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OvOaENEBIs. 

En  los  mamíferos,  la  ovogenesis  comienza  al principio de 

la vida  fetal y finaliza  en  la  hembra adulta  sexualmente 

madura. La ovogenesis  inicia  con la  formación  de las cdlulas 

germinales  primordiales y abarca  una  serie  de 

transformaciones  celulares;  de  células  germinales 

primordiales  a  ovogonia  (feto) , de ovogonia  a  ovocito  (feto) 
y de ovocito  a  óvulo (adulto).  Este proceso tan perfectamente 

sincronizado  da  como  resultado  una  célula  dnica  que  al  unirse 

con el espermatozoide del  macho, es capaz  de  dar  origen  a  un 

nuevo  individuo  que  expresa y mantiene  las  caracteristicas  de 

la especie (Fig. 1) (153) . 
Los óvulos  se  originan de las  cdlulas  germinales 

primordiales que tienen  un  origen  extragonadal;  la  formación 

de estas celulas en los embriones  presomíticos  señala el 

inicio  de  la  ovog6nesis. 

Las células  germinales  primordiales se encuentran 

inicialmente  en la región  alantoidea y se pueden  reconocer 

por su tamaño,  su  forma y sus características  citoquimicas; 

posteriormente,  al  principio  por  transferencia  pasiva  en el 

epitelio  endodirmico y luego  por  movimientos  ameboides,  las 

células  migran  a  traves del  mesenterio  dorsal  hasta  la  cresta 

genital,  el sitio  del  desarrollo  gonadal.  Parece  probable  que 

durante  la  migración de las  celulas  germinales  primordiales  a 

la gbnada, opere un  mecanismo  quimiotdctico. 
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rig. 1.- mogin08im en la rata. Progresi6n de c4lulas 
germinales  primordiales a ovocitos cuyo desarrollo se ha 
detenido,  así como de los ovocitos que no  estdn en desarrollo 
a 6vulos fertilizados  en  las  hembras  adultas  maduras 
sexualmente (153). 
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h s  celulas  germinales  primordiales  aumentan  en  número 

como resultado de su actividad  mitdtica  continua y colonizan 

las crestas  genitales;  dichas  celulas  germinales  son el  origen 

único de las  cBlulas  germinales adultas. Es importante sexialar 

que el origen y la migracidn de las  celulas  germinales 

primordiales  a  las  crestas  genitales, es semejante en  el macho 

que en  la  hembra.  En  el caso  del  ovario,  una  vez que las 

crestas genitales  han sido colonizadas  completamente,  las 

celulas germinales  primordiales  se  mueven  dentro de la  corteza, 

y al  mismo  tiempo, con el apoyo de las  celulas  epiteliales  dan 

origen  a los cordones  sexuales  corticales. Los componentes 

somdticos del  ovario se originan  en  el  epitelio  celdmico y el 

mesQnquina de la  parte  dorsal, formdndose un ovario 

diferenciado con virtualmente todas las  celulas  sexuales 

primordiales  convertidas  en wogonias que se dividen 

activamente  en  los  cordones  sexuales (8, 77). 

Poco despues de la  última  divisidn  mitdtica,  las  ovogonias 

inician  la  meiosis, de modo  que  alrededor  del  nacimiento,  en  la 

mayoria de las  especies,  casi todos los  ovocitos  están 

finalizando  el diploteno ("diploteno  difuso"), o tambien 

llamado  estado de dictioteno (10) ; estos  ovocitos 'se encuentran 

rodeados  por  las  celulas  foliculares  escamosas (10, 77, 119). 

Aproximadamente la  mitad de estos  ovocitos se pierden  durante 

las  primeras dos semanas  despuds  del  nacimiento,  sin  embargo, 

en  este mismo  periodo  muchos  ovocitos  (aproximadamente el 5%) 

empiezan  a  crecer.  El  inicio  del  crecimiento de 10s ovocitos 

aparenteutente tiene una  reguIaci6n  intraovarica, de manera  gue 
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el número  de  ovocitos  que  entran a la fase de Crecimiento est6 

en funci6n  de la  poza  de  ovocitos que no lo est8n. Los ovocitos 

y las celulas  foliculares  que lo rodean  crecen  coordinadamente 

progresando  mediante una serie de estados  morfol6gicos 

definidos (117 , 119) . 

CRZCINIESTO DBL OVOCITO. 

Durante  la  vida  reproductiva de las  hembras de los 

mamíferos,  sus  ovarios  contienen  un nhero determinado  de 

ovocitos  detenidos  en el  estado de dictioteno de la primera 

profase  meidtica y no  es  sino  hasta que los ovocitos  alcanzan 

un tamaiio determinado  cuando  son capacgs de reiniciar la 

meiosis.  Despues,  el  crecimiento es  continuo,  terminando el 

ciclo  reproductivo  en la ovulacidn de un ovocito  maduro, o en 

la degeneracidn  (atresia) del ovocito y su folículo (74). 

A l  mismo  tiempo  que el ovocito  crece,  hay un aumento  en el 

niuPero de celulas  de la granulosa  que  lo  rodean .y un 

agrandamiento  del foliculo.  El crecimiento  del  ovocito  depende 

de su acoplamiento  metabdlico  con  las celulas de la granulosa; 

in  vitro, los mdximos  indices  de  crecimiento se observan  cuando 

los ovocitos se cultivan  asociados  con c4lulas de la granulosa, 

sin  que se rompan  los  contactos  funcionales ovocito-ctSlulas de 

la  granulosa (53). Esto  sugiere  que  las calulas de la granulosa 

producen  alguna ( S )  sustancia ( S )  necesaria ( S )  para  el 

crecimiento  del  ovocito que s610 puede  transmitirse  al  ovocito 

mediante  comunicaciones  funcionales c&lula-c&lula. 

Por otro lado,  parece  ser  que  el  reclutamiento de los 
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ovocitos  en  el  grupo  en  crecimiento, al  igual que la 

adquisici6n de la  capacidad  meidtica dependen de las 

gonadotrofinas  hipofisiarias LH (Hormona  Luteinizante) y FSH 

(Hormona  Folículo  Estimulante) (12, 133) : no  obstante,  cabe 

señalar  que  experimentalmente  Blandau y colaboradores (17) 

demostraron que los  ovocitos  cultivados  a  partir  de  fragmentos 

ovdtricos de fetos de ratonas,  crecen  adecuadamente; al igual 

que en  animales  hipofisectomizados, y en  cultivos  in  vitro 

(153). Daniel y colaboradores  (32)  cultivaron ovarios de ratas 

de 10-11 días,  demostrando que los  ovocitos  crecen  y  adquieren 

la competencia  meidtica en ausencia de esteroides o 

gonadotrofinas. Sin embarga  comentan  que  no  puede  excluirse la 

funcidn de los  esteroides  en el desarrollo  del  ovocito  ya  que 

los  follculos  producen  ckntidades  medibles de esteroides 

durante el  cultivo. 

Entre  los  cambios  morfol6gicos  importantes  que  acompañan 

al  crecimiento  del  ovocito se encuentra  el aumento de tamaño de 

la  llamada  vesícula  germinal (GV) ; al mismo tiempo los 

nucl6olos y los  cuerpos  extranucleolares  muestran  cambios 

característicos,  progresivos,  mientras  que  los  cromosomas 

permanecen  como  bivalentes  altamente difusos. 

El crecimiento del  ovocito  implica  el  aumento  substancial 

en  el  ndmero de mitocondrias,  que  se  acompaña de cambios 

marcados  en  su  morfología. Los ovocitos  pequeños  contienen 

mitocondrias  alargadas  las que conforme el ovocito  crece se 

tornan redondas  u  ovales y vacuoladas. Lo mismo  ocurre con el 

Complejo de Golgi, el  cual sufre cambios  ultraestructurales 
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importantes  durante  esta &poca.  En los ovocitos pequeiios, las 

membranas  del  Golgi  aparecen como cisternas arqueadas apiladas 

y aplanadas que estdn  asociadas con muy escasas vacuolas o 

gr8nulos. Conforme el ovocito  crece, se vuelven mas activas, 

las  cisternas se hinchan y aumentan  en  número,  aparecen mas 

vacuolas,  grdnulos y vesículas  lipidicas.  Estos cambios 

concuerdan  con la  importante  participacidn  del  complejo de 

Golgi  en  el  procesamiento y concentracidn de productos de 

secrecidn y la fomacidn de  grdnulos  corticales  durante  el 

crecimiento  del  ovocito. Los grdnulos  corticales son organelos 

pequeiios, esf6ricos,  unidos  a  membranas,  parecidos  a los 

lisosomas,  que se encuentran en la  regidn  cortical de los 

twulos maduros.  Cuando  ocurre  la  fertilizacidn, estos granulos 

se fusionan con el  citoplasma y liberan su contenido (que 

contiene  proteinasas)  en el espacio  perivitelino,  alterando las 

propiedades  funcionales  de la  zona  pelúcida y actuando de esta 

manera como un  bloqueo  secundario  para  la  polispenuia. Otro 

cambio que se  observa es el aumento  del  número  y  el  dilmetro de 

los ribosomas. 

En esta  etapa es cuando  aparece tambi6n la zona  pelúcida, 

la cual es una  cubierta  extracelular relativamente gruesa que 

rodea  a todos los dvulos de los  mamíferos y cuyo espesor 

aumenta  conforme  aumenta el  di-etro del ovocito; los ovocitos 

que no estdn  en  crecimiento no tienen zona pelQcida (31, 49, 

80) . 
La zona  pelúcida  aparece como un  material  formado  por 

finos  filamentos  interpuestos  entre  el ovocito y las c6lulas 
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foliculares.  Posteriormente,  se  transforma  en  una  malla  densa y 

gruesa de filamentos  interconectados  que  rodea  al  ovocito y lo 

separa de las  cklulas  foliculares. No obstante  continúa el 

contacto  entre el ovocito y la  capa mas  intima de cklulas 

foliculares  mediante  complejas  uniones  que  se  forman  entre  las 

microvellosidades  del  ovocito y de las  cklulas  foliculares  que 

penetran  a la  zona  pelúcida. Parece  ser  que la comunicación 

entre el ovocito y las  celulas  de la granulosa tiene una 

funcidn  importante  en la transferencia de nutrientes y 

probablemente tambikn est6  involucrada  en el desarrollo y la 

maduracidn  del  ovocito (32). 

En los roedores,  la  aparicidn de la  capacidad  meiótica 

coincide  con la  formación  del  antro ( 1 2 ) ,  en  la  cerda y la 

vaca,  el antro  folicular  est&  diferenciado  totalmente  en los 

foliculos de aproximadamente 0.5 mm: sin  embargo en este  tiempo 

el  OVOCitO sdlo ha alcanzado tres cuartas  partes de su tamaño 

final y tiene una  limitada  capacidad de iniciar  la  maduración 

nuclear  in vibo (108). 

~ C I H I m T o  POLICWLAR . 
Las etapas finales del crecimiento del ovocito  coinciden 

con el inicio  del  crecimiento  del  folículo.  En  una  primera 

etapa  comienza  a  observarse  la  formacidn de capas de c6lulas 

cuboidales de la  granulosa  (aprox. 900 cklulas) y se  empieza  a 

distinguir la  teca.  Durante  un  periodo de varios  dias,  mientras 

que el ovocito  permanece  en  un  tamaño  constante,  las  c6lulas 

foliculares se dividen  rapidamente,  aumentando  a  m6s  de 50,000 
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ctilulas, resultando  en un Folículo de De Graaf, que en el  ratdn 

tiene un  didmetro  mayor de 600 pm;  este  foliculo  muestra un 

antro  incipiente  y  conforme el antro se expande,  el  ovocito 

rodeado  por ctilulas granulosas  toma  una  posicidn  acintrica. La 

capa mds interna de células  de  la  granulosa toma una  forma 

columnar  y  forma  la  corona  radiada  (Fig. 2). 

El crecimiento  del  folículo  puede  ser  dividido en 4 etapas 

semn su  tamaño,  el  número de cilulas  granulosas (o de capas de 

las mismas) en  la  membrana  granulosa,  el desarrollo de la  teca, 

la formacih del  antro que se produce  por  la  secrecidn  del 

líquido  folicular y la  posicif5n del  ovocito dentro del chulo 

ovarico  que lo rodea. 

El folículo tipo 1 se  denomina  foliculo  primario debido a 

la capa celular simple que  lo  envuelve. Las ctilulas foliculares 

se multiplican y configuran dos capas de cilulas alrededor  del 

ovocito  formando el  folículo  secundario. Posteriormente se 

formaran otras capas  de  células  cuboidales, de modo que se 

constituir& una masa  celular  alrededor  del  ovocito  en 

desarrollo: durante  este  tiempo  la  estructura se denomina 

folículo  en  crecimiento,  hasta que las celulas foliculares 

terminan de multiplicarse y se separan  para  formar  huecos 

rellenos de liquido, los cuales se fusionan  para  constituir la 

cavidad  folicular  denominada  antro. 

Durante  el  crecimiento  del  foliculo los capilares 

sanguíneos  invaden la  capa  de c8lulas que rodean  al  folículo  y 
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juntos forman la capa  vascular o teca interna.  Esta capa est& 

rodeada  por los fibroblastos  de la teca  externa y es  la 

principal  fuente de sustancias  nutritivas para  la  capa 

granulosa y el  ovocito. 

Cuando  el  folículo  alcanza  su  tamaño  mbximo,  recibe el 

nombre de folículo  de De  Graaf, y contiene un antro  totalmente 

expandido  dentro del  cual  se  encuentra  un  ovocito  que  ocupa  una 

posiciirn  lateral rodeado de dos o más capas de células de la 

granulosa. La capa  mbs  interna  de  celulas  toma  una  forma 

columnar y constituye la  corona radiada,  que  está  separada  del 

ovocito  únicamente  por la  zona  pelúcida. La disolución  de  estas 

células mientras el ovocito se encuentra  dentro  del  folículo, 

es un  signo  seguro de que hay cambios  degenerativos  que 

llevardn a la atresia del  Eolículo. 

a 

La cronologia  de  las  fases del crecimiento se ha  estudiado 

mediante la incorporación de timidina  tritiada  en  las  células 

de la  granulosa: de esta  manera se ha podido  determinar el 

tiempo de transito  para  cada  fase  folicular.  Dichos  estudios 

demostraron  que el crecimiento  folicular  es  un  proceso  continuo 

y que el número de folículos en  cada  una de las  fases  entre la 

1 y la 3 fluctúa  muy  poco  en  relación  con  las  fases  del  ciclo 

reproductor. Las poblaciones  estdn  por lo tanto en  un estado  de 

equilibrio y los foliculos  pasan  de  una  fase a la siguiente 

para mantener  este  equilibrio  dinamico. 
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)IADDRACIOM IdEIOTICA. 

