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INTRODUCCION

OVOGENESIS.

En los mamiferos, la ovogénesis comienza al principio de
la vida fetal y finaliza en la hembra adulta sexualmente
madura. La ovogénesis inicia con la formacién de las células
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 évulo (adulto). Este proceso tan perfectamente
sincronizado da como resultado una célula Unica 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 ©6vulos se originan de 1las células germinales
primordiales que tienen un origen extragonadal; la formacién
de estas células en los embriones presomiticos sefiala el
inicio de la ovogénesis.

Las células germinales primordiales se encuentran
inicialmente en la regién alantoidea y se pueden reconocer
por su tamafio, su forma y sus caracteristicas citoquimicas;
posteriormente, al principio por transferencia pasiva en el
epitelio endodérmico y luego por movimientos ameboides, las
células migran a través del mesenterio dorsal hasta la cresta
genital, el sitio del desarrollo gonadal. Parece probable que
durante la migracién de las células germinales primordiales a

la génada, opere un mecanismo quimiotactico.
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rig. 1.- oOvogénesis en 1la rata. Progresién de células
germinales primordiales a ovocitos cuyo desarrollo se ha
detenido, asi como de los ovocitos gue no estén en desarrollo
a 6vulos fertilizados en 1las hembras adultas maduras
sexualmente (153).



Las células germinales primordiales aumentan en nimero
como resultado de su actividad mitética continua y colonizan
las crestas genitales; dichas células germinales son el origen
inico de las células germinales adultas. Es importante sefialar
que el origen y la migracién de las células germinales
primordiales a las crestas genitales, es semejante en el macho
gue en la hembra. En el caso del ovario, una vez gque las
crestas genitales han sido colonizadas completamente, las
células germinales primordiales se mueven dentro de la corteza,
y al mismo tiempo, con el apoyo de las células epiteliales dan
origen a los cordones sexuales corticales. Los componentes
somdticos del ovario se originan en el epitelio celémico y el
mesénquina de la parte dorsal, formdndose un ovario
diferenciado con virtualmente todas 1las células sexuales
primordiales convertidas en ovogonias que se dividen
activamente en los cordones sexuales (8, 77).

Poco después de la ultima divisién mitética, las ovogonias
inician la meiosis, de modo que alrededor del nacimiento, en la
mayoria de las especies, casi todos los ovocitos estan
finalizando el diploteno ("diploteno difuso"), o también
llamado estado de dictioteno (10); estos ovocitos ‘se encuentran
rodeados por las células foliculares esc;mosas (10, 77, 119).
Aproximadamente la mitad de estos ovocitos se pierden durante
las primeras dos semanas después del nacimiento, sin embargo,
en este mismo periodo muchos ovocitos (aproximadamente el 5%)
empiezan a crecer. El inicio del crecimiento de los ovocitos

aparentemente tiene una requlacién intraovarica, de manera que
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el numero de ovocitos que entran a la fase de crecimiento esta
en funcién de la poza de ovocitos que no lo estdn. Los ovocitos
y las células foliculares que lo rodean crecen coordinadamente
progresando mediante una serie de estados morfolégicos

definidos (117, 119).

CRECINIENTO DEL OVOCITO.

burante la vida reproductiva de 1las hembras de 1los
mamiferos, sus ovarios contienen un nimero determinado de
ovocitos detenidos en el estado de dictioteno de la primera
profase meiética y no es sino hasta que los ovocitos alcanzan
un tamafio determinado cuando son capaces de reiniciar 1la
meiosis. Después, el crecimiento es continuo, terminando el
ciclo reproductivo en la ovulacién de un ovocito maduro, o en
la degeneracidén (atresia) del ovocito y su foliculo (74).

Al mismo tiempo gue el ovocito crece, hay un aumento en el
nimero de células de la granulosa que lo rodean .y un
agrandamiento del foliculo. El crecimiento del ovocito depende
de su acoplamiento metabdlico con las células de la granulosa;
in vitro, los maximos indices de crecimiento se observan cuando
los ovocitos se cultivan asociados con células de la granulosa,
sin que se rompan los contactos funcionales ovocito-células de
la granulosa (53). Esto sugiere que las células de la granulosa
producen alguna(s) sustancia(s) necesaria(s) para el
crecimientoc del ovocito que sélo puede transmitirse al 6vocito
mediante comunicaciones funcionales célula-célula.

