destruccién de la granulosa, causa la
liberacidn de factores inmunoldgicos e inflamatorios, tales como

el complemento, con 1o cual ocurre una mayor destruceidn celular

(FarosokKhi, 1981).

En un +trabajo realizado con células de la teca y de la

granulosa, se vié gque é&stas contienen las enzimas capaces de
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convertir progesterona a estradiol hasta 24 horas después de
prodaucida la atresia, por lo gue aparentemente el problema de la
disminucién de 108 esteroides aromaticos se debe a un inadecuado
aporte de androstenediona por parte de las cé&lulas de la teca,
de tal manera que uno de los puntos <clave de los eventos
esterc»idoéénlcos durante la atresia puede ser la d4isminucién de
la actividad de la enzima C-17-20 1liasa de la teca, c¢on lo cual
se impide el aporte del sustrato, androstenediona, a las células

de la granulosa ( Silavin y Greenwald, 1984).

A pesar de gque los datos mas recientes parecen indicar gue
108 cambios en la esterolidogénesis durante la atresia no se
deben a alteraciones en 1la actividad de aromatizacion, existen
algunos grupos de investigacién gue siguen sosteniendo esta
hipbétesis Yy postulan que 1a reduccidn en la actividad de
aromatizacidn de los foliculos atrésicos se debe a una
4aisminucidn en la actividad existente inmediatamente antes de
que se 1inicie el proceso de atresita y no a la falla en ila
adquisicidn 1inicial de esta actividad (Moor, 1977; Moor et al,
1978; Mc Natty, 1981). Estos autores ademas proponen gue la
disminucidn en la aromatizacién, es une de los primeros signos
de atresia. Al respecto Tsonis et al (1984) dliscrepan de 1la
opinidn de 1os autores anteriores en cuanto a que la pérdida de
1a actividad de aromatasa sea uno de 10s signos tempranos de
atresia, vya que ellos demuestran gue en las etapas tempranas de
la degeneracién atrésica dicha actividad estid presente en

niveles normales.

Existen algunos informes gque permiten sosteéener dque la



atresia sea un procesc regulado 1intraovaricamente. El traba)o
realizado por Hay et al (1979) parece apovyar esta hipotesis.
Ellos demuestran gque los foliculos atrésicos son capaces de
recuperarse tanto de los dafos histolégicos como de los
bioqgquimicos b4 normonales producidos durante este proceso
mediante el aislamiento del foliculo de su medic ambiente
natural y su mantenimientc en un medio de cultivo <con

nutrientes y 8in ninguna otra suplementacién.

Los datos 1ndican dque la recuperacién es total al grade de
ser imperceptible la diferencia con los foliculos noe atrésicos
En este mismo trabajo, se apoya tambisn 1a hipotesis de la
carencia de receptores a FSH en 1los foliculos atrésicos, dado
que la adicién de esta hormona al medio de cultive no produjo la
recuperacidn de la capacidad de aromatizacién dqae 1los foliculos

en este estado
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OBJETIVOS

Objetivo Particular.

Estudiar desde el punto de vista bioquimico la maduracién y la

atresia folicular en la cabra.

Objetivos Particulares.

Demostrar gque los criterios gque utilizaron Moor et al (i1978)
y Hay et al (1976) para el diagndéstico macroscépico e
histolégico de la atresia folicular en 1la oveja, pueden ser

aplicados en el diagndstico de 1los foliculos de la cabra.

Encontrar un parametro biogquimico que permita establecer el

estado de maduracidn de los foliculos caprinos.

Determinar la presencia de actividad proteolitica y
antiproteoclitica (tripsina Y antitripsina) del ligquido
folicular, células de la granulosa y saco folicular y en su

caso caracterizar fisicogquimicamente estas actividades.

Conocer 1la influencia que tienen la atresia y el tamafio
folicular sobre la actividad proteoclitica &
antiproteolitica, asi como determinar la localizacién de estas

actividades en el foliculo.



MATERIAL Y METODOS :

Se obtuvieron ovarios de cabras criocllas adultas no
gestantes sacrificadas en el rastro de Milpa Alta DF,
procedentes de explotaciones extensivas con empadre continuo y
condiciones de manejo muy similares. La zona caprina de
procedencia se encuentra ubicada en el Municipio de San Luis
Acatlan, Guerrero a {6°45° LS y 98P 4% LO. El clima de este
sitio es tropical subhumedo con lluvias en verano (Aw 1), su
altitud es de 375 m. sobre el nivel del mar, 1a temperatura

media anual es de 26 °C. y su precipitaciéon media de 976 mm.

De acuerdo a estudios realizados previamente con animales
de esta zona ( Avendafno et al 4984 ), la época en 1la que 1los
animales presentan su mejor momento reproductivo, en términos de
incidencia de estros y tasa ovulatoria, es la que comprende los
meses de Septlembre a Diciembre, por tal motivo, en el presente
estudio se obtuvieron las muestras semanalmente durante los
cuatro meses mencionados. Las muestras se obtuvieron
aproximadamente {5 minutcs después de 1a evisceracidon de los
animales, 108 ovarios se transportaron en soluciéon de HNaCl 0.154
M a -#-°C, conteniendo 50 U de Kanamicina / ml, y en un lapso
noe mayor 60 min. se +tenian en el laboratorio; los ovarios se
enjuagaron con solucién salina fria en dos <ocasiones, antes de
hacer su diseccidén, la cual se realizéd desprendiendo la mayor
proporcion del tejido estromal hasta hacer Posible la

identificacién facil de la capa de células de la granuilosa. La
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parte gruesa de la diseccidn se realizd macroscoépicamente, pero
para desprender las capas mas cercanas al toliculo fué necesario
nacerlc bajo un microscopio estereoscépico equipado con fuente
de iluminacién eléctirica, magnificacidn 120 ¥ {(AMERICAN OFTICAL
INSTRUMENT COMPANY). Durante todo el proceso de diseccién los
foliculos se mantuvieron en cajas de petrr con la solucién
mencionada y en un bafic de hielo para mantener la temperatura de
la solucién a 4 °C. 1a cual se verificé en repetidas ocasiones
para cada experimento. Los foliculos aislados se agruparon de
acuerdo a su diametro Yy a su estado de atresia. El diametro
folicular fu@ determinado utilizando una regla con escala
graduada a intervalos de 1 mm Los foliculos medidos se
clasificaron en +tres grupos; menores de 3, de 3 a 6, y mayores
de 6 mm. El estado morfoldgico de atresia se diagnosticéd
utilizando un microscopio estereoscdpico ( magnificacién 120 X),
a través del cual se juzZgaron principalmente +ires elementos;
1a continulidad de la capa granulosa, el grado de vascularizacién
tecal y 1la presencla del complejo cumulus-ovocito. Los foliculos
se clasificaron en cuatro grupos, siguiendc¢ principalmente el
criterio de Moor et al (1978), quedando de 1la siguiente manera:
1os foliculos con apariencia brillante y translacida, extensiva
vascularizacidn Yy una capa granulosa regular, fueron
clasificados como no atrésicos ( Grupc 1 ) los foliculos con
apariencia opaca o grisacea, una pobre vascularlizacién, vasos
sanguineos vacios y desprendimientos de la placa granulosa,
fueron considerados atrésicos {(Grupe 3 ) Este grupo fué

subdividido en dos, los moderadamente atrésicus (Grupc 3a) y los
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severamente atrésicos (Grupo 3b). Esta subdivisién se hizo
principalmente por el grado de dano a nivel de 1a capa
granulosa desprendimiento del complejo cumulus ovocito y lesisén
de 1las tecas. Los foliculos gque presentaron algunos rasgos de
atresia, c¢como poca translucidez y aspecto grisaceo, pero sin
desprendimientos c¢laros de la granulosa, se clasificaron como

indeterminados (Grupo 2).

Con el propdésite de tener una confiabilidad adecuada en la
clasificacién bajo el microscopio estereoscoépico (clasificacidn
macroscdépica), primero se realizé un ensayc con 120 foliculos,
los cuales después de ser clasificados macroscopicamente con el
criterio mencionado, se enviaron al laboratorio histoldgico
para su reclasificacién y finalmente se compararon los
resultados.

A los foliculos <clasificados, se les extrajo el 1liquido
folicular por puncidén con una aguja calibre 22. El 1liquido se
colecciond en forma individual en pegueios tubos de polietileno
para centrifuga (Beckman) mantenidos en hielo. Con el propasito
de evaluar el gradoe de infiltracidén sanguinea en los liguidos
foliculares obtenidos, se determind en todas 1as muestras la
concentracién de hemoglobina por el método de la Benzidina

(Crosby and Furth, 1956).