Se conoce  como  maduración  meiótica  al cambio del  estado de 

dictioteno  (ovocito)  a la metafase I1 de la meiosis (dVUlo), y 

se caracteriza  por 1). disolucidn de la membrana  nuclear 

(vesícula  germinal)  (GVBD), 2). condensación de la  cromatina en 

bivalentes  distintas, 3). separacibn de los  cromosomas 

homdlogos, 4). emisión  del  primer cuerpo polar y, 5). 

detenimiento  meidtico,  en  el  cual  los  cromosomas se encuentran 

alineados en  el  huso  de  la metafase 11. Despuds de ser 

ovulados,  estos  dvulos,  al  ser  fertilizados  completan la 

meiosis, con la separacidn  de  las cromíitides y la emisidn de un 

segundo  cuerpo  polar  (segunda  divisidn  reductiva). 

La maduracidn  meidtica  se  refiere  especificamente  a la 

transformacidn del ovocito  completamente  desarrollado (que se 

encuentra  en  los  foliculos  antrales)  en un óvu10  no  fertilizado 

justo  antes de la  ovulación.  Este proceso  cuando se lleva  a 

cabo en  condiciones  normales  depende de la secrecidn  end6gena 

de las  gonadotrof  inas  hipofisiarias  (36, 7 8 )  ; o en  condiciones 

experimentales  por la  administracidn exwena de las mismas (36, 

3 7 ,  46,  146) 

Cuando los ovocitos  maduros  de  ratón se cultivan  in vitro, 

en  pocas  horas  pasan  por la  fase  llamada Ruptura de la  Vesicula 

Germinal (GVBD). Pocos  minutos  despues de colocar al ovocito  en 

un medio de cultivo,  se  observan  ondulaciones suaves de la 

envoltura  nuclear,  que  aumentan  en  intensidad durante las 

siguientes  1 o 2 horas.  Posteriormente los poros desaparecen y 

la ruptura  de la  vesicula geminal se hace  manifiesta 
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aproximadamente 3 horas  después de que  se  inicia el  cultivo. 

Al progresar la  maduracidn meidtica,  los  cromosomas 

(bivalentes) se condensan  mucho,  los  quiasmas  se  mueven  hacia 

el  final  de  los cromosomas, la  cromatina se  vuelve 

heterocromatínica y contiene  grhnulos  densos  que  aumentan de 

nwero conforme  aumenta la condensacidn de los  cromosomas; 

cuando los cromosomas  estan  altamente  condensados,  pierden  su 

contacto con los  fragmentos de la  envoltura nuclear y se 

alinean en  el ecuador del huso de la Metafase I. Conforme  se 

acerca  la  Anafase los cromosomas  bivalentes se mueven  hacia  los 

polos opuestos del  huso.  El siguiente  paso  es la separacidn de 

los cromosoMs hom6logos  seguida de la  ruptura asimétrica  del 

citoplasma  del  ovocito,  que  contiene la  mitad  del complemento 

cromoa6mico  original  (dltima  Telofase) , lo  que  darh origen al 
primer  cuerpo  polar, el que  ademas de cromosomas  contiene una 

pequefia cantidad de organelos. 

Se desconoce el mecanismo  que  regula la maduracidn 

mei6tica,  así  como  la  prolongada  etapa  de  reposo  del  ovocito  en 

el estado de dictioteno.  En 1935, Pincus y Enzman  (en 146) 

observaron  que  los  ovocitos  maduran  espontdneamente  cuando  se 

liberan  del  folículo,  lo  que  llevd  a  suponer  que  la  meiosis  es, 

de  alguna  manera,  inhibida  por  el  foliculo.  En  varias  especies 

se ha  demostrado, que existe  una  accidn  inhibitoria  sobre  la 

maduracidn  espontdnea  del  ovocito,  ejercida  por  las  células  de 

la  granulosa (146) y por  el  fluido  folicular (29, 146). NO 

obstante  cuando los ovocitos  denudados  se  cultivan,  son  capaces 

de  lograr  la maduracidn  meidtica,  pero  raramente  se  desarrollan 
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mas  allá de la  primera  división  (105),  mientras que los ovocito 

que  maduran in vivo  son  firtiles  y capaces de desarrollar un 

producto  normal  (144) . 
Se han  llevado  a cabo diversos  experimentos, con la 

finalidad de conocer el mecanismo  fisiológico de la  maduracibn 

mei6tica tanto nuclear  como  citoplasmica del ovocito,  que 

termina con el detenimiento  meibtico,  y se ha visto que varios 

compuestos  impiden  el  proceso  en  diferentes  etapas. 

Son varias las  moléculas  a  quienes se les implica en el 

mantenimiento  del  arresto  meiótico,  entre  ellas se encuentra el 

adenosin  monofosfato  ciclico (CAMP) (20, 35, 36, 4 7 ) ,  algunos 

pkptidos ( 1 4 9 ) ,  hormonas  esteroides  (23, 102, 104, 105, 116, 

133) y las  purinas (44,  48,  55,  56,  101). 

s?mb 
In vitro,  la  maduracibn espontánea de los ovocitos  de 

ratbn, no ocurre  cuando se cultivan  en  presencia de análogos 

del cAMP permeables  a  las  membranas, tales como el db-CAMP y el 

8-bromo-CAMP o los  inhibidores de la fosfodiesterasa de los 

nuclebtidos  cíclicos,  como  la  isobutil  metilxantina  y  la 

teofilina  (36,  131,  154).  Ademds,  cuando a los ovocitos que se 

cultivan  en  presencia de isobutil  metilxantina se les 

administra una microinyección de fosfodiesterasa, se revierte 

el efecto  inhibitorio  de la  isobutil metilxantina sobre la 

maduracibn,  lo  cual  indica  que el CAMP tiene un efecto 

inhibitorio  sobre la maduración del ovocito (19). 

En el  ovocito, se ha identificado y caracterizado una 

presencia de Fosfodiesterasa,  que  está  relacionada con la 
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membrana y es  modulada  por la  calmodulina. Su actividad  parece 

variar de alguna  manera  concomitante  con la variación  de  las 

concentraciones  de CAMP en  el  ovocito, durante la maduración 

espontAnea,  lo  que  sugiere  que el CAMP interviene de alguna 

manera  en  el detenimiento  meiótico en  el  estado de dictioteno. 

El descenso  de  las  concentraciones  intracelulares de CAMP puede 

disparar la  señal  del reinicio a la  meiosis: de hecho,  tanto in 

vivo,  como  in  vitro,  las  concentraciones de cAMP  disminuyen 

significativa  justo  antes de la GVBD (37). 

De  la misma  manera, in  vitro, otros  agentes  que  elevan  las 

concentraciones  intracelulares  de  cAMP  mediante la activación 

de  la adenilato . ciclasa,  también  evitan  la  maduración 

espontdnea de los  ovocitos de la  rata y del  ratón.  El 

forskolin,  que  activa la adenilato  ciclasa  en  preparaciones de 

ct5lulas rotas y en  tejidos  intactos,  ha  mostrado  un  posible 

efecto  inhibitorio sobre la maduracidn  espontánea  en  ovocitos 

de  rata y ratón  denudados o envueltos en su cumulus.  Sin 

embargo,  cuando se prolonga  el tiempo de incubación,  la  mayoria 

de estos  ovocitos  reinician  la  meiosis,  mismo  efecto  que se 

observa  en  los  ovarios de coneja  perfundidos con este 

compuesto. Las  dosis  de  forskolin  que  aceleran ia reanudación 

de  la meiosis  tambien  estimulan la sintesis  intrafolicular de 

CAMP. Sin  embargo, la concentración de cAMP  vuelve a las 

concentraciones inicia'les  que se  observan en  los ovarios no 

estimulados 6 h despues  de  iniciar la  perfusión. La capacidad 

del  forskolin  para  inducir  el  reinicio de la meiosis  sugiere 

que el aumento  en la concentración del CAMP  puede  tomarse  como 
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una  señal  inductora  del y no  como un factor importante en el 

arresto  meiótico  intrafolicular (35). 

Resultados  semejantes  se  observan en los experinientos de 

Yoshimura y Wallach (162) en los que,  la perfusidn  transitoria 

de los ovocitos con (Bu)2cAMP,  acelera  significativamente el 

reinicio de la meiosis,  lo  cual  no  ocurre cuando la  exposición 

de los  ovocitos  es  continua y por  un periodo de perfusidn 'de  12 

horas (36). Estos  resultados  indican que es posible  que, 

despues de la secrecidn  de  gonadotrof  inas, se requiera la 

elevación  transitoria y no  continua  de  las  concentraciones de 

CAMP en los folículos  preovulatorios  (162). 

A partir de estos  resultados  se  puede  afirmar que: 

-El CAMP inhibe  significativamente  la  maduracidn 

esponthea de  los  ovocitos  rodeados  por  su  cumulus, 

mientras  que en los folículos  preovulatorios, la 

elevacidn  del  CAMP  induce  el  reinicio de la  meiosis. 

-La exposición  continua  al c ~ n p  tiene un efecto 

inhibitorio  sobre la maduración de los ovocitos  dentro 

de  los  foliculos  preovulatorios, en tanto que la 

exposicidn  transitoria  acelera  el  reinicio de la 

meiosis.  De  manera  alternativa, las concentraciones 

intrafoliculares  elevadas de CAMP pueden  ser  un 

prerrequisito  esencial  para  reanudar  la meiosis durante 

el  proceso de ovulación  (35,  115,  150) . 
Como  en  muchas otras  situaciones  biológicas, el CAMP actfia 

mediante  una  proteína  cinasa  dependiente de cAWP.  Esta es una 

enzima  compuesta de 2 subunidades,  una  catalitica ( c )  y una 
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regulatoria (R) : el complejo R: C es  snzim6ticamente  inactivo, 

pero  la  unión  del  cAMP a la  subunidad R (inhibitoria)  produce 

la  disociación  del complejo y la activación de la subunidad C. 

Si  para  mantener el arresto  meistico es esencial  que la  PK 

fosforile  continuamente una o m6s  proteínas  del  ovocito, 

entonces  las  concentraciones de CAMP  pueden  regular  la 

maduración  meiótica  al  controlar la  cantidad  de  subunidad C 

libre  (bajo CAMP), cuando  las  fosfoproteínas  pertinentes  sean 

defosforiladas,  se  iniciará  la maduración meiótica.  Ademds,  en 

condiciones  experimentales, los cambios  en  los  patrones de 

fosforilación de las proteínas de los  ovocitos,  concuerdan  con 

este  esquema  regulatorio (19) (Fig. 3). Sin  embargo,  otras 

evidencias  sugieren  que el cAMP es sólo  uno  de l o s  componentes 

de un  complejo  sistema  que  interviene  en  el  detenimiento 

meiótico. 

El hecho de que  la  calmodulina esté  involucrada en  el 

reinicio de la  maduración  meiótica, compromete  también al 

calcio (21) . In  vitro,  dos  inhibidores  del  transporte 

transmembrana del calcio, el  verapamil y la  tetracaina, 

previenen la GVBD y aumentan  la  efectividad  del dbcAMP  como 

inhibidor de la  maduración  meiótica. De esta  manera,  las 

concentraciones  intracelulares  de  calcio y CAMP pueden  actuar 

sinergicamente  mediante un paso dependiente de calmodulina  para 

regular  la maduración  meiótica  del  ovocito  en los mamíferos. 

16 



Mantenimiento del kreato  Meibtico 

Reinicio de  la Maduracibn Meibtica 

Pig. 3. - Nodolo  do  la rogulaoi6n dol arr88to 8 & 6 t i O O  y 
roinioio  da la moio8ia. El modelo propone que una 
fosfoproteina, X-P, mantiene el arresto mei6tic0, la  forma 
defosforilada, X, promueve el reinicio de la  meiosis. X es 
fosforilada por una  proteina  quinasa y X-P es defosforilado 
por  una  fosfoproteina  fosfatasa;  las actividades de estas dos 
enzimas determinan que los niveles de X-P y X se mantengan  en 
un  estado  estable  en el  ovocito. La reanudacidn de la meiosis 
es iniciada  por una disminucidn en el CARP que lleva  a la 
disminución en la  actividad de la proteina quinasa. Si se 
asume que la actividad de la proteina  fosfatasa no cambia, 
esta  disminucidn  en  la  actividad de la proteina  quinasa  puede 
inducir  una  defesforilación neta de X-P, marcando el reinicio 
de  la meiosis (19). 
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Una hip&tesis atractiva que se ha formulado es que la 

mduraci6n meiótica se inhibe  por la transmisib del c m  entre 

las cblulas foliculares  y  el  ovocito,  mediante  uniones 

celulares comunicantes  (gap-juctions) . 
Las uniones  comunicantes  representan  regiones  de 

continuidad  fisica  entre  membranas  celulares  que  funcionan como 

mediadores de comunicaci6n  intercelular y acoplamiento 

metab6lico  por el paso de pequeñas  moleculas  entre  las  cblulas; 

de esta  manera,  una  célula  puede  influenciar  a  otra 

funcionalmente  diferente (69, 8 8 ) .  

Durante  el  crecimiento y la maduracidn  meibtica,  hay un 

acoplamiento  i6nico  y  metab61ico  entre el ovocito  y las cblulas 

del cumulus por medio de las  uniones  comunicantes  mediante un 

sistema que emana  de las dlulas del  cumulus  y  atraviesa  la 

zona  pelúcida  y  una  red de uniones  comunicantes  que 

interconecta todas las  células  del  foliculo y el ovocito (68, 

69, 157) . 
Justo antes de la  ovulación  hay  una  disminuci6n 

significativa en  el nmero de  uniones  comunicantes,  al  mismo 

tiempo que  disninuye el acoplamiento  i6nico (38, 68, 157). Esto 

sugiere  que in  vitro,  la  maduraci6n neiótica  espontánea es el 

resultado de la remoción  de  los  ovocitos de la  influencia 

inhibitoria de las celulas foliculares. 

En experimentos en la  rata, se  ha  visto que en los 

wocitos obtenidos 2 a 3 hr. despu4s de administrar  una  dosis 

ovulatoria de hCG (Human  Corionic  Gonadotropin),  el  área  neta 

de las uniones comunicantes  entre  las  cblulas  del  cumulus 
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disminuye  aproximaaamente 15 veces  (87),  lo  cual est& 

correlacionado  temporalmente  con la expansidn  del cumulus (87, 

129). Sin embargo,  el  inicio de  la  maduración  meiótica no se 

puede  atribuir  exclusivamente a la finalizacibn de la 

comunicación  intercelular  entre  las cblulas del cumulus y el 

ovocito,  ya  que  los  andlisis  de  criofractura  demuestran  que 

antes de iniciarse  la GVBQ disminuyen  significativamente  las 

uniones  comunicantes  en  las  calulas  del  cumulus,  mientras que 

las  uniones  comunicantes entre  el cumulus y el  ovocito estb 

intactas  durante el  periodo  en  que se reinicia la  meiosis.  En 

base a estos  resultados  los  autores  sugieren que para  el 

control  del  deteniriento  meidtico y la  maduracic5n del  ovocito 

deben  requerirse  otros  factores  adends de  las uniones 

comunicantes  entre  el  ovocito y el cumulus (157). 

tidoa. 