Por otro lado, parece ser gque el reclutamiento de 1los
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ovocitos en el grupo en crecimiento, al igual que la
adquisicién de la capacidad meiética dependen de 1las
gonadotrofinas hipofisiarias LH (Hormona Luteinizante) y FSH
(Hormona Foliculo Estimulante) (12, 133); no obstante, cabe
sefialar que experimentalmente Blandau y colaboradores (17)
demostraron que los ovocitos cultivados a partir de fragmentos
ovaricos 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 dias, demostrando que los ovocitos crecen y adquieren
la competencia meiética en ausencia de esteroides o
gonadotrofinas. Sin embargo comentan que no puede excluirse la
funcién de los esteroides en el desarrollo del ovocito ya que
los foliculos producen cantidades medibles de esterbides
durante el cultivo.

Entre los cambios morfolégicos importantes que acompanan
al crecimiento del ovocito se encuentra el aumento de tamafio de
la 1llamada vesicula germinal (GV); al mismo tiempo 1los
nucléolos y los cuerpos extranucleolares muestran cambios
caracteristicos, progresivos, mientras dgue los cromosomas
permanecen como bivalentes altamente difusos. ‘

El crecimiento del ovocito implica el aumentoc substancial
en el numero de mitocondrias, que se acompafia de cambios
marcados en su morfologia. Los ovocitos pequefios 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

5



importantes durante esta época. En los ovocitos pequefios, las
membranas del Golgi aparecen como cisternas afqueadas apiladas
y aplanadas que estdn asociadas con muy escasas vacuolas o
granulos. Conforme el ovocito crece, se vuelven mas activas,
las cisternas se hinchan y aumentan en numero, aparecen mas
vacuolas, granulos Yy vesiculas lipidicas. Estos cambios
concuerdan con la importante participacién del complejo de
Golgi en el procesamiento y concentracién de productos de
secrecién y la formacién de granulos corticales durante el
crecimiento del ovocito. Los granulos corticales son organelos
pequefios, esféricos, unidos a membranas, parecidos a los
lisosomas, gque se encuentran en la regién cortical de 1los
évulos maduros. Cuando ocurre la fertilizacién, estos érénulos
se fusionan con el citoplasma y liberan su contenido (qgue
contiene proteinasas) en el espacio perivitelino, alterando las
propiedades funcionales de la zona pelucida y actuando de esta
manera como un blogqueo secundario para la polispermia. Otro
cambio que se observa es el aumento del numero y el diametro de
los ribosomas.

En esta etapa es cuando aparece también la zona pelucida,
la cual es una cubierta extracelular relativamente gruesa que
rodea a todos los 6vulos de los mamiferos y cuyo espesor
aumenta conforme aumenta el didmetro del ovocito; los ovocitos
que no estan en crecimiento no tienen zona peliucida (31, 49,
80).

La zona pelicida aparece como un material formado por

finos filamentos interpuestos entre el ovocito y las células
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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 células foliculares. No obstante continua el
contacto entre el ovocito y la capa mas intima de células
foliculares mediante complejas uniones que se forman entre las
microvellosidades del ovocito y de las células foliculares que
penetran a la 2zona pelicida. Parece ser que la comunicacién
entre el ovocito y las células de la granulosa tiene una
funcién importante en 1la transferencia de nutrientes vy
probablemente también esté involucrada en el desarrollo y la
maduracién del ovocito (32).

En los roedores, la aparicién de la capacidad meiética
coincide con la formacién del antro (12), en la cerda y la
vaca, el antro folicular esta diferenciado totalmente en los
foliculos de aproximadamente 0.5 mm; sin embargo en este tiempo
el ovocito sélo ha alcanzado tres cuartas partes de su tamafo
final y tiene una limitada capacidad de iniciar la maduracién

nuclear in vitro (108).