Los foliculos con valores de hemoglobina mayores a 25
ug/mi. no se consideraron en 1los siguientes experimentos. Los
valores de hemoglobina se utilizaron ademas para conocer su
correlacidn c¢on el grado de atresia. Por otr¢ lade se hizo un

experimento piloto, en el gue se constate gue con el metodoe de
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extraccidn de liguido gue se usd, se estaban obteniendo mas del
857 de las cé&lulas de la granuloesa. Asi mismo los foliculos
procedentes de oOvarios con cuerpos luteos muy desarrcolladoes o
con anormalidades gruesas como quistes, fibrosis, etc, no
fueron considerados en este estudio, las patologias
macroscopicas que se descartaron fueron basicamente las
mencionadas por Rosales et al (1987).

El liquido folicular fué centrifugado a 3500 g durante 10
min. para separar las células foliculares. El sobrenadante fué
centrifugado a 12,000 g. por 20 min. Los precipitados del primer
sobrenadante se resuspendieron en solucién amortiguadora fria de
Tris-RacCl (Tri-hidroxi-metil-amino-metano),pH 7.4 (50 mM.) Y
nuevamente se centrifugaron a 3500 g durante 10 min. después
se homogeneizaron en un homogeneizador (Coaxial Potter
Elvehejem), con &mbolo de tefldn en 500 ul de Tris-HC! pH 7.4
{50 mM). Los sacos foliculares vacios también se lavaron por
centrifugacién y se homogeneizaron en un 500 ul de la solucidn
anterior. Durante 1la homogeneizacién de las estructuras, los
tubos que las contenian se mantuvieron en hielo.

Las determinacidones gque se lucleron fueron

Proteinas

Para la cuantiticacidédn de proteinas, se utiiize el meétrodo
de Lowry y col. (1951), modificad¢ por 14 incorpiracién  del
tartrato de sodio y potasio a la soluclen alcalina, con lo cual
se le da mayor estabilidad a los reactivos La determinacidn de
protefnas se basa en el complejo coloride formado por el cobre

del! reactive de la solucidn 2, con 108 enlaces peptidicos de las
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proteinas. La intensidad del color es proporcional al numero de
enlaces peptidicos presentes. Las determinaciones se realizaron

en ligquido folicular y homogeneizados de paguete Yy saco.

Reactivos:

Solucidn al 27 de Carbonato de Sodio y 0.02/4 de Tartirato de

Sodio y Potasio en Sosa 0.1 N (Solucidn 4)

Solucién al 0.5 / de Sulfato de Cobre pentahidratado en agua

(Soluc¢idn 2).

Solucidn Cupro-alcalino: Se mezclan 50 ml. de la solucion
¥y 4 ml. de la solucidn 2 (Solucisén 3).
- Reactivo de Folin Ciocaltau (Harleco) diluido 1:2 en

agua (Soluclidn 4).

Método:

Se utilizaron alicuotas de S0 pl, tanto para el liguido
folicular como para 1los homogeneizados de paquete Yy saco

folicular.

Para hacer la determinacién de proteinas en el 1liquldo
folicular por este método fué necesario diluirlo 20 veces dada
su alta concentracidn., La muestra se aford a 04 ml. con agua
destilada y posteriormente se agregaron 2 ml. de la solucidn 3,
a los 10 min., se agregd 0.4 ml. de solucidn 4. Después de 20
min. de reposc a temperatura amblente, los tubos se leyeron en

un espectrofotéometro Coleman Jr. a 550 nm.
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En la curva estandar se utilizéd Albumina Sérica Bovina
liofilizada. Se sabe gque el color obtenido de 1a reaccién en
este método, sigue la ley de Lambert-Beer, unicamente cuando la
concentracidn proteinica esti en el rango de 0O a 100 pg Yy
después de esta concentracidn pierde la linearidad y formando
otra linea recta de 3100 a 500 pg, por este comportamiento y dado
que los rangos de concentracisdn manejados en la curva estandar
fueron de 15 a 90 pg/sistema, cuandc las muestras problema
mostraron una lectura mayor a la del dltimo punto de la curva
estandar fué necesario repetir la determinacién con una alicuota
menor, 1gualmente , cuando la lectura fué& menor a la del primer
punto dJdel estandar, se repitié el experimento con una alicyota

d4e mayor volumen

Hemoglobina

L.a Hemoglobina se determind en el 1liquido folicular por
el m&todo de la Benzidina (Crosby and Furth, 1956), dgque
normalmente es usado para determinar Hemoglobina en plasma y gque
fué muy efectiva para la medicidn en liquido folicular

disminuyendo al 10 % el volumen total de la mezcla de reaccidn.

Reactivos:

- Solucidn de Benzidina al 1 % en Acido Acético al 90 %,

Agua oxigenada al { 7%

Acido Acético al 2 7
- Estandar de Hemoglobina. NHormalmente las ampolletas

comerciales contienen 800 pg/ml de Hemoglobina, para usarla
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en la curva estandar se hizo una dilucién 140 , por lo que

la concentracion final fué de 20 pg/ml

Método:

Se tomaron alicuctas de 20 pl de liguido folicular y se
aforaron a 50 yl con agua destilada, posteriormente se les
agregd 100 yl de Benzidina al ! “Z en Acido Acé&tico al 80 / mas

100 pl de H202 al 1 7%

Después de mezclar el contenido de los tubos se dejaron
reposar durante 20 min. a temperatura ambiente,al términc de
este tiempo se les agregd 1 vyl de Acido Acético al 10 7 y
después de 10 min., a temperatura ambiente las reacciéones se
leyeron en un espectrofotémetro Coleman Jr. a 5i56 nm., Para 1la
curva estandar se tomaron alicuotas de van de 5 hasta 50 yl,

las cuales equivalen a concentraciones de 100 a 1000 ng/sistema.

En todas las determinaciones mencionadas hasta aqui, los
experimentos se realizaron por duplicado, con el propésito de
tener resultados mas confiables, asi mismo para +todos 10s casos,
se incluyd un blanco de reactives cuyo valor se restd a todos
108 tubos problema. En cuanto al calculo de las concentraciones
de las muestiras, é&ste se hizo por la extrapolacidn del valor de

la absorbancia obtenida sobre las curvas estandares respectivas.
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Determinacison del Peso Molecular de las Actividades Antitriptica

Y Triptica del Liguido Folicular. por Filtracién en Gel

Las macromoléculas tales como las proteinas, entre otras,
se pueden separar o fraccionar por cromotografia de filtracioen
en gel en base a las diferencias de tamano y forma moleculares.
A este tipo de cromotografia tambié&n se le llama cromotografia

de exclusidn molecular ¢ cromotografia de tamiz molecular.

ExXisten varios tipos de sustancias gque se utilizan para
esta ta&cnica, entre las gue se encuentra el Sephadex; el cual
esta compuesto de moléculas de dextrana entrecruzadas con
hepiclorhidrina formando perlas porosas con un tamano bastante
uniforme. Cuando el Sephadex se c¢oloca en agua, se hincha
formando un gel, en este momento las perlas presentan poros, los
cuales son bastante uniformes y cuyo tamano esta determinado por
el grado de entrecruzamiento, esta caracteristica es lo gue

establece el grado de fraccionamiento.

Conforme una mezcla de varias macromoléculas pasa al
través de una columna de gel, las moléculas con dimensiones mas
grandes gque 10s poros mas grandes de las perlas, se excluyen del
gel y se eluyen primero; mientras que las moléculas pequenas
penetran en 108 poros. El grado al cual una molécula entra a
los poros de un gel depende de su tamaio y forma; por
consiguiente, las moléculas se eluyen de 1la columna conforme
decrece su tamano ¢ peso molecular. El volumen de elucién es

logaritmicamente proporcional al tamano o peso molecular.
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Para determinar el peso molecular de Jas actividades
antitriptica y +triptica por esta 41&cnica, una alicuota de 150
vl. obtenida del liguido de los foliculos en el estadio adecuado
segyn la clasificacidn ya descrita, se c¢colocd sobre 1l1la parte
superior de una columna de Sephadex G 150-40 (Sigma Chemical
Products) de 0.9 om. de diametro por 30.C cm. de altura,
(columna de plastico K 15/30 Pharmacia Fine Chemicals), la cuail
se dejd equilibrar toda la noche c¢con el amortiguador de elucién
(Tris-HCL 0©0.05 M pH 7.4). La muestra se eluyé con el mismo
amortiguador a 4 C. y a una velocidad de flujo de 6 ml./nr. Se
colectaron 15 fracciones de t ml. cada una , usando un colector
de fracciones LKB Ultrorrac tipo 7000 equipado con monitor para
ultravioleta Uvicord II acondicionado para absorcién a 280 nm. y

un graficador LKB tipo 6520 A,

A las fracciones asi obtenidas se les midid 1a actividad
Antitriptica y a las fracciones con valores negativos (cero) se

les mididé la actividad +triptica.