Se ha observado  que  los  ovocitos  rodeados  por su cumulus e 

injertados  en  celulas de la granulosa de foliculos  abiertos 

experiaentalmente no reinician  la  meiosis,  lo  cual ai ocurre  en 

los  ovocitos denudados. Por  otro  lado,  Tsafriri y manning 

(148) observaron  que  la  adición  de celulas de la granulosa o 

fluido  folicular a los  cultivos  evitaba  la  maduracidn 

espontanea de los  ovocitos  aislados. A partir de estos  hechos 

se sugiere  que el  inhibidor de la  maduracidn  de los ovocitos 

(OMI), es  un producto de  las  cblulas  granulosas que se 

encuentra  en  el  fluido  folicular y mantiene a los  ovocitos  en 

el estado de dictioteno  de la primera  profase  meidtica ( 4 ,  137, 
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146,  147,  148,  149) 

El OM1 se aisló  y  purifico  parcialmente  del  fluido 

folicular  del  cerdo,  y  se  observó  que se trataba  de  un 

polipéptido  pequeño  (137) : cuyo  peso  molecular  es  menor  de 

2,000 daltones. 

Centola  y  colaboradores  (27)  trabajando  en  foliculos  de 

cerdo y manning y colaboradores  (30)  en  humanos,  demostraron 

que  la  concentracidn  del  posible  factor  se  relaciona  con la 

etapa de la maduracidn  en la que se encuentre  el  ovocito  dentro 

del  foliculo,  de tal forma  que  en los foliculos  preovulatorios 

hay  concentraciones  de  OM1  relativamente bajas. El OM1  no 

inhibe la maduracidn  espontdnea  de los ovocitos  denudados (36), 

lo cual  sugiere  que la accidn  inhibidora se ejerza  mediante  las 

cblulas  del  cumulus  (4, 146),  por lo que  es  necesario  que el 

OM1  sea lo suficientemente  pequeño  para  pasar  a  través  de  las 

uniones  comunicantes  entre el cumulus y las  cblulas  del  ovocito 

(146). Es posible  que  la  accidn  inhibitoria  del  OM1  sea 

potencializada  por  el  CAMP, lo cual  podria  explicar  algunos  de 

los efectos  del  CAMP  sobre los ovocitos  envueltos  en  su  cumulus 

que se observan in vitro  (20, 47). 

Existen dos hipótesis  que  explican la forma  en  que  el  OM1 

ejerce  su  acción  inhibidora,  en  ambas  se  sugiere  que la 

actividad  del  OM1  está  mediada  por un mecanismo  hormonal (4 , 
12). For  un  lado,  Anderson y colaboradores  (4)  proponen  que 

cuando se presenta la liberación  preovulatoria  de LH, su 

presencia  termina la secreción  de OM1 por  las  cblulas  de la 

granulosa. 
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El mecanismo  propuesto  por Bar-Mi y  Tsafriri (12) es 

similar;  la LH induce la reanudación de la  meiosis  mediante  la 

estimulación  de  las  celulas  de la granulosa,  lo  cual de alguna 

manera  actúa  suspendiendo  la  síntesis de OM1 o factores 

inhibidores  secundarios,  al  mismo  tiempo . que se induce  la 

involucidn  del  mecanismo  de  acoplamiento  metabdlico  evitdndose 

el  transporte  de OM1 a travds  de  las  uniones  comunicantes. 

Otros  pbptidos  aparentemente  funcionan  como  factores 

inhibidores de la  maduración. Se ha  detectado  la  presencia  de 

un  peptido  de  aproximadamente 10,000 daltones (72) , que al 
parecer  interfiere la acción  activadora de la Lli sobre  la 

maduracidn de los  ovocitos, y mds  recientemente, se ha 

identificado  un  nuevo  plptido,  mas  grande que el OHI y con 

mayor  capacidad  para  inhibir la maduración  del  ovocito;  este 

compuesto  ha  sido  llamado  factor  preventivo de la maduracidn 

del  ovocito (OMPF) y  su  funcidn  parece  estar  relacionada  con  la 

presencia  de  ciertos  glucosaminoglicanos,  principalmente con la 

heparina y el heparin  sulfato  en el  folículo. 

Otros  compuestos  que  parecen tener alguna  importancia en 

el  detenimiento  meiótico  son  las  purinas.  En  los  experimentos 

de  Downs y colaboradores (44) se demostró  que  la  hipoxantina se 

encuentra  en el fluido  folicular  en  concentraciones que pueden 

explicar  una  acción  inhibidora  sobre los ovocitos.  En el fluido 

folicular  del  ratón  ademas  de la hipoxantina hay adenosina y 

las dos sustancias  actúan  sinergicamente  para  inhibir la 
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maduracidn  espontdnea  del  ovocito  de  ratdn (56). 

m6s potente  de  las  purinas  para  inhibir  la  maduración 

de  los  ovocitos  es la guanosina  (44),  que  sin  embargo  no  se 

encuentra  en  concentraciones  detectables;  no  obstante,  parece 

que  la  conversidn  de  hipoxantina  en  un  derivado  de la guanina 

es importante  en el efecto  de  la  hipoxantina  (45). 

En  cuanto  a su eficacia  se  ha  observado  que el efecto  de 

la adenosina  es  transitorio,  pero la hipoxantina  y la guanosina 

inhiben la maduración  durante  todo el experimento  (24  horas) ; 

siendo  la  guanosina el compuesto mas efectivo  (44, 48). 

Se ha  observado  que  tanto la FSH (145)  como  el  CAMP 

potencializan  el  efecto  inhibitorio  de  las  dos  purinas,  lo  cual 

puede  indicar  que  estos  compuestos  actúan  conjuntamente  en el 

detenimiento  mei6tico  del  ovocito  (44, 56). 

Con  base  en  estos  resultados  Torne1 y colaboradores  (145) 

sugieren  tres  mecanismos  teóricos  para  explicar  el  efecto 

inhibitorio de las purinas  sobre el reinicio  de la  meiosis: 

1. Inhibicidn  de  la  fosfodiesterasa  en el  ovocito.  El  hecho 

que  la  hipoxantina y la adenosina  aumenten  las 

concentraciones  de  CAMP  en el ovocito, y que  el  efecto 

inhibitorio  de  las  purinas  se  anule  con  una  microinyección 

de  un  inhibidor  de la Proteína  Cinasa  dependiente  de  CAMP, 

puede  indicarnos  que el efecto  sinérgico  de  las  purinas  con 

el  CAElP posiblemente  se  deba  a la inhibicidn  de la 

fosfodiesterasa y por  consiguiente  no  haya  degradación  de 

CAMP. 

2. Conversidn  de  derivados  de la guanina  a GTP. Como  se 
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sugiere  en  los  experimentos  con  inhibidores enzimnitticos, 

los  derivados  de la  guanina son  importantes  en el 

detenimiento  meiotico,  ademds que la  guanosina es un 

inhibidor de la meiosis mds potente que la  hipoxantina,  por 

lo  que la guanosina  puede  ser  degradada  a  guanina que es 

convertida  a  GMP  por la  enzima hipoxantina-guanina  fosforil 

transferasa.  El  GMP  puede  ser  fosforilado  a GTP, el  cual 

puede  unir  a  proteínas  importantes  involucradas en la 

produccidn de CAMP. 

3. Formacidn de cGMP  a  partir  de  GTP.  El GTP es el sustrato 

para que la guanilato  ciclasa  produzca cGMP. En 

experimentos  recientes se demostrd que las  concentraciones 

de GMP en  el ovocito  disminuyen  antes de que se reinice la 

meiosis y que la  maduración  espontdnea puede ser retardada 

con una  microinyecci6n  de  cGTP  en el ovocito y mediante la 

estimulacidn de la  guanilato ciclasa  en las c6lulas  del 

cumulus.  El aumento  en el contenido de cGMP puede  inhibir 

una  fosfodiesterasa  del  ovocito. 

mms?na& 
Se acepta  ampliamente  que el intermediario que marca  el 

reinicio de la meiosis en  el ovocito es la liberacidn de 

gonadotrof inas. Sin  embargo , no  es muy  clara la respuesta 

individual de los  compartimientos  ovdricos  a  los  diferentes 

patrones  de  gonadotrofinas  circulantes, las interacciones  entre 

estas  respuestas  y  los  cambios  que  inducen estas hormonas en el 

microambiente folicular. 
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Aunque  es  muy  probable  que  las  células  foliculares  estdn 

implicadas  en  la fase inductiva de la  maduración,  aún  es 

incierta la naturaleza  precisa de las señales  que  se  transmiten 

de  las  células  foliculares  al  ovocito.  Sin  embargo, es bien 

conocido  que la reanudación de la meiosis  se  acompaña  de 

cambios secuenciales en  la concentración de esteroides 

foliculares (3, 104,  144),  lo  cual sugiere  que los esteroides 

pueden  actuar  como  señalee  inductoras  en las primeras  fases  de 

la maduración (116). 

En  el experimento  de  Osborn  y  Moor  (116) se midieron  las 

concentraciones de hormonas  esteroides  foliculares  alrededor 

del tiempo en  que  ocurre la  liberación de LH, observándose  que 

la L?i estimula la secreción de andrógenos  y  estrógenos y 

posteriormente hay  una marcada  inhibicidn de la secreción  total 

de esteroides,  siendo la secreción de estrógenos  inhibida  antes 

que la de andrógenos.  Posteriormente,  conforme  las 

concentraciones de estrógenos  y  andrdgenos  disminuyen, la 

proporción de ' progesterona  aumenta,  de  tal  manera  que 18 horas 

despubs de la  liberación  de LH la  progesterona  forma  el 90% del 

contenido  intrafolicular de esteroides. 

Por  otro  lado,  en  foliculos  cultivados  en  presencia de 

inhibidores de la  esteroidogénesis como la aminoglutetimida 

(116 , 161) y la  7-cloro-3 , 4-dihidro-2  (3-piridil) -1- (2h) - 
naftalenona, se observa  que  la  cantidad de ovocitos  con 

desarrollo  normal  del  pronúcleo  se  reduce  significativamente y 

aumenta la  proporción de ovocitos  bloqueados  en o antes de la 

metafase I. Estos  resultados  apoyan la hipbtesis de  que  los 
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esteroides  actúan  como  efectores de los cambios citoplasmicos 

en  la maduracidn de los ovocitos.  Ademds, cuando se alteran los 

perfiles  normales  de  los  esteroides secretados durante la 

maduración,  se  producen  anormalidades en el ovocito tanto 

bioquímicas  como  estructurales (116). 

Cuando  en  experimentos  de  perfusidn se utiliza  cianocetona 

como  un  bloqueador  de la  síntesis de esteroides  OVdriCa, los 

resultados  que se obtienen  son  similares, lo que muestra que la 

produccidn  de  esteroides  participa  en  la  maduracidn 

citopldsmica del  ovocito. La adicidn de estradiol  al  medio de 

perfusidn  revierte los efectos  adversos de la cianocetona  sobre 

la  fertilidad  del  ovocito. 

Estos  resultados  sugieren  que  para que se lleve  a cabo una 

maduracidn  normal  del  ovocito  es  necesario un balance  preciso o 

secuencia1 de esteroides;  siendo  los  estrdgenos  probablemente 

la seiial esteroidea  principal  durante la fase  inductiva  critica 

de  la maduracidn (46 ,  116). 

La hipdtesis de que las gonadotrofinas no se requieren 

para  el crecimiento y la capacitacidn  meidtica  del  ovocito se 

apoya  en los experimentos de Blandau y colaboradores (17) 

quienes  demuestran  que los ovocitos  crecen  hasta  su  tamaAo 

mdximo  en  cultivos  de  fragmentos  ovdricos de fetos de ratonas 

de  16  días:  ya que  este  proceso  no es modificado  por la adicidn 

de  gonadotrofinas o esteroides al medio. 

Cuando se cultivan  juntos  los  ovocitos de ratonas (54, 55) 

o ratas (32) preptíberes  con sus cblulas de la granulosa,  crecen 

y  desarrollan la  capacidad meidtica  en  ausencia de 
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gonadotrofinas o esteroides.  En  este  caso  la  adicidn  de 

progesterona o estradiol  al medio  tampoco  tiene efecto. No 

obstante,  en el caso  de la  rata  no debe  excluirse  una  función 

para  los  esteroides ya que  los  folículos  de  la  rata  producen 

cantidades  significativas  de  esteroides  durante el cultivo aún 

en  ausencia de gonadotrofinas  en el medio;  aunque el aumento en 

la  actividad  esteroidogénica  del  folículo  y  el  desarrollo  del 

ovocito  pueden  concordar  sin  que por ello  estén  relacionadas. 

Otra  interpretación de estos  resultados es que la  función  de 

las  células  foliculares es regulada  por el ovocito en 

desarrollo (32). 

En  cuanto  a  los  andrógenos hay  dos puntos  importantes:  1) 

En  el  ratdn,  ni  la testosterona ni  la dihidrotestosterona 

afectan la capacidad  meidtica,  pero  ambos  andrógenos  suprimen 

el crecimiento  del  ovocito in vitro (89). 2) En  los  folículos 

de la  cerda  la  19-Nortestosterona  y  la  testosterona  no  inhiben 

la maduracibn  folicular,  pero  potencializan  la  acción 

inhibidora  del  (Bu)  2cAMP  (165) . 

O W L A C I O ~  . 
La ovulación es la culminacidn de la serie  de  eventos 

inducidos  por  las  gonadotrofinas.  Poco  antes de que  ocurra la 

ovulación,  las  células de la  granulosa presentan  cambios 

morfológicos  funcionales  que  las  hacen  similares  a  las  células 

del cuerpo lúteo, fenómeno  que  ha  sido  llamado  @@luteinización@@; 

se reestructura la  pared  folicular y se rompe el foliculo de De 

Graaf. 
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Los datos  recopilados  indican que un  prerrequisito 

esencial  para  que se rompa  el foliculo es la descomposicidn de 

la capa de colcigeno que lo cubre  (162). A continuacidn se 

mencionan  algunos  factores  que se han propuesto como los 

responsables de este fendmeno: 

-Aumento de la síntesis de esteroides. 

Aunque se ha  estudiado  extensamente,  hasta  la  fecha no se 

aclara  completamente  cual es la funcidn de las hormonas 

esteroides  en el  proceso  de  ovulacidn. 