CRECIMIENTO FOLICULAR.

Las etapas finales del crecimiento del ovocito coinciden
con el inicio del crecimiento del foliculo. En una primera
etapa comienza a observarse la formacién de capas de células
cuboidales de la granulosa (aprox. 900 células) y se empieza a
distinguir la teca. Durante un periodo de varios dias, mientras
que el ovocito permanece en un tamafio constante, las células

foliculares se dividen rapidamente, aumentando a mas de 50,000
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células, resultando en un Foliculo de De Graaf, que en el ratén
tiéne un diametro mayor de 600 um; este foliculo muestra un
antro incipiente y conforme el antro se expande, el ovocito
rodeado por células granulosas toma una posicién acéntrica. La
capa mas interna de células de la granulosa toma una forma
columnar y forma la corona radiada (Fig. 2).

El crecimiento del foliculo puede ser dividido en 4 etapas
segun su tamafio, el numero de células granulosas (o de capas de
las mismas) en la membrana granulosa, el desarrollo de la teca,
la formacién del antro gque se produce por la secrecién del
liquido folicular y la posicién del ovocito dentro del cumulo
ovarico gque lo rodea.

El foliculo tipo 1 se denomina foliculo primario debido a
la capa celular simple que lo envuelve. Las células foliculares
se multiplican y configuran dos capas de células alrededor del
ovocito formando el foliculo secundario. Posteriormente se
formaran otras capas de células cuboidales, de modo que se
constituird una masa celular alrededor del ovocito en
desarrollo; durante este tiempo la estructura se denomina
foliculo en crecimiento, hasta que las células 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 1los capilares

sanguineos invaden la capa de células que rodean al foliculo y
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juntos forman la capa vascular o teca interna. Esta capa esta
rodeada por los fibroblastos de la teca externa y es 1la
principal fuente de sustancias nutritivas para 1la capa
granulosa y el ovocito.

Cuando el foliculo alcanza su tamafio maximo, recibe el
nombre de foliculo de De Graaf, y contienebun antro totalmente
expandido dentro del cual se encuentra un ovocito que ocupa una
posicién lateral rodeado de dos o mds capas de célulaé de 1la
granulosa. La capa mAs interna de células toma una forma
columnar y constituye la corona radiada, gue estd separada del
ovocito dnicamente por la zona pelicida. La disolucién de estas
células mientras el ovocito se encuentra dentro del foliculo,
es un signo seguro de gque hay cambios degenerativos que
llevardan a la atresia del foliculo.

La cronologia de las fases del crecimiento se ha estudiado
mediante la incorporacién 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 numero de foliculos en cada una de las fases entre la
1 y la 3 fluctia muy poco en relacidén con las fases del ciclo
reproductor. Las poblaciones estan 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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MADURACION MEIOTICA.

Se conoce como maduracién meiética al cambio del estado de
dictioteno (ovocito) a la metafase II de la meiosis (6vu16), Y
se caracteriza por 1). disolucién de la membrana nuclear
(vesicula germinal) (GVBD), 2). condensacién de la cromatina en
bivalentes distintas, 3). separacién de 1los cromosomas
homélogos, 4). emisién del primer cuerpo polar y, 5).
detenimiento meidtico, en el cual los cromosomas se encuentran
alineados en el huso de la metafase II. Después de ser
ovulados, estos 6vulos, al ser fertilizados completan 1la
meiosis, con la separacién de las cromatides y la emisién de un
segundo cuerpo polar (segunda divisién reductiva).

La maduracién meiodtica se refiere especificamente a 1la
transformacién del ovocito completamente desarrollado (que se
encuentra en los foliculos antrales) en un évulo no fertilizado
justo antes de la ovulacién. Este proceso cuando se lleva a
cabo en condiciones normales depende de la secrecién endégena
de las gonadotrofinas hipofisiarias (36, 78); o en condiciones
experimentales por la administracidén exdégena de las mismas (36,
37, 46, 146)

Cuando los ovocitos maduros de ratén se cultivan in vitro,
en pocas horas pasan por la fase llamada Ruptura de la Vesicula
Germinal (GVBD). Pocos minutos después de colocar al ovocito en
un medio de cultivo, se observan ondulaciones suaves de 1la
envoltura nuclear, gque aumentan en intensidad durante las
siguientes 1 o 2 horas. Posteriormente los poros desaparecen y

la ruptura de 1la vesicula germinal se hace manifiesta
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aproximadamente 3 horas después de que se inicia el cultivo.