Las fraccicones dque presentaron actividad triptica fueron
aquellas gque eluyeron después de los ¢ ml. Y que por
consiguiente su PM esti muy al extremo de los valores inferiores
de la curva de calibracidn para Sephadex G 150, por esta razon
para corroborar el PM obtenido, las alicuotas con actividaa
triptica se juntaron y se filtraron al través de una columna de

Sephadex G 50 en las condiciones arriba mencionadas.

Para calcular el PM en ambos casos se utilizdé el valor del

coeficiente de distribucién aparente (Kav) de las actividades
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correspondientes entre los poros del gel y el scolvente de

elucidn, el cual se obhtuvo utilizando Ja sigulente formula:

Kav :=Ve-Vo
Vi-Vo en donde
Vo : volumen vacio, el volumen de elucién de las moléculas, que
se distridbuyen tunicamente en la fase mévil debido a gque son mas
grandes que los poros mas grandes del gel. Este volumen se
obtuve de la seial gque envid el Uvicord 11 al graficador al
pasar una solucidn de una sustancia patrdéon (Dextran azul 2000
Pharmacia Fine Chemicals) y cuyo PM es mayor al limite de

exclusiéon del gel que se esta usando.

Vt = volumen total de 1la c¢olumna de gel y el cual se
obtiene por célculo matemitico, usando la formula del volumen de

un cilindro Vt = 1 r2 h.

Ve = volumen de eluclén de la columna, el volumen de
solvente reguerido para eluir una molécula dada. Se obtlene
también de la sefial que manda el Uvicord 11 al graficador cuando

se esta eluyendo la muestra probliema.

Puesto que Vit - Vo incluye el volumen de la matriz del gel,
el cual es 1inaccesible a todas las moléculas de 12 muestra, Kav
no es un coeficiente de distribucién verdadero. Sin embargo,
para un gel dado hay una relacidén constante XKav/Kd que es
independiente de la naturaleza del soluto o de su concentracién,
por 1o tanto Kav define el comportamiento del soluto al igual
que Kda independientemente de las dimensiones Y de las

condiciones de empaquetamiento de la c¢olumna. Practicamente es



mas facil determinar el peso molecular de una substancia,
construyendo una curva de calibracidn de Kav contra peso
molecular, utilizando un juego de proteinas con diferentes pesos
moleculares, los cuales deben estar dentro de 1os limites de
exclusiéon del gel y efectuar la determinacidén grafticamente.
Normalmente en la {filtracidn de gel con Sephadex 1os solutos
tienen 1isotermas de particién lineales y dan picos simé&tricos en

una grafica de Kav contra el volumen de elucidon.

Para tener idea del tamano de las moléculas con actividad
antitriptica el 1liquido se dializd en <$ric conira 450 ml. de
NaCl 0.09 7/ durante 24 hrs; a las 12 hrs. se hizo un camblo de
la solucidn de NaCl. Al terminar el tiempo estipulado se
recupersd el lfgquido folicular del saco de di3lisls Yy se midid la
actividad antitriptica por el método gue mas adelante se
describe. Otra prueba que se aplicd fué la de resistencia a 1la
temperatura, para lo cual se colocd el liguido folicular en
pequeinos tubos, dentro de una platina caliente ( Module Heater,
Scientific Products H-202i-1 115 volts) a la temperatura de 45,
60, 75 y 90 °C., durante 5 min. c/u. La actividad antitriptica
se miais después de la exposiciadn a cada una de las

temperaturas.

Actividad Antitriptica

Esta medicidn se hizo en el ligquido folicular, siguiendo un
método fluorométrico descrito previamente por Mercado y Rosado
(1975). El parametro gue se usd, fué la disminucisn ocasionada

por adiciéon de liquido folicular en la fluorescencia producida
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por la actividad hidrolitica dé la +tripsina pancredtica bovina
(SIGMA # TBOO03), 50 ug. disueltos en 200 pl. de soluclién salina
0.9 ¥4, sobre una solucién 0.045% nHM. de un sustrato
fluorosintético, el Benzoil-D-L-arginina- B8 -naftilamina (BANA).
Las determinaciones se hicieron a 22 t 0.4 °C. en tres ml. de
bufer Tris-HCl (Tri-hidroxi-metil-amino-metanc 0.05 M, pH 7.4,
ajustado c¢on HCIL). La fluorescencia fué determinada en un
espectrofluorémetro PerkKin Elmer MPF-3L, eguipado c¢con termostato
Y un sistema de doble rejilla. La emisién de la fluorescencia
fué determinada a 410 nm., con una longitud ue onda de
excitacidn de 345 nm. con una apértur'a de excitacidon Yy de
emisién de 6 nm, el valor de la sensibilidad del amplificador

fué de 30 (i0OmV).

Antes de cada medicidn el fluordmetro se calibrdé con una
solucidn acuosa 23.3 mM. de B -Naftil-amina (Sigma Chemical Co.)
amortiguada con Bufer Tris-HCI 0.05 M pH 7.4. Con esta misma
solucidn, se hizo la curva de calibracidén para calcular las
n molas de B -Naftil-amina liberadas que corresponden para cada

muestra, de acuerdoc a la fluorescencia emitida en cada reaccion.

Actividad Triptica

La actividad triptica de los sacos y células
homogenelzadas, se mididé c¢on el mismo método fluorometrico
descrito para la actividad antitriptica. Para la determinacién
en el liquido folicular, fué necesario primero separar la
actividad antitriptica, por el método de cromatografia de

filtracidn en gel gqgue se describié anteriormente.
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RESULTADOS

Clasificacién de 1os Foliculos

Nuestros resultados sefalan que los c¢riterics propuestos
Por Moor y col (1976) para Juzgar la atresia folicular de la
oveja, pueden ser extendidos al dlagnéstico de la atresla
folicular en la cabra, de tal manera que los foliculos de cabra
que mostraron un aspecto brillante, translicide ¥y sin
desprendimiento alguno de la granulosa, ademas de la presencia
clara del complejo cumulus -ovocito, fueron clasificados como no

atrésicos, grupo 1.

Los foliculos c¢on evidencias de alteracliones en la posicion
del complejo cumulus-ovocito, apariencia opaca Y poca
vascularizacién, con desprendimientos evidentes de 1la capa
granulosa, lo gque @43 un aspectoc natosc al interior del foliculo,

fueron clasificados c¢omo atrésicos, grupo 3.

En el subgrupo 3a se 1incluyeron 1los foliculos qgque
presentaron menos del 50/ de desprendimientoe de la granulosa,
evidencia de perforaciones de la misma, aspecto opacc ¥ Ppoco
vascularizado, y desprendimientc del complejo cumulus -ovocito.
En el grupo 3b, se incluyeron los foliculos gque mostraron mas
del 50Z de desprendimlento de la granulosa c¢on abundantes
perforaciones, aspecio muy o0opaco, vascularizacisén practicamente
nula y ausencia del complejo ovocito-cumulus. En este grupo se

incluyen tambisn losx folicules con claro danoe a 1as tecas.



Los foliculos gue no presentan evidencia clara de atresia,
pero gque tampoco pueden ser facilmente clasificados come no
atrésicos por su aspecto poco Dbrillante y algunas ailteraciones
sospechosas de desprendimientc de la granulosa, fueron incluidos

en un grupo especial considerads como 1indefinide o grupo 2.

Los resultados del diagnéstico histopatoelogico del grado de
atresia realizado simultineamente en un grupo numeroso de
foliculos control, para comparar la acuclosidad del diagnadstico
de atresia por observacién macroscoépica simple, diagndstico que
se realizdé sigulendo criterios previamente establecidos en la
literatura mundial (Hay et al, 1976; Moor et al, 1979), se
mencionan a continuacién: La granulosa de los foliculos no
atrésicos tiene por 1o menos 7 capas de células de apariencia

normal con 8610 un nuamero escaso de c¢élulas picndéticas o

fragmentadas. La mayoria ae las c&lulas foliculares se
observaron normales, con numerosas mitosis, Los nucleos,
nucledlos, <citoplasma y bordes celulares se observarcon bilen

preservados. Los ovocitos no estakan afectados. La lamina basal
esté siempre presente ¥y su grosor es uniforme. La teca es
normalmente de menor espesor gue la granulosa y sus células
estan orientadas paralelamente a la membrana basal conteniendo
hakitualmente algunas células de caracter fibroblasticeo o

glandular.

En l1a atrestia primaria el grosor de la granulosa ha
disminuido y conteniene en general entre % y o capas de células,

muchas de estas células aparecen desorganizadas o pichaticas: la



capa basal de las c¢élulas de la granuilosa se encuentra
normalmente ausente y la lamina basal se encuentra adelgazada vy

anormail.

En resumen, 108 foliculos en atresla primaria se
distinguieron fundamentalmente por ia presencla de pilcnosis en
un nuamero varilable de las células de la granulosa kste fenomenc
se encontrd en diferentes lugares de folicules con apariencia y

forma normales.