En  la  rata,  el  aumento preovulatorio de la progesterona 

(P)  circulante  favorece de la ovulacidn  (97) : mientras que,  al 

administrar  un  antisuero anti-P  (106) o cianocaroteno  (un 

inhibidor de la  actividad de la 38- hidroxiesteroide 

deshidrogenasa) (91) se  inhibe  significativamente la ovulacidn 

en ratas  inmaduras  (106). 

En  cultivo de tejidos,  algunos  compuestos como la M, el 

CAMP y la P  inducen  un  aumento  marcado  en  la  distensibilidad de 

la  pared  folicular y promueven  la  ovulacidn. Por lo que se 

sugiriere  que la LH estimula  la síntesis  folicular de P, que  a 

su  vez  puede  inducir un aumento de la actividad  enzim6tica  en 

la  pared  del foliculo y en consecuencia  aumenta la 

distensibilidad. 

Se ha  demostrado  que la ovulacidn se puede  inhibir 

suprimiendo la  produccidn  de esteroides  mediante el uso de 

fosfato de aminoglutetimida  (142). Sin embargo, tambi4n se ha 

reportado  que en ratas  inmaduras, la administracidn  local de 
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aminoglutetimida in vivo  inhibe la esteroidog6nesis  inducida 

por  la  hCG  sin  afectar la  ovulacidn.  Bullock y Kappauf (24) 

encontraron  que  la  cianocetona  evita la ovulacidn  inducida  por 

la  hCG  pero no afecta  la  síntesis  de  esteroides y observaron 

que  la  adicidn  de 4-hidroxi-androstan0-3,17-diona bloquea el 

aumento  del  estradiol  inducido  por  la LH pero  no  evita la 

ovulación.  Estos  datos  permiten  sugerir  que  en  las  ratas 

inmaduras  existe  una  disociacidn  de la ovulacidn  inducida  por 

las  gonadotrofinas y la  esteroidogénesis,  de  manera  que  es 

probable  que  la  ruptura  del  folículo  pueda  ser  precipitada  por 

un  mecanismo  diferente  del  estímulo esteroidoghico ovhrico 

despub8  de  administrar  gonadotrofinas (84). 

--Si-. prOtOOlitia88 OVkia88 .  

La descomposicidn  del  tejido  conectivo en el  dpice  de la 

pared  folicular  depende  de la actividad  de  enzimas 

proteolíticas. Se piensa  que  las  enzimas  colagenolíticas, 

presentes  en  'el  foliculo  de  De  Graaf  durante el proceso  de 

ovulacidn  juegan  un  papel  importante  en la ruptura  de  la  pared 

folicular.  Strickland y Beers (139) sugieren  que  las 

gonadotrofinas  inducen la ovulacidn  mediante el estímulo  de la 

síntesis de un  activador  del  plasmindgeno  en  los  foliculos 

ovdricos  maduros.  El  activador  del  plasmin6geno  actúa  sobre el 

plasmindgeno  en el fluido  folicular y el tejido  ovárico y se 

produce  plasmina,  que  a  su  vez,  rompe  el  tejido  de  la  pared 

folicular. In vitro, se ha demostrado que las  proteasas  de 

serina  son  capaces  de  reducir la  fuerza  de tensión  de  la  pared 
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del  foliculo. 

Muchas  proteasas  de  la  serina  e  inhibidores de las 

proteasas  que  se  piensa  estan  involucradas en el proceso de la 

ruptura  folicular  son  constituyentes normales' del.. fluido 

folicular. La plasmina es una  proteasa de la  serina  formada  a 

partir  del  plasmin6geno. Los inhibidores de proteasa de la 

serina  plasmpdtica tales como la  al-antiplasrina,  02- 

macroglobulina y al-antitripsina  reaccionan  rdpida  e 

irreversiblemente  con la plasmina  e  inhiben asi su actividad de 

proteasa (162) . 
Despues de administrar hCG,  la eficiencia  ovulatoria se 

reduce  significativamente al adicionar  inhibidores de proteasas 

de serina. Estos  datos  concuerdan con las observaciones de que 

en  el criceto  varios  inhibidores de las  proteasas  ricrobianas 

bloquean  completamente la  ovulacidn. Sin embargo,  la  eficacia 

de la estreptoquinasa para  inducir  la  ovulacidn es menor que el 

de la hCG  y  los  agentes  antiplasmina  bloquean  completamente  la 

ovulacidn  inducida  por la  hCG, por  lo que para que ocurra la 

ruptura  folicular  posiblemente se requirieran otros componentes 

dentro  del  ambiente  folicular  preovulatorio, ademds del  sistema 

que  genera la  plasmina. 

Con  base  en  estos  resultados se puede proponer un  modelo 

del  mecanismo de la  ruptura de la  pared folicular  en  los 

mamiferos:  Después de que  ocurre la secrecidn de 

gonadotrofinas,  las  células  de la granulosa  producen el 

activador del  plasminbgeno,  que es el responsable de la 

formacidn de plasmina. Al elevarse la concentracidn del 
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activador  del  plasminogen0  en el  folículo, se  produce un 

incremento en las  concentraciones  intrafoliculares de plasmina. 

La plasmina  y  otras  proteasas  inducen  la  activacidn  de  la 

colagenasa  latente  en el tejido  conectivo  del  folículo,  por  lo 

que la serie de sistemas  enzimdticos  que acttian localmente 

alteran la  integridad  estructural de la  pared  del foliculo y 

facilitan la ruptura  folicular (162). 

En el  proceso de la ovulacidn  tambidn se ha  involucrado  a 

las enzimas  lisosomales (16, 25) ya que  se ha observado una 

acumulacidn  mdxima de los  lisosomas  en  el  epitelio  apical  en 

los  folículos  preovulatorios.  Este  punto se trata con 

detenimiento  en la seccidn  que  analiza la  importancia de las 

enzimas  lisosomales. 

-maaoibn i n f l u a t o r i a .  

Espey (59) propone  que la secrecidn  preovulatoria de las 

gonadotrofinas  puede  inducir  una  reaccidn  inflamatoria  en la 

pared de los' folículos maduros.  En los  estudios  utilizando 

preparaciones de ovario de coneja  perfundidos,  se  ha  demostrado 

la funcidn de los  mediadores  químicos  comunes de la 

inflamacidn, tales como las  prostaglandinas y la  histamina,  en 

el proceso de la ruptura folicular. 

-Pr08t&gl~hdín&S. 

Existen  evidencias  que  penniten  sugerir  que  las 

prostaglandinas  pueden  ser  importantes  en el  proceso  de 

ovulacidn  a tsavés de sus acciones  locales  a  nivel  del  ovario. 

30  



administracidn sisthica de  la  indometacina  (un  inhibidor de 

la sintesis  de  prostaglandinas),  inhibe  la  ovulacidn  en  la  rata 

y el  conejo. En  monos  rhesus  tratados  con  gonadotrof  inas,  la 

inyeccidn  de  prostaglandina  F2a (PGF2a) revierte los efectos 

inhibitorios  que  produce la indometacina  sobre  la  ovulacidn. 

Ademds,  en  preparaciones  de  ovario de coneja  perfundidos  la 

PGF2o  induce  la  ovulacidn. 

In vitro,  las  celulas  de la granulosa  de  la  rata  tienen la 

capacidad  de  sintetizar  prostacilina (-12) (83). La L?i aumenta 

la capacidad  de  inducir  a  las  cdlulae  de  la  granulosa  para 

convertir  dcido  araquiddnico en 6-ceto-  as1  como  en PGE, por lo 
que se sugiriere que la  PGI2  puede  ser un mediador  potencial de 

la  funcidn  preovulatoria  del  ovario. La administracidn de hCG 

al medio de perfusidn  aumenta  significativamente  la  produccidn 

de  prostaglandinas,  especialmente  la E 1 2  , ref  lejada en su 

metabolito 6-cato-FGFla;  la  PGF2a y W E  representan  menos de la 

mitad de la  concentracidn  de la 6-ceto-PGFla.  Estos  datos 

suministran  un  apoyo mds de la importancia de la X I 2  en el 

proceso de ovulacidn  (162). 

Finalmente,  Kitaf  y  colaboradores (81) demostraron  la 

presencia  de  alteraciones  en  la  microvasculatura 

(vasodilatacibn,  extravasacidn, etc.) de  la  pared  del  follculo 

ovdrico  de  conejo  durante  el  proceso  de  la  ovulaci6n.  Estas 

observaciones  indican  que la ruptura  folicular  requiere  de  la 

vasodilatacidn  y  el  aumento  en la permeabilidad  vascular  dentro 

de  la  pared  del  foliculo  preovulatorio.  Ya  que  la X I 2  es  un 

vasodilatador m6s potente  que  las  otras  prostaglandinas,  y 

\ 
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además  actria  como  un  mediador  inflamatorio  químico,  como  la 

PGE2, es  posible  que  la PGI2 pueda  ser  el  mediador  más 

importante  de  los  cambios  vasculares  perifoliculares  durante  la 

ovulación. 

-Histamina. 

En  la  rata (90) , el  conejo  (107) y el  criceto (86) se 

observa  un  aumento  significativo  de  las  concentraciones de 

histamina  ovárica  que  coincide  con  la  secreción de 

gonadotrofinas.  El  origen  principal de la  histamina  son  los 

mastocitos  que se encuentran  en  el  hilio  ovárico  y  roclean  a  los 

vasos  del  ovario.  Debido  a  que  la  liberación de histamina  por 

los  mastocitos se asocia  con  su  degranulación y que  la 

secrecidn  de  gonadotrofinas  induce  degranulación de  los  mismos, 

se sugiere  que  la  liberación de histamina  puede  ser  un  evento 

fisiológico  significativo en el  proceso de la  ovulación (86). 

Tambidn se ha  mostrado  que  la  histamina,  en  ausencia de 

gonadotrofinas,  es  capaz de inducir  la  ruptura  del  folículo  en 

ovarios  de  coneja  perfundidos  in  vitro y la  ovulación  inducida 

por  la  histamina  puede  prevenirse  con  la  cimetidina  (bloqueador 

H2) lo  cual  da mas apoyo  a  la  actividad  de  la  histamina  en  la 

estimulación  de  la  ovulación.  sin  embargo,  ni  la  cimetidina  ni 

la  clorfeniramina  (Bloqueador H1) pueden  bloquear  completamente 

la  ovulación  inducida  por  la  hCG,  lo  cual  suscita  la 

posibilidad de que la  hCG  induce  la  ovulación  mediante  una 

activación  de  otros  mediadores  locales  además  de  la  histamina 

(162) . 
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-contractilidad  ovirica. 

La identificación de fibras  del músculo liso en el  estroma 

cortical y en  la teca  externa de los foliculos  ovdricos  ha 

llevado  a  proponer  que el  musculo liso  ovdrico  puede  participar 

en  el proceso ovulatorio.  En  el  conejo, se ha  demostrado que la 

contractilidad  aumenta  conforme se aproxima la  hora de la 

ovulacidn. Por lo  que  se  sugiere  que  el  aumento de la actividad 

del m~sculo liso  ovárico  mantenga  la  tensidn  constante  en  la 

pared  del  folículo  en  desarrollo,  lo cual favorece la  ruptura 

del  folículo y facilita  la expulsidn  del  contenido  folicular 

(124) . 

-amento de la  presión  intrafolicular. 

Se ha  propuesto  que  la ruptura  del  folículo se lleva  a 

cabo como resultado de un aumento en  la presión  intrafolicular, 

ya que  existen  cambios  dinámicos en  la superficie  del  foliculo 

alrededor  del  tiempo  de la ovulación (60, 124 , 125) . Sin 

embargo,  no se han  demostrado  cambios  significativos en la 

presión  intrafolicular de los  folículos  maduros  que  se 

aproximan  a la  ovulación  (162). 

BVPLSROWWLCIOW. 

La administración  de  gonadotrofinas  exógenas es una 

ticnica  bien  establecida  en  diversas  especies de mamiferos, que 

permite  inducir la  ovulación de un número  normal o mayor 

(superovulación) d'e  ovocitos. La superovulación tiene diversas 
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aplicaciones: 

1. En  el laboratorio  con  objetos  de  experimentación,  para 

estudios  analiticos del proceso  y  mecanismos  de 

crecimiento,  maduracidn y fertilización  del  ovocito. 

2. En  la  ganadería  con  el  fin  de  obtener  un  mayor  número 

de  óvulos  con  superioridad  genetica  capaces de ser 

fertilizados  in  vitro y transferidos  a  hembras 

receptoras en  programas  de  transferencia de embriones. 

3. En  mujeres,  para  obtener  una  mayor  cantidad de dvulos 

que  pueden  ser  fertilizados in vitro y transferidos al 

útero como un  medio para establecer la gestacidn en 

ausencia de oviductos  funcionales. 

La tbcnica  de  superovulacidn se originó  a  partir  de  los 

experimentos  en  ratas  llevados  a  cabo  por  Engle  en  1927  (en 

18) : varios  años  despues  se  indujo en cricetos  dorados 

inmaduro6  (18,  160) y maduros (70). 

Hay  dos tipos de hormonas  que  se  utilizan  frecuentemente 

para  inducir  la  superovulación;  estas  son  la  PMSG  (Pregnant 

Mare  Serum  Gonadotropin)  y la  hCG,  las cuales  son 

gonadotrofinas  extrahipofisiarias,  aunque  también se llegan  a 

utilizar las gonadotrofinas  hipofisiarias LH y FSH. 

La hCG fue  descubierta  en  1927  por  Ascheim y Zondek al 

estudiar  las  hormonas  excretadas  en ia orina de la  mujer 

embarazada.  Esta  hormona  que  se  produce  en  la  placenta; es una 

glucoproteina que contiene  galactosa,  hexosamina y manosa, y 

tiene un PM  de  100,000  daltones. La parte  glúcida  representa 

alrededor  del 30% de su  peso  (77). 
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LOS efectos de la PMSG fueron  observados  por  primera  vez 

en 1930  por  Cole y Hart. Es una glucoproteína  producida  por  los 

calices  endometriales  del  útero de la yegua prefiada, por lo que 

se considera  de  origen  fetal y no materno. Su efecto 

gonadotrdfico es similar  al  de  las  gonadotrofinas  hipofisiarias 

LH y FSH (130). 

El uso de las  gonadotrofinas  en los campos mencionados 

anteriormente se ha  vuelto  una  practica  normal de mucho valor. 

sin  embargo,  parece  que  las  dosis  superovulatorias  utilizadas 

provocan  algún tipo de  deterioro  en la fertilidad de los 

ovocitos, la  cual  se  refleja  en: disminucidn de la frecuencia 

de fertilizacidn  (152),  fracasos  en la implantacidn (6, 99, 

100) y. alta  frecuencia de anormalidades en los embriones 

recuperados  (99,  163),  tanto  en  animales  domhsticos  (6, 62) 

como de laboratorio (2,  13) . Sin  embargo  aún no se ha mostrado 
si las  alteraciones  principales  ocurren  en  el  ovocito antes o 

despuhs  de  la  ovulacidn  (98, 99, 1 6 3 ) .  