Al progresar la maduracién meidtica, 1los cromosomas
(bivalentes) se condensan mucho, los quiasmas se mueven hacia
el final de 1los cromosomas, la cromatina se vuelve
heterocromatinica y contiene granulos densos que aumentan de
numero conforme aumenta la condensacién de los cromosomas;
cuando los cromosomas estan altamente condensados, pierden su
contacto con los fragmentos de 1la 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 separacién de
los cromosomas homélogos seguida de la ruptura asimétrica del
citoplasma del ovocito, que contiene la mitad del complemento
cromosémico original (ultima Telofase), lo que dara origen al
primer cuerpo polar, el gque ademds de cromosomas contiene una
pequefia cantidad de organelos.

Se desconoce el mecanismo que regula 1la maduracién
meiética, asi 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 espontaneamente cuando se
liberan del foliculo, lo que llevé a suponer que iA meiosis es,
de alguna manera, inhibida por el foliculo. En varias especies
se ha demostrado, gque existe una accidén inhibitoria sobre 1la
maduracién 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, sonbcapaces

de lograr la maduracién meidtica, pero raramente se desarrollan
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mas alla de la primera divisién (105), mientras que los ovocito
que maduran in vivo son fértiles y capaces de desarrollar un
producto normal (144).

Se han 1llevado a cabo diversos experimentos, con la
finalidad de conocer el mecanismo fisiolégico de la maduracién
meiética tanto nuclear como citoplasmica del ovocito, gque
termina con el detenimientc meidético, 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 meidético, entre ellas se encuentra el
adenosin monofosfato ciclico (cAMP) (20, 35, 36, 47), algunos
péptidos (149), hormonas esteroides (23, 102, 104, 105, 116,
133) y las purinas (44, 48, 55, 56, 101).

CANP.

In vitro, la maduracién espontanea de los .ovocitos de
ratén, no ocurre cuando se cultivan en presencia de analogos
del cAMP permeables a las membranas, tales como el db-CAMP y el
8-bromo~cAMP o los inhibidores de la fosfodiesterasa de los
nucledtidos ciclicos, como la isobutil metilxantina y 1la
teofilina (36, 131, 154). Ademas, cuando a los ovocitos que se
cultivan en presencia de isobutil metilxantina se les
administra una microinyeccién de fosfodiesterasa, se revierte
el efecto inhibitorio de 1la isobutil metilxantina sobre 1la
maduracién, 1lo cual indica que el cAMP tiene un efecto
inhibitorio sobre la maduracién del ovocito (19).

En el ovocito, se ha identificado y caracterizado una

presencia de Fosfodiesterasa, que esta relacionada con 1la
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membrana y es modulada por la calmodulina. Su actividad parece
variar de alguna manera concomitante con la variacién de las
concentraciones de cAMP en el ovocito, durante la maduracién
espontanea, lo que sugiere que el cAMP interviene de alguna
manera en el detenimiento meidtico en el estado de dictioteno.
El descenso de las concentraciones intracelulares de cAMP puede
disparar la sefal 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 activacién
de 1la adenilato . ciclasa, también evitan la  maduracién
espontanea de los ovocitos de la rata y del ratén. E1
forskolin, que activa la adenilato ciclasa en preparaciones de
células rotas y en tejidos intactos, ha mostrado un posible
efecto inhibitorio sobre la maduracién espontdnea en ovocitos
de rata y ratén denudados o envueltos en su cumulus. Sin
embargo, cuando se prolonga el tiempo de incubacién, 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 la reanudacién
de la meiosis también estimulan la sintesis intrafolicular de
CAMP. Sin embargo, la concentracién de cAMP vuelve a las
concentraciones iniciales gque se observan en los ovarios no
estimulados 6 h después de iniciar la perfusién. La capacidad
del forskolin para inducir el reinicio de la meiosis sugiere

que el aumento en la concentracién del cAMP puede tomarse como
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una sefal inductora del y no como un factor importante en el
arresto meidético intrafolicular (35).