Los foliculos <con atresia avanzada se encontraron
severamente afectados en la observacién histolégica. En generai
los foliculos habian perdido varias capas de célulazs de 1ia
granulosa y por lo tanto se observaroen cuntraidos e 1irreguiares
Las capas restantes contenian numerosas cé&lulas picndticas,
pocas o ninguna mitoslis Yy Dbordes celulares irregulares vy
a1storsionados. La <Zona peliacida invariablemente se encontrod
afectada, irregular y condensada en partes, habiéndose retraido
de manera mas o menos notable de la capa interna de las células
del cumulus. La 1lamina DYasal que separa 1las células de la
granulosa de las células de la teca se encuentra engrosada, pero,
permanece mas o© menos intacta aun en los foliculos con atresia
terclaria, atn cuando en &3810S8 es posible observar
ocasionalmente algunas regiones en las gue la lamina basal ha
desaparecidc y las cé&lulas de la teca Yy de¢ la granulosa se

encuentran en c¢ontacto directo.

El liquido folicular, que tiene una aparilencia floculenta en

los foliculos normales no atrésicos, se encontré francamente



coagulado en los foliculos atrésicos durante la observacién

histolégica.

En la atresla secundaria la granulosa se ha reducido a una
0 dos capas, presentando areas de desprendamiento total, .a teca
se encuentra tamblén adelgazada y Jescorganizada, sin embargce es
frecuentemente mas gruesa gJuée ia granulosa Las células Jde la
teca se redondean, siendo¢ posSible encontrar enn ella células

escamosas.

En la atresla terciarla, la granulosa es escasa y ausente
en numerosos lugares. Algunas cé&lulas de la granulosa se
observan hipertrofiadas y con citoplasma basofilico La teca se
encuentra muy delgada Yy muy desorganizada En numerosos
foliculos c¢on atresia terciaria es posible encontrar fibras de
colageno en ambos lados de la lamina basal y en ocasiones aun
dentro de esta misma lamina. En 1la teca interna de los foliculos
en atresia terciaria se encuentra una pérdida de cé&lulas de la
teca como resultado de la apoptosis y se observa la presencia de
numerosos cuerpos de inclusidén producidos por la fagocltosis. La
cavidad antral de los foliculos atrésicos contiene
frecuentemente pequefics grupos o nidos, de cé&lulas de 1la

granulosa exfoliadas.

En la figura 6 se presentan 10s resultados obtenidos por el
estudio comparativo, El grupo { <claramente puede considerarse
como formado casi totalmente por foliculos normales, sin
evidencia microscéplica de atresia. 8&lo &YX de los foliculos

clasificados en este grupo demostraron presentar un estadio
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Figura 6.- Comprende la relacién entre la clasificcidén gruesa o
macroscoépica y 1la histolégica de los foliculos atrésicos y no
atrésicos de la cabra. Los foliculos fueron divididos en cuatro
grupos en base a su apariencia gruesa observada a través de un
microscépio estereoscopico siguiendo el procedimiento usado por

Moor et al (1978) en la oveja. Las barras indican la
composicién de cada grupo cuando se corroboraron con el estudio
histolégico de acuerdo con 1los criterios de Hay et al (1976).

Los estados de atresia fueron daivididos de acuerdo a 1os autores

mencionados en: primaria, secundaria y terciaria. El ndamero de
casos estudiados fué de 120.



inicial de atresia por la observacidn histoldgica. Por el
contrario el grupoc 3, tanto 3a como 3b, estid constituido casi
totalmente por foliculos con evidentes datces hlstolégicos ge
atresia avanzada, #43% de foliculos en atresia secundaria y 334
en atresia terciaria en el grupo 3a y 86/ de foliculos en
atresia terciaria, con s6lo 14/ de foliculos en otros estadios
de atresia en el grupo 3b. El grupo intermedlo, grupo 2, es
mucho mas dificll de AQefinir y seguramente 1los datos encontrados
no podran ser relacionados facilmente c¢on ningin grado de
atresia, como podemos ver estd constituido por 287 de foliculos
no atrésicos, 51/ de foliculos en atresia primaria, y 13/ y 8%
respectivamente en airesia secundaria y terciaria., Sin embargo
si se considera que mas del 50/ de los foliculos clasificados en
este grupo presentan histolégicamente datos de atiresia inicial o
pPrimaria, no se cometera un error muy grande si se toman los
datos encontrados como manifestantes del principic del proceso

de atresia folicular.

En cuanto al tamaifio folicular es importante mencionar que
la c¢lasificacién de los foliculos menores de 3 mm ofreclé
mayores dificultades y requiridéd un tiempo muy grande para llegar
a una clasificacién Jque el estudio histolégico demostro
posteriormente poseer un 504 de posibilidades de error. Este
error consistid fundamentalmente en c¢onsiderar atrésicos
folicules que el estudio histoldgico demostré ser normales.
Estos resultados nos hicieron tomar la decisidn de no intentar
una clasificacidn de este tipo de foliculos y se agruparon

s3lo0 por su tamaino.
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Concentracién de Hemoglobina

En la figura 7 se presentan los datos de la concentracidn
de hemoglobina en el liguldo folicular de acuerdo al grupo de
atrésia. Es 1importante mencionar qgque la concentracidn de
hemoglobina/ml. del 1liquido folicular fué considerado para
eliminar aquellas muestras gque por su alta concentracidn de esta
proteina ( 25 ug/ml ) pudiesen confundir los resultados de
algunas de las determinaciones planteadas. Por otro lado, 1la
concentraciéon de esta proteina en el ligquido folicular
efectivamente resultdé ser un adecuado indicador del grado de
atresia en los foliculos mayores de ©6 mm. Como se puede ver en
la figura 7A, la concentracidén de hemoglobina aumentd conforme
avanzd la atresia, se pudo observar una diferencia
estadisticamente significativa entre 1os dos primeros grupos de
la clasificacién y los dos restante's. que se refieren a los
foliculos claramente atrésicos. No obstante en 1los foliculos de
3 a 6 mm., la concentracidn de hemoglobina no parece ser
importante para diagnosticar el grado de atresia, dado que no se
observa ninguna tendencia de la concentracidn de esta proteina
por estadio de atresia, sin embargo la diferencia si resulta
importante estadisticamente cuando se comparan las
concentracicnes en los mismos estadios de atresia pero a

diferente tamanc folicular.

Activ.dad Antitriptica.

Ern c¢uanto a la presencia del 1nhibidor de tripsina o

actividad antitriptica del liquido folicular demostrada en este
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Figura 7.- Concentracidn de hemoglobina en el liguido folicular
caprino. Cada Dbarra representa la media ¢t la desviacién
estandar del numerco de casos 1ndicados dentro de las barras
Los resultados son expresados c¢omo {foliculos > 6mm. (A) Y
{ 6mm.(B). Las letras diferentes indican diferencia
estadisticamente significativa entre las barras (p 0.085),
usandoc una prueba simultinea de ANOVA y suma de cuadrados de
GABRIEL ( Figura 7 A ). Las diferencias entre los foliculos de
distintos tamafios se calcularon usando la prueba de "t" ae
Student. Los asteriscos indican que las barras del panel B son
dAiferentes estadisticamente (p4 0.05) de las correspohndientes
en el panel A
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trabajo, se observd que existe una 1importante correlacién entre
el 1ncremento de esta actividad y el progreso de la atresia en
los  folicules mayores de 6 mm. Cabe mencionar gue en estos
foliculos mayores de 6 mm. existen diferencias significativas en
cuanto al porcentaje de 1inhibicidn de dicha actividad +triptica
entre 103 tres primeros grupocs de atresia, siendo el mayor valor
de l1a 1i1nhilbicidén el del grupo 3a ( ver figura 8a ). Aungqgue no
exXxiste daiferencia significativa entre los valores de la
inhibicién del grupo 3a con los del 3b. si se puede observar una
clara tendencia a la disminucidn de la actividad antitriptica en
este dltimo estadio de atresia, Tampoce s8e encontraron
diferencias significativas entre 1los valores de 1la actividad
antitriptica de los grupos mencionados ( 3a y 3b ) cuando &stos
fueron analizados por tamano folicular ( dates no mostrados en

la grafica ).

En figura 8B se pueden observar las diferencias de 1la
actividad inhibitoria debidas al tamano folicular para un mismo
grado de atresia ( Grupo 1 ). Los resultados mnmuestiran gque
hay una correlacion negativa entre el tamano folicular y 1la
presencia del inhibidor de +tripsina, de tal manera que la mayor
1nhibkicidn de 1a actividad +triptica la presenta el liguido de
los foliculos menores de 3 mm., y conforme aumenta el tamaio

esta actividad disminuye.