Con el  fin de identificar  las causas de estas 

anormalidades  en  los  ovocitos  superovulados, sobre todo los 

factores que determinan el  nlimero y la calidad de los ovocitos, 

ademas  de  conocer la  fisiología y bioquímica de la 

superovulacidn,  se  han  llevado  a  cabo estudios que enfocan el 

problema  desde  varios  puntos de vista. 

La disminucidn de la  fertilidad se relaciona  directamente 

con la dosis  de  gonadotrofinas  que se administra. Se ha 

observado  que  las  dosis  "fisiol&gicasn de PHSG (4-8 UI) 

producen  dvulos  que  al  ser  fertilizados son capaces de 
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desarrollarse  normalmente  sin  que  haya  perdidas  embrionarias o 

fetales  significativas  (112);  sin  embargo, al aumentar la dosis 

(20 UI) se observan  algunas  anormalidades  embrionarias sobre 

todo al  principio de la gestación  (99)  que  aumentan  cuando se 

utilizan dosis mayores  (40 UI) (164). 

Miller y Armstrong (98) observaron  que la dosis de 16 U1 

de PMSG produce  una  ovulacidn  normal,  pero  la  implantaci6n se 

retarda  en  el 30% de los  animales, lo que  provoca que disminuya 

el número  de  animales  que  llevan sus fetos  a  tbrmino.  Cuando se 

administran 40 U1 de PMSG, los  ovocitos  ovulados  son  inmaduros 

y con menos celulas  en el cumulus  que  los  normales.  Ademds,  los 

chulos de estos animales  que  se  recuperan al tercer  dia 

aparecen  degenerados  y 5 días  despues de la ovulacidn no se 

observan  blastocistos  en el  útero y no se produce gestacidn. 

Como  una de las causas  de  las  anormalidades  embrionarias 

se mencionan  las  anormalidades  cromosdmicas.  En  comparación con 

mujeres  no  tratadas, M u &  y Boue (22) observaron  un  aumento 

significativo ‘en  el  número de trisomías  en  los  fetos  abortados 

de mujeres  a  quienes  se  les  había  inducido la  ovulaci6n.  En  el 

rat6n el tratamiento  con  gonadotrofinas  produjo  un  aumento 

significativo  en el  número  de fetos  deformes (50). Mauddlin y 

Frazer (96) utilizaron  dosis  de 5 y 10 U1 y  observaron una 

relacidn  dosis-respuesta  entre  la PMSG y la  incidencia  de 

poliploidías,  principalmente  triploidías,  sugiriendo  que  estas 

anomalidades se produjeron  como  resultado  de  polispermia,  lo 

cual se explica  por  defectos  en la  Zona  Pelúcida. 

Champlin  y  colaboradores (28) estudiaron  al microscopio 
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electrdnico  los  efectos  de  dos  dosis de PUSG inyectadas  a 

ratonas  maduras  e  inmaduras.  Observaron  que las cblulas de los 

blastocistos  de  ambos  grupos  tenian  menos  ricrovellosidades y 

mAs  Areas  lisas  que  los  no  tratados. La presencia de 

microvellosidades  en la superficie de las  cblulas  embrionarias 

se asocia  con  el  grado  de  mitosis (26), de manera que  es 

posible  que  los  blastocistos  provenientes de las  hembras 

testigo, en el momento  en  que se recolectaron  los  blastocistos 

(justo  antes  de  la  implantacidn) , tuvieran un mayor  indice  de 
mitosis  en  comparacidn  con  las  hembras  tratadas.  Por  otro  lado, 

se dice  que un fenheno importante en la  implantacidn es la 

interrelacidn  entre  las  aicrovellosidades  de las c4lulas  del 

trofoblasto  del  embrión y las  microvellosidades  del Iítero, de 

manera  que es posible que los  blastocistos con pocas 

microvellosidades  tengan  poca  oportunidad  de  implantacidn (28). 

Moor y colaboradores (103) sugieren  que  las  dosis  elevadas 

de PMSG aumentan la eficiencia  de la esteroidoghesis ovArica y 

activan  prematuramente a los ovocitos,  producibndose 

anormalidades  debidas  probablemente al ambiente  folicular 

inadecuado  para su maduración y la sobremaduracidn  al  momento 

de  ser  ovulados. De la  misma  manera,  Miller y Armstrong (98) y 

Walton y Armstrong (151) observaron,  en  ratas  inmaduras 

superovuladas,  picos  excesivos  de  hormonas  esteroides  ovdricas 

(sobre  todo de estradiol)  antes y despues  del  tiempo  de 

ovulacidn  esperado. 

Parece  probable  que el tratamiento  superovulatorio  induzca 

la ovulación  de  muchos  ovocitos  que  se  encuentran  dentro de 
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foliculos  totalmente  desarrollados  pero  atrksicos,  que  en 

ciclos normales  no tienen oportunidad  de  ovular.  De  manera 

contraria  tambi6n  pueden ser activados  prematuramente  algunos 

ovocitos que no tienen la  "edad" adecuada  para  ser  ovulados. 

Estos  dos  grupos de ovocitos  probablemente  contribuyen  a la 

produccibn de las anormalidades  encontradas  durante la 

superovulacibn.  Yun y colaboradores  (164)  observaron  que  las 

dosis de 20 y 40 U1 de PHSG producen un alto porcentaje de 

ovocitos  anormales con signos  visibles de degeneracibn 

(contraccibn  del  citoplasma,  fragmentacibn,  partenoginesis).  El 

porcentaje de ovocitos  anormales  aumentb de una  manera  dosis 

dependiente, de tal forma que con 20 U1 el porcentaje  mayor de 

anormalidades se observb  a  las  72  hr y fue  del 35 2,  y con 40 

U1 a  las 60 hr y fue del  60%. 

Yun y colaboradores (165) realizaron  un  estudio  minucioso 

de la morfología de la  maduracidn  del ndcleo  en  ovocitos de 

ratas  inmaduras  tratadas con 4 U1 (testigo)  y 20 U1 de PMSG. 

Los ovocitos se recuperaron  despues de 24,  48 y 72 hr de la 

administracibn  de  la PMSG (Tabla 1). Se observa  que  a  las 72 

.horas, la  mayoria de los  ovocitos  provenientes de los  animales 

testigo se encontraban  en la Metafase  11,  mientras que en los 

superovulados se observaron  ovocitos con maduracibn  nuclear  que 

variaba  desde  la  Profase  I  hasta la Metafase  I1 a las 2 4 ,  48 y 

72 horas. Estos  resultados  muestran  que  la PMSG induce 

ovulaciones  atipicas  con una maduracidn  nuclear  prematura o 

asincrbnica. 
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El mecanismo  preciso  por el cual la PMSG produce la 

superovulacidn  no  es  completamente  claro,  aunque  parece que se 

relaciona  con  el  aumento  de la esteroidoghesis  marica. S- 

Sasamoto y colaboradores  (130), el hecho de  que la PHSG tenga 

una  vida  media  prolongada (54-60 hr) y su actividad 

predominantemente  parecida a la de la PSH, pueden ser las 

responsables  de la  activacidn  prematura de los ovocitos, 

especialmente en aquellos  follculos  que  muestran  un alto grado 

de diferenciacidn de  receptores  en  el  momento  en que se 

administra la  gonadotrofina  (103). 

Los estudios del curso  temporal de la suprovulacidn 

u8ando  varios  depresores del SNC (76, 135) e hipofisectonia 

sugieren  que en las  ratas  inmaduras la liberacidn  enddgena  de 

LH se produce 53-57  hr  despuds de la administracidn de PHSG. 

Sin  embargo,  en una investigaci6n  llevada a cabo por Yun y 

colaboradores (164) se observd  que  puede  haber  ovulaciones ya a 

las 24 hr  despues de la  inyeccidn de PMSG. 

En este  estudio se inyectaron ratas imaduras (de 28 dlas) 

con  dosis  de  4,  20 y 40 U1 de PHSG. Los animales se 

'sacrificaron  cada 6 o 12 horas: se determinaron  las 

concentraciones de hormonas  esteroides en sangre y 

homogeneizado  del  ovario y se  confirm6 la ovulaci6n  contando 

los ovocitos en  el  ovidukto. Los resultados se muestran en  la 

Fig. 4 donde se observa  que  las dosis superovulatorias (20 o 40 

U1 de PMSG) inducen  una  primera  ovulaci6n  alrededor de 24-36 hr 

y un  segundo  pico  entre  las  48 y 72  hr  dependiendo de la  dosis. 

4 0  



El nhero de  ovocitos  que  se  recuperaron  en la primera 

ovulacidn  fue  similar  al  que  se  obtiene  en  una  ovulacidn  normal 

(aproximadamente  15  ovocitos  por  rata) , pero  en la segunda 

aumentaron  a  m6s  de 58 ovocitos  por  rata. 

Estos  resultados  parecen  indicar  que  la  respuesta  a  las 

dosis  superovulatorias  de PMSG posiblemente se lleva  a  cabo  por 

mecanismos  diferentes  dependiendo  del  tiempo  que  transcurra 

despues  de  la  inyeccidn. 

Las hormonas  esteroides ovairicas regulan  la  respuesta 

ovulatoria,  las  concentraciones plasaticas de estr-enos (E) 

inducidas  por la administracidn  de PlGG,  ejercen  su  efecto 

estimulatorio  sobre  el  hipotdlamo y adicionalmente la 

progesterona (P) junto con  los E facilita  la  liberacidn  de  las 

gonadotrofinae  en  las  ratas  inmaduras (73). Esta  accidn 

facilitadora  puede  deberse  a  la  disminucidn  del  umbral 

hipotalhmico  para  liberar el Factor  Liberador  de 

Gonadotrofinas, de manera que la  primera  ovulacidn  puede  ser el 

resultado  del’  efecto  parecido al de la LH que  tiene  la PMSG 

(103). No obstante  la  presencia de anorma’lidades ovociticas  en 

esta  primera  ovulacidn  probablemente se debe  a  un  ambiente 

folicular  inapropiado  para  su  maduracidn y a  una 

sobremaduración  en  el  momento  en  que  ocurre la  ovulacidn. 

La segunda  elevación  en  la  tasa  de  ovulacidn  puede  haber 

sido  provocada  por la liberacidn  end6gena  de LH mediante  un 

estímulo  de  retroalimentación  positiva  iniciada por la 

elevacidn de loa esteroides o pudo  haber  sido  provocado  por  las 

actividades endwenas y exógenas  de la LH (164). 
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La superovulacidn  provoca  un  aumento  temprano y prolongado 

en  las  concentraciones  sericas  de E y P I  pero  sobre todo se 

observa UM elevacidn  persistente  de  andrógenos ( A ) ,  la  cual 

parece de gran importancia,  ya  que  la administración del 

antiandrdgeno  flutamida  despues de una  dosis  superovulatoria de 

PMSG  mejora  parcialmente el desarrollo  potencial de los 

ovocitos  despues de que  son  fertilizados (164). 

En el fluido  folicular  tambien  se  observan  alteraciones  en 

la concentracidn de esteroides  provocadas  por la 

superovulacidn.  Se  altera  el  contenido de P y particularmente 

A ,  consecuentemente  se  modifican  los  cambios  secuenciales  en 

las  relaciones de A/P, P/E y P/A. 

Miller y Armstrong (99) observaron  que  en la  rata 

superovuladas se pueden  obtener  gestaciones y fetos 

aparentemente  normales,  si se ovarectomizan  dentro de las 24 

horas  posteriores a la ovulaci6n y fertilizacidn y se da  un 

regimen  hormonal  apropiado  para  sensibilizar  al  útero.  Estos 

resultados  sugieren  que lo que  interfiere el desarrollo  normal 

de la gestación  es un ambiente  hormonal  uterino  inadecuado, y 

no los defectos en  la maduracidn  del  ovocito, la ovulacidn o la 

fertilización. 

Walton y colaboradores (152) neutralizaron  una  dosis de 40 

U.I. de PMSG con un antisuero  anti-PMSG y transfirieron los 

embriones a ratas  receptoras.  El  porcentaje  de  ovocitos 

recuperados y fetos  viables  (aproximadamente el 50%) fue 

similar,  por  lo que concluyeron  que  la  perdida  del 50% de los 

blastocistos no  fue  el  resultado de anormalidades 
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blastocísticas  sino  que el tratamiento  superovulatorio causb un 

cambio  en  el  ambiente  uterino  que no pudo  evitarse 

completamente con el  antisuero. 

Con  base  en  lo  anterior  se  puede  afirmar que las 

investigaciones para tratar  de  conocer  el origen de las 

anormalidades  provocadas  por la superovulacidn  han tenido 

principalmente  un  enfoque esteroidqenico y morfol6gico,  sin 

que  hasta  ahora se tenga  un  conocimiento  preciso de los cambios 

bioquímicos  que  participan  en  la  presentacibn de todos estos 

fenómenos.  Por  esto,  nuestro  inter& es dirigir  esta 

investigacidn  al  estudio de la participacidn de las enzimas 

lisosomales tanto a  nivel  del  endometrio como en los diferentes 

compartimientos del  folículo. 

Como hemos  visto, el  ovario adulto es un sistema complejo 

que  contiene  diversas  estructuras con funciones  diferentes, y 

cuya  fisiología  cambia con la etapa del ciclo en que se 

encuentre.  En  el  ovario,  como  en otros sistemas ntorfogeneticos, 

los procesos de diferenciación  normal se acompañan de regresidn 

o degeneracidn.  En  este  proceso,  así como en algunos otros en 

que  participan  fenómenos  de  remodelaci6n  tisular,  juegan  un 

papel muy  importante  las  hidrolasas  lisosomales. 

A finales de los  años  cincuenta el estudio de las enzimas 

líticas  entrd  en  una  nueva  fase  cuando de Duve  y  colaboradores 

(33) sugirieron  que la  enzima  fosfatasa  dcida y otras enzimas 

involucradas  en  procesos de ruptura tisular y regresidn  estaban 

contenidas  en  partículas  subcelulares  llamadas  lisosomas. 

Durante  el ciclo  estral, el ovario, el oviducto  y  el  útero 
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requieren de la  acción  de  las  hidrolasas  para  asegurar la 

degradacidn de las  macromoléculas  que  acompañan la ovulación y 

proliferación del  endometrio. 

Se han  llevado  a  cabo  varios  estudios  citoquímicos, 

histoquímicos y bioquímicos,  para  conocer la variacidn  de 

algunas  enzimas  lisosomales  en  los  drganos de la reproducción 

de  la hembra, tanto in  vivo  como in  vitro. 