Resultados semejantes se observan en los experimentos de
Yoshimura y Wallach (162) en los que, la perfusidén transitoria
de los ovocitos con (Bu)2cAMP, acelera significativamente el
reinicio de la meiosis, lo cual no ocurre cuando la exposicién
de los ovocitos es continua y por un periodo de perfusién de 12
horas (36). Estos resultados indican que es posible que,
después de 1la secrecién de gonadotrofinas, se requiera 1la
elevacién transitoria y no continua de las concentraciones de
cAMP en los foliculos preovulatorios (162).

A partir de estos resultados se puede afirmar que:

-E1 cAMP inhibe significativamente 1la maduracién
espontidnea de 1los ovocitos rodeados por su cumulus,
mientras que en los foliculos preovulatorios, la
elevacioén del cAMP induce el reinicio de la meiosis.

-La exposicién continua al cAMP tiene un efecto
inhibitorio sobre la maduracién de los ovocitos dentro
de 1los foliculos preovulatorios, en tanto que la
exposicién transitoria acelera el reinicio .de la
meiosis. De manera alternativa, las concentraciones
intrafoliculares elevadas de CcAMP pueden ser un
prerrequisito esencial para reanudar la meiosis durante
el proceso de ovulacion (35, 115, 150).

Como en muchas otras situaciones biolégicas, el cAMP actua
mediante una proteina cinasa dependiente de cAMP. Esta es una

enzima compuesta de 2 subunidades, una catalitica (C) y una
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requlatoria (R); el complejo R:C es enzimaticamente inactivo,
pero la unién del cAMP a la subunidad R (inhibitoria) produce
la disociacién del complejo y la activacién de la subunidad C.
Si para mantener el arresto meidtico es esencial gque la PK
fosforile continuamente una o mas proteinas del ovocito,
entonces las concentraciones de CcAMP pueden regular la
maduracién meidética al controlar la cantidad de subunidad cC
libre (bajo cAMP), cuando las fosfoproteinas pertinentes sean
defosforiladas, se iniciara la maduracién meidética. Ademas, en
condiciones experimentales, los cambios en los patrones de
fosforilacion de las proteinas de los ovocitos, concuerdan con
este esquema regulatorio (19) (Fig. 3). Sin embargo, otras
evidencias sugieren gque el cAMP es sélo uno de los componentes
de un complejo sistema gue interviene en el detenimiento
meidético.

El hecho de que la calmodulina esté involucrada en el
reinicio de 1la maduracién meidtica, 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 1la maduracién meiética. De esta' manera, las
concentraciones intracelulares de calcio y cAMP pueden actuar
sinérgicamente mediante un paso dependiente de calmodulina para

regular la maduracién meiética del ovocito en los mamiferos.
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Mantenimiento del Arreato Meidtico
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13

Fig. 3.~ MNodelo de 1la regulacién del arresto meiético y
reinicio de 1la meiosis. E1 modelo propone gque una
fosfoproteina, X~P, mantiene el arresto meidético, 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 reanudacién de la meiosis
es iniciada por una disminucién en el cAMP que lleva a 1la
disminucién en la actividad de la proteina quinasa. Si se
asume que la actividad de la proteina fosfatasa no cambia,
esta disminucién en la actividad de la proteina quinasa puede
inducir una defesforilacién neta de X-P, marcando el reinicio
de la meiosis (19).
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Una hipétesis atractiva que se ha formulado es que 1la
maduracién meidtica se inhibe por la transmisién del cAMP entre
las células 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 comunicacion intercelular y acoplamiento
metabdlico por el paso de pegueitas moléculas entre las células;
de esta manera, una célula puede influenciar a otra
funcionalmente diferente (69, 88).