En 1la siguiente figura ( 9 ) se puede ver con mayor
claridad el efecto del tamafio folicular sobre 1la inhibicidn de
la actividad +triptica, ya Jue en todos loes grupos de atresia el

porcentaje de 1inhibicion fué mayor en los foliculos medianos ( 3
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Figura 8.- Efecto de 1la atresia 1+ 8A ) y el tamanc¢ folicular

(8B) en la actividad antitriptica del liguide follicular caprino.
La activigdad antitriptica se midié por la adicién de una
cantidad conocida de +tripsina Dpovina pura a una mezcla del

sustrato fluorogénico ( BANA ) y 1C wul. del iiquido fe¢licular
especifico. Las barras indican la media de los valores
porcentuales de la 1inhibicién de +tripsina ¢+ la desviaciédn
estandar. El nuamero de casocs estda 1ndicadc dentro de las
barras. Las letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas entre jas barras. Para el casc
de la atresla folicular (8A), se usé un procedimiente

simultaneo ANOVA- suma de cuadrados de GABRIEL Las diferencias
en el tamano folicular (8B) expresadas con asteriscos

fueron
calculadas con 1la prueba de "t" de Student.
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efecto inhibitoric sobre la tripsina
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a & mm.) comparativamente con los grandes. Para el caso de los
foliculos de 3 mm. el valor de la 1inhibicién fué tan altce como
el de los foliculos de 3 a & mm. en los dos 1ltimos estadios de

atresila.

Caracterizacién del Inhibidor de Tripsina.

Las pruebas filsicogquimicas gue se le hicieron al inhibigor
demostraron gque se trata de una molécula termosensible dado que
perdié el 987 de su actividad cuando fué expuesto durante 5 min.
a 9% ©°C., también demostrd no ser dializable y actuar
dptimamente a PpH 7.4, mostrandoe pequeios decrementos en su

actividad a pHs mayores o© menores.

Los datos arrojados por la columna de cromatografia de
filtracidn en gel que se presentan en la figura 10 muestran el
volumen en el cual se encontré la actividad triptica Y
antitriptica asi como el del marcador del wvolumen vacio,gque en
este caso fué& dextran azul. Asi mismoc se puede observar gue la
localizacidn del marcadoer Se hizo por la lectura de las
fracciones en el espectrofotémetro a 63C nm., mientras gue la
actividad antitriptica se midid en porcentaje de 1inhibiciédn de
la actividad triptica y é&sta Gltima en pocentaje de actividad
sobre el sustratc sensible ( BANA ). En ambos casos se usd el
método fluorométrico ya descrito. En la fraccidn 6 gque equivale
a & ml. de velumen se tuvoe el Vo, y a los 8 y 15 ml. la
actividad antitriptica ¥ triptica respectivamente,
correspondiendo a pesos moleculares aproximados de 64,000 y

24,000 daitones.
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Figura 10— sSeparaclion de las actividades de tripsina y
antitripsina presentes en el liquido tolicular de la cabra por
cromatografia de filtracion en gel, usando " Sephadex " G 150-40
en una c¢olumna 9 X 36 c¢m. Yy Tris-HCL 0.05 M, pH 7.4 como
eluyente. El volumen vacio (e-e-#-} se didé a los 6 ml y el

peso molecular calculado para la actividad antitriptica (-X- X- X)
3 triptica (-m - Wm-)fueé de 64,000 Y 24,000 daltones
: pectlivamente. La actividad de tripsina ademas fué
caracterizada en "sephadex” G 53¢ para corroborar el peso
molecular caleulado ( datos no mostradoes en la grafica )
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Cinética del Inhibidor de Tripsina.

En la figura 1{ , se presentan los valores obtenidos en
la cinética enzimatica que se realizd a la actividad
antitriptica del ligquido folicular. Primero se obtuvo el valor
en A de fluorescencia de l1a tripsina (20¢ ug/mil) sobre
concentraciones +fijas del sustrato: 1.87, 3.7%, 7.50 y 150 por
10'5H de BANA ; después se midlé el efecto 1nhibildor adel
liguidoe folicular (L.F.) a cuatro diferentes volumenes: 5, 10,
15 y 20 ul. sobre la tripsina. El efecto del 1liquido folicular

se midid por la disminucidn en la fluorescencia/min.

Al graficar los datos con las inversas de la velocidad y la
concentacidsn del sustrato, se construyd la grafica tipo
Lineweaver - Burke, que se muestra en la misma figura 14, esta
grafica permitid conocer gque el liquido folicular posee una

inhibicidn de tipo incompetitiva sobre 1la actividad +triptica.
Actividad de Tripsina.

En la figura 12 , se presenta el efecto del estado de
atresia sobre la actividad de +tripsina ( medida por el cambio
de fluorescencia/mins/mg. de proteina) encontrada en las cé&lulas
de la granulosa ( figura 12A ) y del sacoe folicular ( 12 B ). La
actividad de +tripsina que se encontrd en el saco folicular fué
muy alta en los foliculos del grupo { y disminuyd paulatinamente
conforme avanzé la atresia, siendo sumamente baja para el caso
de la atresia 3k, no se encontraron diferencias significativas
entre el grupc {1 ¥y 2 pero si entre cada uno de ellos con los

grupos 3a y 3b, mientras gque éen estas cé&lulas del saco o pared
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Figura 11.- Anallsis cilnético de la reaccidén de +tripsina c¢on
liguido folicular de cabra. Grafica tipo Lineweaver-Burk de la
concentracidn del sustrato Benzoil-DL-arginina- B8 - naftilamina
(BANA) contra 1la actividad +triptica en ausencia (e) Yy en
presencia de 5 (®m), 10 (¢), 15 (X)) ¥ 20 {(aA)ul de iiguido
folicular.
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Figura 12.- Efecto del estadio de atresia sobre la actividad de
tripsina en los -nomogeneizados de saco folicular (12B) Yy
c&lulas de las granulosa (i12A), obtenidos de foliculos de cabra.
Las barras 1indican la media ¢ la desviacién estandar de la
actividad observada en el numero de ensayos independientes
indicados dentro de las barras. Las letras diferentes expresan
diferencia eatadisticamente significativa (p {0.05) entre las

barras calculada por un método simultaneo de ANOVA Y suma de
cuadrados de GABRIEL.
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folicular el descenso mas i1mportante en la actividad triptica se
pPresenta en la atresia 3a, las cé&lulas de ia granulosa muestran
Justamente en este grupo de atresia la mayor actividad de
tripsina {( El grupo 3a presenta 2 veces mas actividad gue las
células de la granulosa de la atresia i1 y 2 ) cabe senalar gue
en los primeros estadlios de atresia la actividad de tripsina de
las c&lulas del saco folicular es casi el doble de la actividad
que presentan las células de la granulosa, mientras gque en el
estadlo mas avanzado de atresia ( grupo 3b ), la actividad es
practicamente la misma para ambos grupos celulares.El peso

molecular de esta actividad se puede observar en la figura {0.



DISCUSION.

La inhibicién de 12{ actividad proteolitica, tanto
plasmatica c¢omo tisular, parece ser un proceso de gran
importancia en el mantenimiento de la homeostasis. La alfa{l) -
antitripsina es una glicoproteina sintetizada por el tejido
hepatico que probablemente funciona como el principal inhibidor
de las proteasas plasmaticas, incluyendo a la tripsina (Wu vy
LakKowski, 1960), la guimiotripsina (Wu y Lakowski, 1960}, la
elastasa (Turino et al, 1969), la colagenasa (Eisen et al, 1970)
Yy la renina (Scharpe et al, 1976). Aunque la actividad de
alfa()-antitripsina estid fundamentalmente relacionada con 1la
presencia en 1 suero sanguinec de este 1inhibidor, la accidn
antitriptica m&As importante, sea proporcionada por este
inhibidor o por otros, relacionados «con &l, se realiza
fundamentalmente a nivel +tisular. La imporitancia de este proceso
de inhibicidn de la protedlisis tisular puede guedar demostrado
porgue su deficlencia se acompana de esclero enfisema pulmonar
{Lieberman, 1959), enfermedades hepaticas (Koj et al, 1978),

carcinogénesis (Verloes et al, 1978), etc.

De manera particular se ha relacionado la actividad anti-

proteasa con dos fendmenos fundamentales:

{io.~ La remodelacién tisular , como en el caso de 1la
reabsorcidn gque acompana la involucion post-parto del
ttero o la regeneraciodon hepatica después de la

hevatectomia parcial en la rata y
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20.- La regulacidén del crecimiento ¥y la diferenciacisn, por
ejemplo, el nivel aumentado de actividad proteolitica
encontrado en las cé&lulas neoplasicas, b4 que
aparentemente propicia la apariciéon de metastasis,
puede ser debido a la deficiencia en los niveles de

inhibidores de 1a actividad proteolitica.