En experimentos in vitro  se ha observado  que  las  hormonas 

esteroides  pueden  actuar  directamente  sobre  las  membranas 

lisosomales (39, 155). Cuando  se  incuban  ovarios  en  presencia 

de PMSG se  observa  una  disminución de la  fosfatasa y 

ribonucleasa  ácidas,  lo  cual  sugiere  que es posible  que la 

gonadotrofina  tenga un  efecto  estabilizante  sobre  las  membranas 

de los lisosomas,  lo  que  in  vivo  podría ayudar  a la  PMSG  a 

estimular el crecimiento  folicular (39). 

Mediante  mdtodos  histoquímicos,  en  experimentos in  vivo 

llevados  a cabo en  rata, se observó  que  despues de promover el 

desarrollo  foIicular  mediante la administracidn  de una dosis 

superovulatoria  de  PMSG,  los  folículos  antrales de los  ovarios 

contenían  más  productos  de  reacción  que  los  folículos 

preantrales de los  testigo.  Específicamente,  las  celulas 

esteroidogenicas de la teca  mostraron  mas  productos  de  reacción 

dentro de grandes  vesículas  densas y el aparato de Golgi y 

mdltiples sitios de  reacción  dispersos  asociados  con el 

retículo  endoplásmico liso.  Estos resultados  permiten  sugerir 

que el sistema  lisosomal  del  ovario  esta  involucrado  en  algunos 

aspectos  de la esteroidog&nesis,  posiblemente  promoviendo la 

4 5  



disponibilidad  de  sustratos para  la síntesis de esteroides, 

facilitando la secreción  de  los  mismos, o ambos. 

Utilizando la  misma  metodologia se ha  observado que la 

regresidn  folicular  en el ovario  adulto se acompafia de la 

presencia de vacuolas  autof6gicas de gran  tamafio; que son un 

tipo de lisosoma  secundario (92). Por  otra  parte, en varios 

mamíferos  se  ha  determinado la actividad de la fosfatasa 6cida 

y se ha visto que se forma  en  las c4lulas de la granulosa y su 

actividad  aumenta  cuando el folículo se vuelve atresic0 (71, 

118) 

Dado  que la  ovulacidn no depende de un  aumento en la 

presidn  intrafolicular (60, 124), los  investigadores 

involucraron  a  las  enzimas  colagenoliticas en el  proceso de 

ovulacidn (57, 61). Despues  de  la  liberacidn de m, cambia la 
actividad esteroidoghica del  ovario,  lo que provoca  un  aumento 

en la síntesis de enzimas  proteoliticas en el  epitelio  que 

cubre los  folículos  preovulatorios; estas enzimas se sabe que 

est6n  involucradas  en la desintegracidn de la  pared  del  &pice 

del folículo.  Ademds,  Cajander y Bjersing (25) observaron  una 

acumulacidn  mAxima de lisosomas en  el epitelio  apical de los 

foliculos  preovulatorios 8 hr  despu4s de administrar  una  dosis 

superovulatoria  de  hCG;  estos  lisosomas  desaparecieron en el 

transcurso de la  dltima  hora antes de la ruptura  del  folículo 

(16, 2 5 ) .  De  este  modo, la  presencia de enzimas en el fluido 

folicular  puede  servir  como  marca de una  ovulación  inminente e 

indicar  la  presencia de un  ovocito  maduro, pero sobre todo,  es 

posible  que  estas  enzimas  tengan  un  efecto  directo sobre el 
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óvulo  mediante  su  acción  en la  zona  pelúcida, preparandolo para 

la penetración del  espermatozoide.  Esta  hipótesis se apoya en 

evidencias de que  los  cambios  en la fosforilación de los 

componentes  del  óvulo  juegan  un  papel  importante  en  los  eventos 

de maduración  y  capacitación  del  ovocito y en  la fertilización 

(58) 

Al estudiar  las  capas de la  pared folicular de ovarios de 

coneja  perfundidos in  vitro, se observa  que la  fosfatasa  dcida 

se encuentra  virtualmente  en todos los tipos de células de la 

pared  del  foliculo  y  su  actividad  parece  intensificarse  antes 

de la ovulacibn  en la túnica  albuginea y la teca externa. 

Alrededor  del  tiempo de la  ovulacibn,  hay  una  actividad 

importante de fosfatasa  dcida  en  las  cdlulas de la  granulosa, 

que  puede  ser  importante en la divisidn  mitótica  que se lleva  a 

cabo en  estas  chlulas  durante  los  primeros  estados  de 

, luteinización. Los autores  sugieren que la  fosfatasa  &ida (y 

enzimas  relacionadas)  están  involucradas  en  el  reacomodo  del 

tejido  folicular  que  se  presenta  durante  la  ovulaci6n y al 

iniciarse 

(111). La 

regresión 

la  luteinización de las cdlulas  del  foliculo  ovarico 

actividad  de  la  fosfatasa  dcida se ha  asociado  con la 

del cuerpo  lúteo (CL) (41) . En  la  rata , durante la 
gestacibn,  la  actividad  enzimática  en  el CL varia  inversamente 

con la concentración de P en  la sangre (132). 

Por último, se han  llevado  a  cabo  estudios de la  actividad 

enzimatica  en  el  endometrio  durante el ciclo  estral,  los  cuales 

han proporcionado  valiosa  información  acerca de los  cambios 

metabólicos  que  ocurren en  ésta  parte  del aparato  reproductor 



de la hembra,  sobre  todo los relacionados con la  regresión  e 

implantacidn  del  ovocito  (66, 7 5 ,  126). 

Se dice  que  las  enzimas  lisosomales  participan en la 

rhpida  regresidn de tejidos  que  precede  a  la ovulacih sin 

fertilización;  en  los  mamíferos  inferiores  mediante  la  rhpida 

regresión de tejidos  (134)  y en los  primates  y  el  hombre 

mediante  el  complejo  fenómeno  conocido  como menstruacih (75, 

126). 

Mediante  estudios  histoquímicos (66), y bioquímicos  (126) 

del  endometrio  durante el ciclo  menstrual, se ha  observado que 

en  la  fase  proliferativa se desarrolla  el  sistema de Golgi y 

hay un aumento  continuo  en el nhero  de lisosomas,  mientras  que 

durante  la  fase  secretora  hay  un  aumento  significativo  de  la 

actividad de la  fosfatasa  dcida (66, 126), glucosaminidasa y 8- 

glucuronidasa (126). El  aumento  en  las  actividades  enzimdticas 

que se observa  durante  la  fase  secretora es posible que sea 

provocado  por  la  presencia  de  hormonas  esteroides  que  actden 

desestabilizando  la  membrana  lisosomal (126). 

En  el  endometrio  de  los  mamíferos  con  ciclos  de  cuatro 

días  como  la  rata,  se  observa  tambien  un  aumento  en la 

actividad  enzimdtica (66). Estos  cambios,  seguramente  tienen 

importancia  en el proceso  de  implantación  del  ovocito. Se ha 

observado  que  los  lisosomas  del  epitelio  del  endometrio 

destruyen el citoplasma  justo  antes o durante  la  implantación, 

removiendo  de  esta  manera la barrera  para  la  penetracidn  del 

trofoblasto  en  el  epitelio  uterino (1). En  el  criceto se 

observa un aumento  en el contenido de hidrolasas  lisosomales 
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alrededor  del  día 3.5 del  ciclo,  que corresponde al periodo de 

preimplantacidn.  Además,  estas  actividades  enzimdticas  son  aún 

mds  pronunciados  cuando se  da  una dosis  superovulatoria de PMSG 

(123) . Si  estas  observaciones  se  relacionan  con el hecho  que 
alrededor  del  tiempo  de la  implantacidn ocurre un  pico  de 

estr&genos, se puede  pensar  que la  implantacidn depende 

estrictamente de la  liberacidn de enzimas,  las  cuales  a su vez 

son reguladas  endocrinoldgicamente (121). 
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Se utilizaron  ratas  hembras  Wistar  inmaduras,  obtenidas  a 

los 24 dias de edad  del  Bioterio de la  U.A.W.-Xochimilco; las 

cuales se mantuvieron  bajo  condiciones de luz y temperatura 

controladas,  alimentadas  con  nutrimentos estdndar para ratas y 

agua  ad  libitum. 

A la  edad de 28 días y con un peso de alrededor de 60 

gramos, las ratas recibieron  4 U. I. (dosis testigo) o 40 U.I. 

(dosis  superovulatoria) de PMSG (164). 

Las ratas se sacrificaron  por  dislocacidn  cerebral. 48 

horas  despuis de la  inyeccidn se obtuvieron los warios y se 

colocaron en medio  Hepes 0.1 X pH 7.0,  frlo. 

Inmediatamente se disecaron  los  folículos bajo el 

microscopio  estereosc6pico  equipado con fuente de iluminacidn 

elictrica,  aumento de 120 x (AMERICAN OPTICAL INSTRUMENT 

COMPANY). Durante todo el  proceso de disecci6n los follculos se 

mantuvieron  en  cajas  petri,  sumergidos en medio hepem y en  un 

baAo de hielo  para  mantener la temperatura de la solucidn a 4OC 

(Fig. 5). 

El esquema de trabajo se eligi6 con base en los estudios 

de  Yun y colaboradores  (164),  en los que la  primera  ovulacidn 

significativa se observa 48 horas despuds de administrar 40 

U. I. de PMSG, posteriormente a las 60 y 72 horas hay otros dos 

picos de ovulacidn  mayores  que el primero, lo cual nos  asegura 

a  las  48  horas la  obtencidn de un gran nhero de folículos 

maduros. 
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De los  foliculos  obtenidos  de  ambos grupos, se  eligieron 

los de  mayor tamaiio (mayores  de 1 m). 

Los foliculos  se  puncionaron  para  extraer  el  líquido 

folicular  en el que  estaban  contenidas  las  c6lulas  de la 

granulosa y se  separaron los sacos  foliculares  vacios. 

Para  obtener  las  c6lulas  foliculares (de la  granulosa), 

los liquidos  foliculares  se  centrifugaron a 3500 g. durante 10 

nin.  El precipitado  se  resuspendid en 300 pl de  una  8olucidn de 

sacarosa O. 25. X en Hepes O. 1 X pH 7.  O y se homogeneit6  en un 

homogeneizador  coaxial  (Potter  Elvahejem) , con -10 de 

tefldn. Los sacos  foliculares vaclos tambiin se homogeneitaron 

en 300 pl  de la solucidn  anterior. 

Conjuntamente  con la obtencidn de los  ovarios se lleve a 

cabo la diseccidn  de los titeros, y de dstos, mediante  raspados, 

se  obtuvieron  los  endometrios;  los  cuales  tambien se 

homogeneizaron  en 300 p l  de la solucidn  de  sacaro8a O. 25 X. La 

homogeneizacidn, al  igual  que  la diseccidn de las  estructuras, 

se llevd a cabo  en frio. 

Una  vez  obtenidos  los  hornogeneizados de las  celulas 

foliculares,  los  sacos  foliculares y 108 endometrios, se llevd 

a cabo el proceso  que  se  muestra  en  la  Figura 6, con  el  fin  de 

obtener  las  fracciones  de  enzima8  libres  dentro de la cilula y 

unidas a membranas. 
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Determinacibn de Protei- 

Las proteinas se cuantificaron  por el mItodo de L o w r y  y 

colaboradores (95),  modificado  por la incorporacidn  del 

tartrato de sodio  y  potasio  a la solucidn  alcalina, con lo cual 

se  le da mayor  estabilidad  a  los  reactivos. 

En  la curva de referencia se utili26 Alb-ina SIrica 

Bovina  Liofilizada. Los rangos  manejados  fueron de 15 a 90 

pg/sistema. 

En  las  determinaciones de las  muestras de liquido 

folicular  y hornogeneizados de cIlulas foliculares  y  endometrios 

se utilizaron 10 p l .  Cuando  se  obtuvo  una  lectura  mayor  a  la 

del  último  punto de la  curva  estandar,  fue  necesario  diluirla y 

cuando la  lectura  fue  menor  a la  del primer  punto de la  curva, 

se repitid  la  determinaci6n  con  un  volumen  mayor. 

Fosfrta8aa Aaida Y Illarlina v M-Aaotil ” 6 D-Gluc 0s- 

La determinación de la  fosfatasa acida  y  alcalina se llev6 

a  cabo  por el m6todo  de  Lowry (94) , las de la  N-acetil-8-D- 
glucosaminidasa  por el método de Findlay  y Lewy (63). 

Para  la determinación  de la actividad de la  Fosfatasa 

dcida se utilizó un  amortiguador de citrato/cítrico O. 1 M pH 

4.1, como  sustrato al  p-nitro-fenil fosfato 0.1 M y para 

detener la  reacción se usó  carbonato de sodio 0.1 M. En el caso 

de la  fosfatasa  alcalina se us6 el mismo sustrato; la solución 



amortiguadora  fue  Glicina 0.02 M pH 9 . 6 .  

La actividad de la N-Acetil-8-D-Glucosaminidasa se 

determind  utilizando  como  sustrato  al p-nitro-fenil-N-Acetil-8- 

D-Glucosaminido y cono  amortiguador  el  citrato/cítrico 0.1 M pH 

5.7 .  

La determinación  de  la  actividad  enzimdtica se realizó 

midiendo  el  p-Nitrofenol  liberado  del  sustrato  cuando  este se 

hidrolizb. El p-nitrofenol  liberado es  de  color  amarillo  en 

soluciones  alcalinas y se mide a 410 nm. La actividad de  las 
enzimas  mencionadas es directamente  proporcional a la  cantidad 

de p-nitrofenol  liberado  en  la  unidad de tiempo. 

En  la  Curva  estandar  de  p-N02-Fenol,  las  determinaciones 

se realizaron a concentraciones de 2 a 10 pg. 

La actividad de la  p-Glucuronidasa se midió  por  el  método 

de  Fishman (65) utilizando como sustrato a la  fenolftaleina  del 

dcido  p-glucur6nido y una  solución  amortiguadora  de 

acetato/ac&ico 0.5 M pH 4 . 7 .  

El  método se basa  en  la  determinación  colorimétrica  de  la 

fenolftaleína  liberada  del  sustrato  p-glucur6nido  por  la  accidn 

de  la  p-glucuronidasa.  La  fenolftaleína  en  solución  alcalina  es 

de color  rojo y se mide a 550 nm. Las determinaciones  para  la 

Curva  estándar  de  Fenolftaleína se realizaron a concentraciones 

de 5 a 20 pq. 

Una  vez  obtenida  la  cantidad de proteína y de p-NO2-Fen01 
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o Fenoftaleina,  se  hicieron  los  calculos  para  determinar la 

actividad  enzimatica  en wg/ mg  de  proteína/  hora: 

pg de  p-NO2-Fen01 o Fenoftaleína 
ACTIVIDAD ENZIMATICA = * 2  

mg de proteína 

= pg de sustrato  convertido/mg  proteína/ h 

Analisis de l o s  Datos. 

La significancia  de los datos se calculd  empleando la 

prueba de “tV1 de student. 
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Nuestros  resultados  claramente  indican que la 

administracidn de una  dosis  superovulatoria  de PMSG (40 UI) a 

ratas  prepúberes (de 28 dias de edad),  produce  alteraciones 

bioquimicas  en  las  células  foliculares, el liquido  folicular y 

el  endometrio. 

En este  estudio  se  demuestra  que  las  cuatro  enzimas, 

fosfatasa  ácida  (Fig. 7 ) ,  N-acetil-P-D-glucosaminidasa (Fig. 

8 ) ,  8-glucuronidasa (Fig. 9) y fosfatasa  alcalina  (Fig. lo), se 

encuentran en todos los  compartimientos  del  foliculo y en  el 

endometrio. 

En la  Fig. 7 se muestra  el  efecto de la PMSG sobre la 

actividad  de la  fosfatasa  ácida.  En  esta  figura también  podemos 

apreciar  que la  actividad  enzimática  en las células de la 

granulosa  es  mucho  menor  que en las  células de la  teca. 

En las  celulas de la teca la  dosis superovulatoria  indujo 

un  aumento en las  actividades  de la  Fosfatasa  ácida  (Fig. ll), 

tanto libre como unida a membranas.  En  las células de la 

granulosa del grupo  superovulado,  también  se  observa  que  hay 

mayor  actividad  libre y unida a partículas (Fig. 12). 
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Fig. 7.- Actividad de Posfatasa  Aaid. en cilulu foliculares y 
endometrio de 18 rata.  Efecto de la administracidn de una  dosis 
superovulatoria ( 4 0  UI) de FMSG sobre la actividad  libre  y 
unida de la  fosfatasa ticida en las celulas folículares  y el 
endometrio,  comparadas  con  las  encontradas despues de la 
administración  de  una  dosis  control (4UI). Las barras indican 
la media de 8 determinaciones  individuales k la desviacidn 
estándar. Las letras  diferentes  indican  diferencias 
estadísticamente  significativas  entre  las barras (pe.01) 
calculadas con la  prueba  de  18tn de student. 

Fig. 8.- Actividad de I-acetil-8-D-glucosuinidr.. 8x1 ailulas 
foliculares p endometrio  de 18 r8ta. Ver  leyenda de la  Fig. 7 

Fig. 9.- Actividad  de  p-gluauronidasa en C¿lUlas folicul8res y 
endomtrio de 18 r8ta. Ver  leyenda de la  Fig. 7. 

Fig. 10.- actividad de Fosfatasa AlC81iM UI ailulas 
folicul8tes p endometrio de la  rata. Ver  leyenda de la Fig. 7. 

Fig. 11.- Aativid.6 de ensir89 lisosoules en ailulrs de la 
teaa de foliaulos de rata. Efecto de la administracidn de una 
dosis  superovulatoria (40.  UI) de FMSG sobre la actividad  libre 
y unida de las diferentes  enzimas  en las celulas de la  teca, 
comparadas  con  las  encontradas  despuds de la  administracidn de 
una  dosis  control (4UI). Las barras  indican  la  media de 8 
determinaciones  individuales ?; la desviación  estdndar. Las 
letras  diferentes indican diferencias  estadisticamente 
significativas  entre  las  barras (pc.01) calculadas con la 
prueba de litn de  student. 

Fig. 12.- Actividad de ensimas  lisosomales  en  cilulaa de la 
granulos8 de rata.  Ver  leyenda  de  la  Fig.  11. 

Fig. 13.- ActividaOl de ensimas  lisosomales en cilulas de 18 
granulosa de r8ta. Ver  leyenda  de  la Fig.  11. 

Fig. 14. -  Actividad de ensiras  lisosomales en e1 líquido 
folicular de la  rata.  Efecto  de  la administracidn de una  dosis 
superovulatoria ( 4 0  UI) de PMSG sobre la actividad de las 
diferentes  enzimas  en el  liquido  folicular, comparadas con  las 
encontradas  despues de la administración  de  una dosis control 
(4UI) . Las barras  indican  la  media de 8 determinaciones 
individuales f la desviación  estdndar. Las letras  diferentes 
indican  diferencias  estadisticamente  significativas  entre  las 
barras (p<.Ol) calculadas  con la  prueba de de student. 
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La actividad  de la  Fosfatasa  ácida  en  el endometrio 

también  se alter6 con el tratamiento  superovulatorio (Fig. 13). 

En este  caso se observa  una disminucidn  significativa  de la 

actividad  libre  en  el  grupo  superovulado. La actividad  unida  a 

particulas  fue  similar  en  ambos  grupos. 

La actividad de la  enzima N-Acetil-8-D-glucosaminidasa 

despues  del  tratamiento  superovulatorio  muestra  una  respuesta 

semejante  a la  de  la  Fosfatasa kida (Fig. 8). 

En  las  células de la teca la superovulacidn  indujo  un 

aumento  significativo de las  actividades  libre  y  unida  a 

particulas,  comparadas  con el grupo  testigo (Fig.  11). 

En  las  cBlulas de la  granulosa se  observa  un  aumento 

significativo en la  actividad  libre  del  grupo  superovulado  con 

respecto al testigo.  Sin  embargo,  en la  actividad unida  a 

membranas no  hay diferencias  estadisticamente  significativas, 

aunque se observa  cierta  tendencia  a  aumentar  (Fig.  12). La 

actividad de esta  enzima también es mayor en las  células de la 

teca que en  las  células de la  granulosa  (Fig. 8). 

Al  comparar  las  actividades  de la  N-Acetil 8-D- 

glucosaminidasa en  el endometrio de los  animales  superovulados 

y los testigo,  se  observan  diferencias  estadisticamente 

significativas en  la  actividad  libre. En la actividad unida, 

aunque  no hay  diferencias  estadísticamente significativas, el 
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grupo superovulado  también  mostr6  una  tendencia  a la 

disminuci6n (Fig. 13). 

En  la  Figura 9 se presenta  la actividad de la 8- 

glucuronidasa. Las actividades  libre y unida de la enzima en 

las  celulas de la teca de los  folículos  superovulados es mayor 

que  en los  del grupo testigo. 

En  las  celulas de la  granulosa,  la superovulaci6n  indujo 

un aumento  en las actividades  enzimdticas tanto libre  como 

unida  a partículas.  En  estas las  cdlulas,  la  actividad es muy 

baja  comparada con la que  se  obtuvo en las c6lulas de la  teca. 

En  el endometrio la 8-glucuronidasa  responde a la 

superovulaci6n con una  disminuci6n en las actividades  libre  y 

unida de la enzima (Fig. 13). 

En  la  figura 10 se presentan los resultados de la 

actividad de la  Fosfatasa  alcalina. No se obtuvieron 

diferencias  significativas en las  actividades  libre y unida de 

la enzima  en  las  celulas de la teca  ni  en las de la  granulosa, 

sin  embargo, se observa  que  las  actividades  del  grupo 

superovulado  tienden  levemente  a  aumentar. 

En el endometrio  tampoco se observaron  diferencias 

significativas  en la  actividad  de  la fosfatasa  alcalina  entre 

los dos grupos: no obstante,  se  puede observar uqa  clara 
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tendencia  a la  disminucidn  en  las actividades de la  enzima  de 

los animales  superovulados. 
L 

Para el  liquido  folicular  el  andlisis se hizo  por  separado 

(Fig. 14). Los resultados  muestran  que la superovulacidn  induce 

alteraciones  en el  contenido  en las  actividades de las 4 

enzimas ya que en todas las  comparaciones  entre los controles y 

los superovulados  hubo  diferencias  significativas. La actividad 

de la Fosfata  dcida  fue  mayor (mas del 100%) en  el liquido 

folicular de los  foliculos  superovulados.  En  esta  misma  figura 

se muestra la actividad de la N-Acetil-p-D-glucosaminidasa, la 

cual tambih fue  significativamente  mayor  en el grupo 

superovulado.  En  el  caso de la  enzima  6-glucuronidasa la 

superovulacidn  indujo  una  disminucidn  en la  actividad.  En  el 

fluido  folicular, la  enzima  Fosfatasa alcalina  se  alter6 de 

manera  semejante  a la  p-glucuronidasa, de manera  que  el 

tratamiento  superovulatorio  provocd una  dislinucidn  en  su 

actividad. 

Nuestros  resultados  indican  heterogeneidad de los 

lisosomas  del  foliculo  con  respecto al contenido  de  enzimas y a 

la distribucidn  de  las  c&lulas  dentro del mismo. La fosfatasa 

dcida  se  distribuyo  de una  manera mds o menos  uniforme en  las 

celulas de la teca y de la  granulosa:  sin  embargo,  la  actividad 

en las primeras,  fue 3 o 4 veces  mayor  que  en  las  segundas, 

ademds de que la  superovulación  indujo  un  aumento significativo 

en las  actividades  libre y unida  a  particulas  en  los  dos  tipos 
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de  celulas  foliculares. La N-acetil-8-D-glucosainidasa y la /3- 

glucuronidasa  muestran  un  patrdn de actividad  parecido; en las 

celulas de la teca las actividades libre y unida son mayores 

que en  las  celulas de la granulosa, y aumentan  en  respuesta a 

la superovulacidn (Fig. 8, 9 y 11). Como observamos, el 

contenido  de  enzimas en  estas celulas no es homogheo. 
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DISCUSION. 

Los lisosomas son un tipo de particulas  citoplásmicas  a 

las  que se encuentran  asociadas  algunas  enzimas  hidroliticas. 

Morfoldgicamente se describen como partículas  densas con un 

dihmetro  promedio de 0.3 a 0 . 5 ~ .  Poseen  una  membrana  simple  que 

es semipermeable y separa  efectivamente  los  complementos 

enzimdticos  del  resto de los  constituyentes  celulares.  Estas 

hidrolasas son fdcilmente  solubles, y tienen  en  común  un  pH 

dptimo  ácido  (43). 

El  antiguo  concepto de los  lisosomas,  considerados  como 

una  llbolsa suicidal', en  el  sentido de que  el  sistema  lisosomal 

estaba  involucrado  principalmente  en  procesos  patológicos 

conduciendo  a  una  inevitable  muerte  celular  por  autólisis  (34), 

ha  evolucionado en un  concepto  completamente  nuevo que tiende  a 

unir  la  funcidn  lisosomal  con  el  control de algunos  sucesos 

importantes en la  economía  del  metabolismo  normal (126) . Este 
cambio se debid  principalmente  a  las  observaciones de Szego y 

Seeler  (1973)  (141)  quienes  demostraron  que  el  concepto lltodo o 

nada" de la  activación de la  membrana  lisosomal  necesitaba  ser 

cambiado  por  uno  nuevo  en  el  que  este  proceso  podía  variar 

desde la mera  labilización de la  membrana  lisosomal,  lo  cual 

produce  una  "salida pausadall del  contenido  lisosomal,  hasta  un 

llestallamiento  drásticot1 de los  lisosomas  estructuralmente 

intactos.  Esta  graduación de la  desestabilización  esta  en 
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funci6n  de  la  intensidad y calidad  del  estimulo y participa 

como un factor  regulador en muchas  funciones  importantes. 

Además,  hay  evidencias  que  demuestran  .que  existen  poblaciones 

de lisosomas  funcionalmente  diferentes (14) que se caracterizan 

por  la  heterogeneidad  de su contenido  enzimltico. 

Un  concepto  también  reciente se refiere  a la 

extraordinaria  movilidad  intracelular de los  lisosomas. Se ha 

demostrado  que  estos  organelos  pueden  ir  desde  la  membrana 

plasmltica,  hasta el  interior  del  nucleo. Los lisosomas  parece 

que  se.  unen con la  membrana  plasmdtica  para  interaccionar  con 

una  variedad de sustancias  químicas  acumuladas  preferentemente 

en  estos  organelos,  debido  a los cambios  en  el  ambiente 

intracelular.  Uno de estos  cambios  son las señales  hormonales, 

por lo que se ha  propuesto  que  la  poblacidn  lisosomal  primitiva 

es  importante  en la  recepción  del  agente  activo  en la 

superficie  celular y funciona como vector  para este rápido 

traslado a la  zona  nuclear  (140,  141). 

Algunos de los  efectos de las  hormonas  esteroides  sobre 

sus celulas  blanco  se ha  visto  que  estdn  mediados  por  la 

sintesis  de  proteinas,  algunas  de  las  cuales  son  especificas  en 

el tract0 reproductivo  de  varios  mamíferos. 

Las evidencias  que  relacionan la funci6n  lisosomal  con la 

accibn de las  hormonas  esteroides y gonadotrbficas ha surgido 

de varias  lineas de investigacibn. 
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En  estudios de incubación  in vitro  se  demuestra que las 

gonadotrofinas W y FSH tienen un  efecto  directo sobre los 

lisosomas  ovdricos,  ya  que  aumentan la  liberación  de  enzimas, 

lo  cual  sugiere  un  posible  efecto  labilizante  sobre  las 

membranas  lisosomales  (39) . Por  otro  lado, la PMSG in  vitro, 

induce  disminucidn de la  fosfatasa  acida  liberada, lo que 

sugiere  un  posible  efecto  estabilizante  sobre  las  membranas 

lisosomales (93). La administracidn  de PMSG a ratas inmaduras 

induce  un  aumento de la  actividad de la  fosfatasa  Bcida  en  las 

c6lulas que secretan  esteroides  (51, 111).  En  un estudio 

histoquimico  utilizando  microscopía  electrdnica  Krausova  y 

Pres1 (85) observaron  que el  inicio de la esteroidogdnesis de 

las chlulas de la teca  se  asocia con el desarrollo  de  vesículas 

identificadas  morfoldgicamente  como  lisosomas. 

Examinando  estas  evidencias se ha propuesto que las 

hormonas  esteroides,  asi  como  las  gonadotrofinas  ejercen 

algunos de sus  efectos  sobre sus drganos  blanco  mediante 

procesos  enzimdticos,  que  involucran  a  las  hidrolasas 

lisosonales ( 4 0 ,  123,  126,  140). 

En  relación  a  esta  modalidad de su acción  se  han  propuesto 

varios  mecanismos  acerca  de la  manera cómo  ejercen  su  efecto 

las hormonas gonadotróficas y esteroides,  ya  sea: 

1. Modificando la  velocidad  de síntesis  de  las  enzimas 

lisosomales (11,  113,  132). 

2. Alterando la  permeabilidad  de los lisosomas  (155). 
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3. Afectando la  fragilidad y  distribucidn  subcelular de los 

lisosomas  (141) . 
4. Aumentando la  velocidad de liberacidn de lás enzimas 

lisosomales (34). 

Por otro lado,  hay algunos  otros  puntos de interrelacidn 

entre las hormonas  esteroides  y  gonadotrdficas  y los lisosomas. 