La actividad proteolitica liberada del acrosoma del
espermatozoide durante la reaccién acrosomal, parece ser
indispensable para permitir que la fertilizacidon del o&vulo se
realice normalmente. Esta actividad proteolitica obedece a un
proceso de regulacidén finamente controlado, lo cual sudraya su
importancia y enfoca nuestra atencidn hacia la participacién de
este tipo de actividades proteoliticas en el pProceso
reproductivo en general. Desde el punto de vista gque a nosotros
nos interesa, la demostraclén de la participacién de fendmenos
proteoliticos en el proceso de la ovulaciédn (Espey, 1974,
Morales et al, 1983), corrobora gque la funcioéon inhibitoria de la
actividad proteolitica tisular desempeﬁa'un papel fundamental en
los procesos en los cuales estan invoucrados la digestion
tisular, la remodelacién o el c¢recimiento, Yy al mismo tiempo
marca, también en 1la hembra, la participacién de proceses

protecliticos en la regulacidn del proceso reproductivo.

El c¢recimiento y la maduracidéon foliculares parecen ser
continuos, una vez 1iniciado el proceso sdlo termina con la
ovulacidn o la atresia {(Hafez, 1974). La maduracién folicular
normal dJdepende del desarrolleo secuencial de la susceptibilidad

del foliculo al estimulo estrogénico, 1nicialmente, y después a
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la FEH vy a la LH. Sin embargo, a pesar de la importancia gque
para la sobrevivencia de la especie tiene la maduracion
folicular normal, la atresia parece ser el destino final de 1la
mayoria de los foliculos gque inicilan su crecimiento. Una de 1las
areas mas importantes en el estudio de la funcién ovarica,
hasta ahora casi completamente desconocida, es la relacionada
con la elucidacidn de 10s factores involucrados en el fendmeno

de atresia folicular,

Varios grupos de autores han tratadoe de relacionar las
modiflicaciones microscéplcas relacionadas con el inicio y 1la
progresion del fendmeno de atresia con cambios en la morfologia
macroscépica del foliculo, estos estudios se han realizado
particularmente en los ovinos (Hay et al, 1976; Turnbull et al,

1977; Moor et al, 1978; 0O’Shea et al, 1978}

En este estudio, la confirmacién histoléglca de la
observacion macroscoédpica de cambios morfolégicos en los
foliculos de la cabra, apoya nuevamente la hipétesis de gue la
atresia folicular puede ser establecida por 1la observacién
macroscopica dJde los foliculos. Los experimentos piloto llevados
a cabo durante el presente estudio, comparando las evidencias
histoldgicas de atresia con los datos encontrados por la simple
obserwvacidn bajo el microscopiLo de diseccion demostraron gque las
discontinuidades de ia membrana granulosa estuvieron
invariablemente relacionadas con un aumentc en la picnosis de
los ndacleos de las c¢élulas de 1'a granulosa, indicando gue estos
cambios, observables macroscéplcamente, no son una consecuencia
de dafnos provocados artificialmente durante la diseccldn de los

foliculos o por la manipulacién posterior de los mismos.
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En la Fi1g.6 puede observarse la correlacién encontrada
entre el agrupamliento en cuatrc grupos de los foliculos
disecados del ovario de la cabra dependiendo de su aspecto
macroscépico, con el dAlagndéstico histopatolégico del grado de
atrestia, diagnostico que se realizd siguiendo criterios
previamente establecidos en la literatura mundial {(Hay et al,
1976; Moor et al, 1979). El grupo i claramente puede
considerarse como formado casi totalmente por foliculos
normales, sin evidencia microscépica de atresia, mientras que el
grupo 3, tanto 3a como 3b, esta constituido casi totalmente por
foliculos con evidentes datos histoldgicos de atresia avanzada,
secundaria (grupo 3a) o terciaria (grupo 3Db). El grupo
intermedio, grupo 2, es mucho mas dificil de definir vy
seguramente 1los datos encontrados hno poedran ser relacionados
facilmente c¢on ningan grado de atresia. Sin embargo s1i se
considera que mas del 50% de los foliculos clasificados en este
grupo presentan histolédgicamente datos de atresia inicial o
primaria, no se cometera un error muy grande si se toman 1los
datos encontrados como manifestantes del principio del proceso

de atresia folicuiar.

La posibilidad de dJdiagnosticar el nilvel de atresia
folicuiar por la observacién macroscoépica debe ser utilizada
para demostrar los cambios bioguimicos que seguramente preceden
a los cambios morifolégicos Yy que serian los eventos directamente
responsables de la desviacién de la maduracidn folicular normal
hacia la atresia. En este punto es necesario hacer notar la
importancia 4g  ios resultadoes presentados en la Fig. 7. La

diferenciacién microscépica del grado de atresia parece ser



posible, sin embargo, es indudable que requiere de un proceso de
entrenamiento Y siempre estara un poco sometido a la
interpretacisdn personal, por 1o cual requiere la intervencidn de
por 1o menos dos personas que califiquen. La relacién que parece
existir entre el grado de atresia y la c¢oncentracidn de
hemoglobina en 1ligquido folicular ofrece un método totalmente
cuantitativo para llegar a este diagnostico. Su mayor
inconveniente parece ser gue sdlo seria posible establecer este

diagnéstice en los foliculos grandes.

Puesto que no se hizo ningian intento de cuantificar o
aislar +todos los foliculos presentes en cada ovario, no seria
posible establecer una relacién entre el nuamero total de
foliculos y 1los diversos grados de atresia. No obstante, la
distribucién de los foliculos ailslados con respecto tanto ail
tamano (diametro), como al grado de atresia, suglere gque 1la
incidencia de atresia folicular en la cabra estd directamente
relacionada c¢on el diametro folicular y gque, aungue un foliculo
puede sufrir atresia en cualquier estadio de su crecimiento, la
atresia es mas frecuente en los foliculos de m3s de 6 mm, estos
resultados estdn en general de acuerdo a los obtenidos por otros
investigadores. Por ejemplo en el Dporrege Carson et al (1979)
encontrarcn que el 64y de 108 foliculos menores de 2 mm son
esencialmente normales, mientras gque el 93/ de 1os foliculos

mayoreszs de € mm. sén atré&sicos.

S) asumimos gque la seleccién de los  foliculos para ser
disecadss fu® hecha totalmente al azar, serfa posible establecer

que el nuamer<¢ total de  foliculos de cada grupo refleja la
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probabilidad fisiolégica de que un foliculo de dichas
condiciones se encuentre en un ovario determinado, y por 1o
tant¢ seria tambilén relacionable con el tiempo que cada foliculo
pasa en cada uno de los estadios. Estudios similares realizados
por Carson et al (1979) en el borrego, parecen demostrar gque el
tlempo requerido para gque un foliculo crezca de 1 a 3 mm es
mayor que el tiempo reguerido subsecuentemente para un
crecimientc similar. Turnbull et al (1977) encontraron gque el
65/ de los foliculos estudiados por ellos tenian entre 15 y &
mm de diametro, infiriendo de é&sto gque el tiempo de crecimiento
es mayor para los foliculos pequefics que para los grandes.
Nuestros datos 1indican que no hay ninguna diferencia
significativa entre el nuamero de foliculos menores de 6 mm y los
mayores de 6 mm lo cual parece demostrar gque en el caso de 1la
cabra el crecimiento folicular es mas regular, aunque
clertamente existe la tendencia de que el crecimient¢o anterior a

6 mm es menos rapido que el crecimiento posterior,

Después que el ovocito ha reanudado la meiosis y se
nha llevade a c¢abo normaimente la maduracién folicular, la
liberacidén de un ovocite fertilizable se realiza mediante la
ruptura del foliculo vy el vaciamiento de su contenido,
incluyendc el ovoclto, en el amlhiente extiracovarico kste procesr
se conoce como ovulaciéon. La ovulacién involucra algunos
procasos locales que son cruciales para que el evento se realice
normalmente. En el mamifero, los foliculos madurcos se acercan a
la superficie del ovario hasta gque forman sobre ella una
protrusién cubierta por una delgada membrana de aspecto

translicido, llamada estigma.
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El proceso de ovulacién ha sido el objeto de numerosos
experimentos. La evidencla acumulada 1indica gue un prereguisito
esencial para que se realice la ruptura folicular es 1la
descomposicién de la capa de tejido conectivo, fundamentalmente
colagena, que cubre al foliculo (Espey, 1978). Entre los
elementos que se han mencionado como causantes de este proceso

dinamico podemos mencionar:

{1) Aumento en la presién intrafolicular. Esta hipédtesis ha sido
practicamente descartada porgque no se ha podido demostrar
ningtin aumento significativoe en la presidn intrafolicular
por medio de micromanomeiria (Espey Yy Lipner,1963; Meyer et
al, 1971). Asi mismo por observacién directa se ha podido
constatar que la ovulacién no es un fendmeno explosive, sino
mas bien un process degenerativo de la pared folicular.