Hay  evidencias de que los lisosomas  pueden  participar  en el 

metabolismo  mismo de estas  hormonas (118). De  manera  muy 

interesante se ha estudiado el metabolismo de la hCG, la  cual 

como  sabemos  es una  hormona  glucoproteica  compuesta de dos 

subunidades  diferentes,  una a y  una j9 que se combinan  mediante 

puentes  hidrofbbicos.  Gilligan  y colaboradores (67) observaron 

que cuando se administra  esta  hormona, se forma  el complejo 

Hormona-Receptor  en la superficie  celular,  el  cual  se 

internaliza  en las c6lulas  ovdricas  por  endocitosis  mediada  por 

receptores.  Dentro de la  .c6lula, gran parte de esta  hCG  es 

transportada  finalmente  a  los  lisosomas  y  degraaada; de manera 

que  este  mecanismo  contribuye  a la degradación  del  complejo 

hormana-receptor y, por lo tanto,  ayuda  a  regular  la  acci6n 

fisiol6gica de estas  hormonas (140). 

AdemBs, se ha  demostrado  que la LH y la FSH promueven la 

labilización de los lisosomas  ovdricos  produci&ndose  un  aumento 

en  la liberación  de  las  enzimas  por  arriba  de los valores 

basales  (40,  114, 1 2 3 ) ;  así  como un aumento  posterior en el 

nllmero de lisosomas (51). Puesto que la actividad  total,  es 

decir,  las  actividades  libre y unida de las enzimas lisosomales 
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estudiadas  aumenta  en  las  células de la teca y de la granulosa 

como  efecto  de la  estimulación  (Fig.  11 y 12),  es posible  que 

la PMSG, al  igual que la LH actúe  sobre  estas  células 

estimulando la síntesis de estas  enzimas (140). 

En  el  fluido  folicular,  las actividades  de la  Fosfatasa 

dcida y la N-acetil-8-D-glucosaminidasa. aumentaron  con la 

superovulacidn,  mientras  que la 8-glucuronidasa  disminuyd (Fig. 

14). Como  sabemos, el  fluido  folicular es un  complejo  de 

componentes  que  proceden tanto de los  elementos  séricos  como de 

algunos  sintetizados en  el  folículo, de manera  que  su 

composiciCIn guarda una  estrecha  relacidn con los  fenómenos 

bioquímicos  que  se  esten  llevando a cabo  dentro  de  las  células 

foliculares.  En  varias  investigaciones  se  ha  relacionado la 

presencia de actividades  altas  de  fosfatasa  ácida  en  el  líquido 

folicular con los  folículos  pequeños  durante el crecimiento 

(11, 93 , 127,  136,  158) . Con  base  en  estas  observaciones 

podemos decir-que, ya que en  nuestro estudio la administracidn 

40 U1 de PMSG indujo un aumento  significativo de la  actividad 

de  la  fofatasa  dcida  en  el  fluido folicular;  es  probable  que 

los  foliculos  obtenidos  mediante  superovulacidn, a pesar  de  que 

su  crecimiento  es  aparentemente  adecuado,  su  metabolismo 

bioquímico  es  semejante al  de  un folículo  pequeño.  Esta 

alteracidn  en la  actividad  enzimática  es  posible  que  también 

afecte la maduración del  ovocito. 

Tratando de relacionar  este  esquema  con  las  alteraciones 

enzimáticas  inducidas  por la superovulacion y la  participación 
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de  los  lisosomas  en el metabolismo de las hormonas esteroides y 

de las  gonadotrofinas,  debe  recordarse que los receptores  que 

unen  esteroides  son  proteínas  fosforiladas (7, 43) y su 

actividad  puede  ser  modificada  por  la  accidn de la  fosfatasa 

acida  y  alcalina.  Enteman y colaboradores (52) han  propuesto 

que  la  deshidrogenación de Estradiol,  para  formar  un  metabolito 

menos  activo  como  lo es la  Estrona, puede  llevarse  a  cabo 

mediante  una  17-8-deshidrogenasa  asociada  a  una  subpoblaci6n de 

lisosomas.  En  una  investigación reciente (ll), se estudiaron 

las  actividades de algunas  enzimas  lisosomales que se 

encuentran  en  los  compartimientos que constituyen  el  foliculo 

en crecimiento, tanto libres  como  fijas  a  la  membrana,  durante 

la maduracidn  folicular,  observdndose  una  disminucidn de la 

actividad  total  de la  fosfatasa  dcida en las cdlulas de la teca 

y de la granulosa  segdn el crecimiento de los foliculos. De 

este  modo,  las  altas  actividades de las enzimas  Fosfatasa  dcida 

y N-acetil-8-D-glucosaminidasa en las cblulas de la teca y de 

la granulosa  de  los  foliculos  superovulados  (Fig. 7 y S ) ,  

pueden  reflejar una  disminución  en  la  actividad  del  receptor 

para  esteroides  en  estas  células.  Esta  posibilidad se refuerza 

por  el aumento  concertado en ambas  actividades  libres  e 

intralisosomales  de  estas  enzimas,  indicando la existencia de 

un  mecanismo  activo  de  regulación  de su distribución y sintesis 

intracelular. 

La enzima  P-glucuronidasa  muestra  un  mecanismo  diferente 

ya  que, mientras que en las  células  foliculares se observa un 
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aumento  significativo  de  las  actividades  tanto  libres  como 

unidas (Fig. 9 ) ,  en  el  liquido  folicular  su  actividad disminuye 

(Fig. 14). En  el  organismo, los  esteroides  se  metabolizan  por 

la formaci6n  de  conjugados  hidrosolubles  con el  ácido sulfúrico 

y glucur6nico  que  se  eliminan  lentamente  del  torrente 

sanguineo,  por  lo  que se piensa  que  pueden  ser  reservas o 

amortiguadores  que  ayuden a mantener  relativamente  constante  el 

nivel de esteroides  libres (9). Ya que la PMSG induce  un 

aumento  en  la  actividad  esteroidogenica  de  las  cllulas 

foliculares, es posible  que el  aumento  de  la  actividad de la 8- 

glucuronidasa  participe en  la producción  de un aumento  en la 

cantidad de esteroides  libres  que  se  necesitan para mantener el 

equilibrio  hormonal  en  las  cllulas  foliculares y en  el  liquido 

folicular. Es pues  posible  que la PMSG induzca  un  aumento  en la 

sintesis de la  enzima y/o una  labilizaci6n de los  lisosomas, 

aumentando de esta  manera  la concentraci6n  de  esteroides. 

Se ha postulado  que 

en  el dpice de la  pared 

la ruptura  del  foliculo, 

hidroliticas (16, 25). 

la descomposici6n  del  tejido  conectivo 

folicular,  prerrequisito  esencial  para 

depende  de la  actividad  de las  enzimas 

Las micrografias  electrónicas  han 

mostrado  lisosomas  Fosfatasa  ácida  positivos  en  los 

fibroblastos  dentro  de la teca  externa y su  actividad  parece 

ser  mds  intensa  en la túnica  albuginea y las capas de la teca 

antes  de  la  ovulación (111). En estudios de microscopia 

electrdnica de los  foliculos  ováricos de rata, se observaron 

agregados da cuerpos  multivesiculares en los  ovocitos  maduros 
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grandes , antes de la  ovulacidn. Estos  organelos,  que 

corresponden  a  una  clase de lisosomas,  aumentan  dramdticamente 

en  cantidad  conforme  avanza la maduracidn  del  ovocito (113). 

Nuestros  resultados  demuestran que en los follculos de las 

ratas  superovuladas hay  un aumento  en le número de los 

lisosomas  en  las  cdlulas  de la teca,  así como una  liberacidn 

sustancial de la  actividad  de  las  hidrolasas  lisosomales en los 

compartimientos  libres de estas  cdlulas,  por lo tanto,  parece 

ser  razonable  proponer  que  los  lisosomas  en los fibroblastos de 

la teca pueden desempefiar  una funcidn  importante en la 

degradacidn  del  tejido  conectivo  en  la  pared  folicular  durante 

la  ovulacidn,  permitiendo  que  ovocitos no completamente  maduros 

sean  ovulados. 

Se ha demostrado  que en los  mamlferos las enzimas 

lisosomales  participan en  la remodelacidn tisular del 

endometrio  que es indispensable  para  la  nidación  del  huevo (6, 

75, 126). Por otro lado, puesto  que no hay  evidencias 

satisfactorias de que el trofoblasto secrete cantidades 

significativas de enzimas  hidrolíticas (14), se ha  establecido 

que los cambios  en  las  actividades de las enzimas lisosomales 

en  el endometrio  relacionadas con la implantacidn  del  ovocito, 

son  completamente  dependientes de la actividad  hidrolltica  del 

endometrio mismo. 

El estudio  histoqulmico del proceso de nidacidn (5) parece 

indicar que los  lisosomas  llevan  a  cabo  una  funcidn  importante 
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en las cblulas  endometriales,  destruyendo  su  citoplasma  justo 

antes o durante la  implantacidn  de  manera que  se  remueva la 

barrera para que  penetre el trofoblasto en  el epitelio uterino. 

En nuestro  estudio la  induccidn  de superovulacidn  produjo 

una  disminucidn  en  las  actividades de las tres enzimas 

lisosomales  en el tejido  endometrial.  Esta  disminucidn  es 

particularmente  notable  en el caso  de  la  Fosfatasa  Acida y de 

la N-acetil-8-D-glucosaminidasa, cuyas actividades  libres 

disminuyeron  significativamente  mientras que la actividad  unida 

a  partículas  no  sufrid  cambios (Fig. 7 y 8). como mencionamos 

antes,  algunos  autores  mencionan  que la  falla  en  la 

implantacidn de los  ovocitos  superovulados,  no es causada  por 

alteraciones en el ovocito (99) ,  sino  que se debe  a  que  las 

gonadotrofinas  inducen  una esteroidoghesis ovdrica 

inapropiada,  lo  cual  va  a  promover  un  ambiente  uterino  hostil  a 

la  implantacidn.  En  este  sentido, es posible  que  debido  al 

aporte  inadecuado de esteroides  en el endometrio  durante la 

fase  proliferativa no  haya un estímulo  adecuado para  la 

síntesis  requerida de enzimas  (actividad  intralisosomal) o bien 

que  no se induzca  una  labilizacidn de los  lisosomas, 

promoviendose de esta  manera  una  disminucidn de la liberacidn 

de las enzimas (Fig. 1 3 ) ,  y  por  lo  tanto,  deficiencias 

importantes . en  el mecanismo de implantacidn  del  ovocito 

fertilizado. 

Puesto  que los esteroides  incrementan la tasa de 
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liberacidn  de  las  enzimas  lisosomales  (34) y cambian  la 

permeabilidad  de  las  membranas  de  los  lisosomas  (156),  asi  como 

la distribucidn  celular y su  concentracidn  (140,  141) ; la 

disminucidn  de la actividad  de la 8-glucuronidasa  tanto  en  la 

fraccidn  libre  como  en la unida  a  partículas (Fig. 9) , puede 
ser  indicativo  de  una  disminucidn  tanto en la  síntesis  como  en 

la liberacidn  de  estas enzimas.  En  el caso de la 8- 

glucuronidasa  esta  disminucidn  no  sdlo  daría  como  resultado  una 

deficiente  preparacidn  del  endometrio  para  la  nidacidn,  sino 

que  interferiria  tambiin  con  la  presencia de una  adecuada 

concentracidn  de  esteroides  libres,  por  la  incapacidad de 

transformar  los  glucuronidatos  de  esteroides en hormonas 

libres,  activas (9) . 

La actividad  de  la  fosfatasa  alcalina se ha  relacionado 

con  las  transformaciones  metabdlicas de la  nutricidn en el 

embridn  durante  las  primeras  etapas  del  demarrollo y con la 

implantacidn (110). Mediante  ticnicas  histoquímicas, se ha 

demostrado  la  localizacidn y actividad de la  enzima y se le ha 

asociado con la  reaccidn  decidual (64). En  el  ratdn,  durante 

las  primeras  etapas  de la gestacidn  hay un aumento de la 

actividad  de  la  fosfatasa  alcalina  en  el  estroma  del  otero, 

alcanzandose  la  actividad  maxima  alrededor  del  siptimo  día 

(110). La superovulacidn  no  indujo  cambios en las  actividades 

libres y unidas de esta  enzima,  no  obstante se .observd  una 

tendencia  a  disminuir (Fig. 10 y 13). 

En  relacidn  con la actividad de la  fosfatasa  alcalina, se 
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ha  indicado  que  generalmente la  enzima  es  muy  activa  en 

aquellos tejidos comprometidos  con el transporte  de  nutrientes 

y con frecuencia  se  encuentra  en  órganos  secretorios y en los 

tejidos de  velocidad  rnetabdlica  alta, como  ocurre  en  el  útero 

decidualizado, en donde se han  encontrado  altas  actividades 

específicas de esta  enzima  (110).  De  acuerdo  a  esto,  la 

disminución  en la  actividad  de  Fosfatasa  alcalina  encontrada  en 

este trabajo podría,  al menos en  parte, explicar la 

implantación  inadecuada  de  los  ovocitos  superovulados  por la 

carencia de un  aporte  apropiado de nutrientes. 

Como conclusidn  podríamos  decir  que el conocimiento  actual 

apoya la  idea de que  las  enzimas  lisosomales  participan en 

varias de las acciones de las  hormonas  gonadotróficas  (67) y 

esteroides (51) que  intervienen  en  el proceso  reproductivo. 

TambiBn es conocido  que  en  particular  las  hormonas  esteroides 

son capaces de modificar  las  propiedades  membranales de las 

cBlulas  endometriales,  modificando la  permeabilidad de los 

diferentes  organelos  intracelulares. Es pues  posible  aceptar 

que las hormonas  ejerzan  parte de su  actividad  alterando la 

permeabilidad de los  lisosomas (156) , su  fragilidad,  su 

distribuci6n  subcelular  (140, 141) , así  como  aumentando la 

velocidad de síntesis y liberación  de  las  enzimas  lisosomales 

(34) , de manera  que  Bstas  constituyan  factores  importantes  en 
varios  procesos  involucrados en  la reproducción, tales como 

regresión  tisular ( 4 2 ) ,  maduración  folicular (141), ovulación 

(16, 2 5 ) ,  implantacidn  (64, 7 8 )  e  inicio  de  la gestación  (109). 
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Todos  estos  fen&menos  deben  estar  intimamente  relacionados y en 

perfecto  equilibrio,  de  manera que la alteracidn de alguno de 

ellos  puede  provocar  que  se  desequilibre todo el  sistema. 

Nuestros  resultados  permiten  concluir que muChas de las 

alteraciones  reproductoras  observadas despues de la 

superovulación  pueden  ser  explicadas  por  alteraciones de la 

participación  de  actividades  lisosomales, tanto al  nivel  del 

ovario, como a  nivel  del  endometrio. 
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