(2) Acclén dilrecta del aumento en la secrecidén de esteroides
(Rondell, 1974). Provocando un aumento en la distensibilidad
de la pared folicular. Se ha demosirado que la LH exdgena,
el AMP-c¢iclico y la progesterona inducen un marcado aumento
en la distensikiliidad de bandas de tejldo ovarico estudiadas
in vitro, efecto gue puede ser inhibido por la adicion de
cianogquetona (Rondell, 1974) Y por la adicidén de
aminoglutetimida (un potente inhibidor de la hidrdlisis de
la cadena 1lateral del colesterol) (Testart et al (1983). Sin
embargoe mas recientemente se ha demostrado gue en un sistema
mas fisioldgico, ovario perfundido, la adlcidn de
aminoglutetimida, a pesar de gue 1nhibe 1la esteroidogénesis
OVAarica, no es c¢apaz de inhiblr 1la ovulacién (Yoshimura et

al, 1986). De la misma manera se ha demostrado gque el
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bloqueo de la sintesis de estradiol 1inducida por la
aplicacién de LH no bloquea la ovulacion (Koos et al, 1984)
Y gque la utilizacidn 1in vive de ita <clanoguetona como
innibidor de la esteroidogénesis tampoco previene la
ovulacidn provocada por la aplicacion de hCG.

Accidn de algunas enzimas proteoliticas sobre la pared del
ovario (Espey, 1974; Morales et al, 1983; Imoedemhe Yy Shaw,
1986; Yoshimura y Wallach, 1987). Hipédtesis sobre la cual
nos detendremos posteriormente.

Presencia de una reaccidn inflamatoria. Kitalr et al {985% )
han Aemostrado la presencia de alteraciones milcrovasculares
en el foliculo del conejo durante la ovulacidn. Estos
cambiocs incluyen vasodilatacldn, extravasacidn causada por
aumento en la permeabilidad vascular, degranulacién de 1las
cé&lulas cebadas y defectos caracteristicos de lienado en la
regisdn apical qel foliculo precvulatoric. Estas
observaciones permiten sugerir gque, cualguiera gue sea la
causa promotora, la ruptura folicular se realiza mediante 1la
participacidn de estos camblos vasculares, Dos de los
agentes mas eficaces desde este punto de vista, son la
prostaciclina y la histamina, reconocidos c¢omo medladores
quimicos de la inflamacidon (Hamada et al,1977; Hamada et al,
1978, Kobayashi et al, 1983; Kitai et ail, 1985a). En
algunos mamiferos la aplicacidén sistémica de i1ndometacina,
un potente inhibidor de 1la sintesis de prostaglandinas,
inhibe 1la ovulacién; mientras que lia aplicacioéon exdgena de
prostaglandina F-2a revierte este efecto {Wallacnhn et al,

1978). En un sistema in vitro, como el ovario perfundidc del
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conejo, se ha encontrado que la adicién de prostaglandinas
induce la sintesis de prostaglandinas, particularmente
prostaciclina por las c¢é&lulas de la granulosa (Kitail et al,
1985a). En este mismo sistema 1as prostaglandinas son
capaces dae inducir la ovulacidén en ausencia de
gonadotrofinas. Estos resultados han orientado ha presentar
la hipotesis de que la prostaciclina (PGi2) es un potente
mediador de la funcidén preovulatoria del ovario (Koos vy
Clark, 1982). Desde hace tiempo se conoce que el pico de LH
aumenta la degranulacién de las cé&lulas cebadas presentes en
la vasculatura del ovario, aumentando la concentraciéon de
histamina en el folicule (Lipner, 1974 Krishna y Terranova,
1985). La participacidén de la histamina en la ruptura
folicular esta apoyada por la observacidn de que 1la
histamina scla, en ausencia de gonadotrofinas, es capaz de
provcocar la ruptura folicular en el ovaric perfundido del
conejo. Este efecto puede ser inhibido por la cimetidina, un
blogqueador de 10s receptores HZ (Kobayashi et al, 1983). Sin
embargo, la eficiencia ovulatoria 1inducida por histamina,
407, es menor gue la obtenida por el tratamientoe <con
gonadotrofinas, TO/. Estos datos sugieren que la
participacién de la histamina debe ir+ acompanada de la
activacidon de algan(os) otro(s) mediador{(es) quimica(s).

Contractilidad ovarica. Esta hipétesis ha si1do sostenida por
el hallazgo de {fibrilias musculares en el estroma cortical y
en la teca externa de los folicules ovaricos (OKamura et al,
1972). En al conejo  la medicion direnta por medic de

transductores ha demostrado el aumento en la contractiiidad
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ovarica en el momento de la ovulacidén (Wright et al, 1976).
También se ha demostrado que las prostaglandinas y los
agentes adrenérgicos y coliné&rgicos son capaces de modificar
esta conducta y por 1o tanto de participar en el mecanismo
de la ovulacidn (Virutamasen et al, 1972, de la Cruz et al,
1976). Es posible que el efecto de la contractilidad
folicular sea sbélo el de mantener una tensidn intrafolicular
constante de manera de asistir la extrusién del contenido

folicular en el momento de la ovulaciadn.

Esterolidogénesis. La participaclson de los esteroides
directamente en el proceso de la ovulacién ha sido
estudiado repetidamente, pero los resultados contradictorios
previenen la posibilidad de elaborar alguna hipadtesis firme.
Es bien conocido el efecto que +tiene la hormona luteinizante
sobre la sintesis de progesterona por el foliculo (Thebault,
1977) Y también se sabe del efecto de 1la P4 sobre la
distensibilidad de la pared folicular. Rondell (1974)
sugirié que la actividad enzimatica que lleva a la ruptura
folicular es estimulada por 1la elevaciéon de P4 como
consecuencia del pico preovulatorio de la LH. Esta tésis fué
apoyada posteriormente por Testart et al (1983), quienes
demosiraron que la ovulacién es inhibida por la supresidéon de
la esteroidogénesis por el uso de fosfato de
aminoglutetinida, un inhibidor de las cadenas laterales del
colesterol. Sin embargo Yoshimura Yy col. (1986) utilizando
este mism¢ inhibidor de la estercidogénesis no observaron
ningtn efecto sobre la ovulacién.lnduclda por hCG. Estos

datos sugieren gque la ruptura folicular que se da a



- 103 -

consecuencia del pico de LH parece 1involucrar un mecanismo

distinto a la esteroirdogénesis.

La descomposicidn del tejido conectivo presente en el apex
de la pared folicular parece ser un prereguisito esencial para
que se realice normalmente la ruptura folicular. Esta
descomposicidén parece ser dependlente de la presencia de
enzimas con actividad proteolitica tanto en la pared como en el
ligquido folicular. Estudios in vitro han demostrado que las
serina-proteasas son capaces de disminuir la fuerza tensil de la
pared folicular (Beers, 197%). Varlas_ enzimas c¢on actividaag
proteclitica, asi como de moléculas capaces de actuar como
inhibidores de é&stas, se hayan presentes fisiolégicamente en el
ambiente en Qque se realiza la ovulacién y podrian actuar como

moduladores ae este proceso (Espey, 1980).

Nuestros resultados (Figs. 8A , B ¥ 9 muestran gque el
liquido folicular de la cabra contiene un poderos¢e inhibidor de
la actividad de serina-proteasa cuya cantidad esti inversamente
relacionada con el tamaio folicular y c¢con el grado de atresia.
Asi, la actividad de este inhiblidor es significativamente menor
en los foliculos mayores de 6 mm gue no presentan fensomeno de

atresia gque en los foliculeos pequenos, menores de 6§ mm, con

evidentes senales de atresia.

Nuestros datos también senalan la presencia, por primera
vez, de actividad proteolitica de tipo similar a 1la tripsina
tanto en el liquidce feolicular c¢omo en las c¢élulas de la
granuiosa y en la pared folicular (Filgs. 12A y B). La actividad

tripsinoide en el ligquido folicular de la cabra es sobre todo
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aparente en los foliculos grandes, mayores de 6 mm, gue no
presentan fenéomeno de atresia y gue por 1o tanto pueden ser
considerados como aquellos foliculos gue estan llegando al final

de su evolucidn normal, es decir a la ovulacién.

Sin embargo, debe senalarse que a pesar del aumento en la
actividad tripsinoide en este tipo de folicules, su demostracidén
experimental exige la eliminacién de la actividad antitriptica,.
Estos resultados podrian estar de acuerdo con los de Yoshimura y
wWallach (1987) que indican gque 1la ovulacién obedece a fenomenos
de actividad proteolitica sujetos a procesos muy finos de
regulacion. Estos autores encontraron que la eficiencia
ovulatoria fué significativamente aumentada cuando los ovarios
fueron perfundidos con estreptocinasa en concentraciones mayores
de 10 U/ml, pero menores de 60 U/mi. Cuando 1la cantidad de
estreptocinasa perfundida rebasd esta Wnltima cantidad, 100 U/ml
por ejemplo, la eficiencia ovulatoria dizminuys
significativamente por debajo de las cifras obtenidas en el
ovario contralateral no sujeto a ninguna perfusién.
Nuestros resultadoes estan también ae acuerde coen  los  de
Imoedemhe Yy Shaw (1986) y apoyan la hipdtesis de gue eXliste una
relacisn inversa entre las actividades proteoclitica Y
antiproteolitica presentes en el liquidg folicular, este
equilibrio permite la predominancia de actividad proteolitica
seguin el foliculo va progresando en su crecimlentso y maduracion,
de manera que permitiri la digestidn oportuna de la pared

folicular, facilitando la ovulacién,

Se conoce gue las gonadotrofinas son responsalkles de  ia

regulacidn de la produccién del activader del plasminégeno ein
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las células de 1la granulosa (Wang y Leung, 1983). Strickland vy
Beers (1976) han sugerido gque las gonadotrofinas producen
ovulacidn a través de la sintesis del activador del plasminégeno
en los foliculos maduros. Este activador actia sobre el
pPlasmindégeno del liguido folicular Yy del tejido OVAarico,
produciendo plasmina. Yoshimura y Wwallach (i1987) proponen gdue la
elevacién de la plasmina en el liguido folicular ocasionada por
el pico de LH asi como el incremento de otras serina-proteasas,
conducen a la activacisén de la colagenasa presente en el tejido
conectivo del foliculoe y gue €sto Jjunto con una serie de
sistemas enzimaticos locales, conducen a la ruptura de la pared

folicular.

Yoshimura y Wallach (1987) indujeron la ovulacioéon en
ovarios de coneja perfundidos con estreptocinasa, un activador
del plasmindgeno, bajo condiciones en gque era posible asegurar
la total auséncla de nCG. En otros experimentos, la ovulacién
inducida por hCG fué significativamente reducida por la adicién
de 4-trans- (aminometil-cicloexano-acido carboxilico), un
potente inhibidor de la conversién de plasmindgenc a plasmina o
bien por la adicidn de un inhiblidor de proteasas, la aprotinina

(Denker et al ,1979, Perersen et al, 198%5).

Nuestros resuitados, en la cabra, ne apovan la hipédétesis del
plasmindgeno-plasmina c¢omo participantes en el fenémeno de 1la
ovulacidn, puesto gque demuestran gque la actividad proteolitica
fundamental del 1liquido folicular se haya contenida en una
molécula cuya actividad proteclitica, serina proteasa,y cuyo

peso molecular, 24 GOC daltons (Fig. 10}, son  diferentes a
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las esperabkles en el equilibrio plasmindégeno-plasmina.
Observaciones recientes han cuestionado, también, el papel
especifico del activador del plasmindgeno en el proceso de
ovulacisn (Espey y c¢ol, 1985). Dadec que la 1indometacina fué
capaz de 1inhibir la ovulacidén en la rata sin tener efecto sobre
el activador del plasminégeno.

A pesar de gue la actividad proteolitica presente en el
liquido folicular puede ser considerada importante, es
seguramente mayor la 1mportancia de la actividad proteolitica
localizada directamente en la pared folicular. La Fig. 12
muestra gue la actividad +tripsinoide presente en los sacos
foliculares obtenidos de foliculos no atrésicos grandes,
mayores de 6 mm, es de 2 a 3 veces mayor gque la presente en los
sacos de foliculos pequerics 0 con evidente degeneracidn
atrésica. Es posible postular gque la liberacidn de esta
actividad proteclitica, por las cé&lulas de 1a granulosa, dentro
del tejido conectivo de l1la pared folicular, puede conducir a la
activacién de la actividad latente de colagenasa (Morales et al,
1983). Este sistema enziméticé. actuando localmente, alterara
la integridad del tejido conectivo de l1a pared folicular

facilitando su ruptura y 1a eclosién del ovocito.

Utilizando el modelo de privaciaédn aguda de
gonadotrofinas, Bill y Greenwald (1981) encuentran gque los
primeros cambics 1indicadores de la iniciacién del proceso de
atresia se encuentran 4 horas después de la aplicacién del anti-
suero. Morfoldgicamente 1a atresia se inicia por la afectacidn
d= las cé&lulas de la granulosa, En efecto a este tiempo, se

observaron una gran cantidad de c¢élulas de la granulosa con
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nacleos picndticos principalmente en las células gue rodeakan al
ovocito. A las 8 horas se observd la desintegracion del cumulus
oophorus aunque sin desintegracidn del ovocito. A las 24 horas
el cumulus se observa totalmente desintegrado y el ovocito flota
libremente en la cavidad antral. Ultraestructuralmente, Gondos
(1982) ha observado también gue los primeros cambios atrésicos
se encuentran en las células de la granulosa, 1incluyendo
condensacién nuclear y modificaciones de 1los organelos

citoplasmicos, principalmente de las mitocondrias.

En vista de esta rapida degeneracion de las cé&lulas de
la granulosa durante el desarrollo de la atresia, es de
importancia considerar gue nuestros resultados indican gue en el
subgrupo 3a (atresia secundaria) las células de 1la granulosa
muestran el nivel m3s alto en la cantidad de actividadg
proteolitica (F1ig. 12).Esto podria 1ndicar, tal vez, gque uno de
los cambios Dbioquimicos 1iniciales en el fenémeno de atresia es
la liberacidn o activacién de la actividad proteolitica dentro
de las células de la granulosa, lo cual produciria degeneracién,
inhibicidn del contacto 1intracelular y desprendimientc de las
cé&lulas al 1interior de 1la cavidad {fclicular. Es también
necesario hacer hincapi& en que este aumento en ia actividad
proteolitica 1ntra y exXtracelular de las células de la granulosa
acompanan, y gquiza explican, el fendmenc¢ de relajacidon de 1la
unién del cumuius a la pared folicular Yy finalmente la
liberacién del ovocito al interior del foliculo con 1o c¢ual

llega a su final el fenémenoc de atresia.
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CONCLUSIONES

-En la cabra, ia atresia folicular puede 3er jazgada con
bastante cerieza por 1la observacién de los foliculos disecados

en un microscoplio estereoscépico.

-La discontinuidad de la capa granulosa es un 1mportante
parametro para calificar el grado de atresia, dado gque al
estudioc hastolégico se demostrd gque esta caracteristica esta

altamente relacionada con 1la presencia de nucleos picndéticos.

-Es muy probable gque uno de los cambios bioquimicos 1iniciales en
el fendmeno de la atresia sea la liberacion & activacién de un
tipe de actividad proteolitica dentro de las cé&lulas de la
granulosa y que sea este proceso bioguimico el gque preceda a los

camblos morfoldgicos gue sufre el foliculo c¢onn la atiresia.

~-La concentracidn de hemoglobina, es un adecuado método
cuantitative para medir la atresia folicular en los foliculos

caprinos mayores de & mm.

-Se demostrd la presencia en el liguido folicular de un poderoso
innibidor de la actividada de serina-proteasa, que tiene un peso
molecular aproximado de 64,000 daltones y cuya concentracidn
estad Inversamente relacionada con el tamafno y el grado de

atresia folicular.

-También se demostrd la presencia de una actividada similar a la
tripsina, tanto en el liguido folicular como en las c¢é&lulas de

la granulosa y de la pared folicular.
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-La actividad proteolitica similar a +tripsina esti contenida en

una molécula de 24,000 daltones de peso molecular aproximado.

-La actividad tripsinoide presente en el liquido folicular de la
cabra es aparente sobre todo en los foliculos grandes mayores de
& mm. gque no presentan atresia y gque se podria pensar gue son
los gue van a ser ovuladoes, de tal manera gque se podria postular
que la liberacién de la actividad proteolitica puede conducir a
la activacisdn, por ejemplo de colagenasa Yy este sistema
enzimatico actuar localmente alterando la integridad del tejido
conectivo de la pared folicular, facilitando su ruptura durante

la ovulacidn.

-La actividad +tripsinoide presente en sacos foliculares es 2 o 3
veces mayor en los foliculos grandes no atrésicos que en los

pequenos O en proceso de atrésia.

-En el liquido folicular caprino, la actividad de +tripsina sdlo
se puede demostrar despué&s de la eliminacién de la actividaad

antitriptica.

-En el ligquide folicular exilste una relacién inversa entre las
actividades proteolitica y antiproteoclitica. Si la actividad
protecolitica predomina,el foliculo progresa en su crecimiento y
maduraclén, é&sto parece indicar gue esta actividad participa en
el procesc de ovulacidn. Si la actividad predominante es la

antitriptica , 1lnevitablemente se trata de un foliculo en

degeneracidn ¢ atresia
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