Durante el crecimiento y la maduracién meiodtica, hay un
acoplamiento iénico y metabélico entre el ovocito y las células
del cumulus por medio de las uniones comunicantes mediante un
sistema que emana de las células del cumulus y atraviesa la
zona pelucida y una red de uniones comunicantes que
interconecta todas las células del foliculo y el ovocito (68,
69, 157).

Justo antes de 1la ovulacién hay una disminucién
significativa en el numero de uniones comunicantes, al mismo
tiempo que disn:'mhye el acoplamiento idénico (38, 68, 157). Esto
sugiere gue in vitro, la maduracién meiética espontanea es el
resultado de la remocién de los ovocitos de la influencia
inhibitoria de las ceélulas foliculares.

En experimentos en la rata, se ha visto que en 1los
ovocitos obtenidos 2 a 3 hr. después de administrar una dosis
ovulatoria de hcG (Human Corionic Gonadotropin), el area neta

de las uniones comunicantes entre las células del cumulus
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disminuye aproximadamente 15 veces (87), lo cual esta
correlacionado temporalmente con la expansién del cumulus (87,
129). Sin embargo, el inicio de la maduracién meiética no se
puede atribuir exclusivamente a la finalizacién de 1la
comunicacién intercelular entre las células del cumulus y el
ovocito, ya que los analisis de criofractura demuestran que
antes de iniciarse la GVBD disminuyen significativamente 1las
uniones comunicantes en las células del cumulus, mientras gue
las uniones comunicantes entre el cumulus y el ovocito estén
intactas durante el periodo en gue se reinicia la meiosis. En
base a estos resultados los autores sugieren que para el
control del detenimiento meidético y la maduracién del ovocito
deben requerirse otros factores ademas de las uniones

comunicantes entre el ovocito y el cumulus (157).

Péptidos.

Se ha observado que los ovocitos rodeados por su cumulus e
injertados en células de la granulosa de foliculos abiertos
experimentalmente no reinician la meiosis, lo cual si ocurre en
los ovocitos denudados. Por otro lado, Tsafriri y Chapning
(148) observaron que la adicién de células de la granulosa o
fluido folicular a 1los cultivos evitaba 1la maduracion
espontanea de los ovocitos aislados. A partir de estés hechos
se sugiere que el inhibidor de la maduracién de los ovocitos
(OMI), es un producto de 1las células granulosas que se
encuentra en el fluido folicular y mantiene a los ovocitos en

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

El OMI se aislé y purificé parcialmente del fluido
folicular del cerdo, Yy se observé que se trataba de un
polipéptido peguefio (137); cuyo peso molecular es menor de
2,000 daltones.

Centola y colaboradores (27) trabajando en foliculos de
cerdo y Channing y colaboradores (30) en humanos, demostraron
que la concentracién del posible factor se relaciona con la
etapa de la maduracioén en la que se encuentre el ovocito dentro
del foliculo, de tal forma que en los foliculos preovulatorios
hay concentraciones de OMI relativamente bajas. E1 OMI no
inhibe la maduracion espontdnea de los ovocitos denudados (36),
lo cual sugiere gue la accidén inhibidora se ejerza mediante las
células del cumulus (4, 146), por l1lo que es necesario que el
OMI sea lo suficientemente pequefio para pasar a través de las
uniones comunicantes entre el cumulus y las células del ovocito
(146). Es posible gque 1la accién inhibitoria del OMI 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 hipdtesis que explican la forma'en que el OMI
ejerce su accién inhibidora, en ambas se sugiere que 1la
actividad del OMI esta mediada por un mecanismo hormonal (4,
12). Por un lado, Anderson y colaboradores (4) proponen dque
cuando se presenta la liberacién preovulatoria de IH, su
presencia termina la secrecioén de OMI por las células de la

granulosa.
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El mecanismo propuesto por Bar-Ami y Tsafriri (12) es
similar; la LH induce la reanudacién de la meiosis mediante la
estimulacién de las células de la granulosa, lo cual de alguna
manera actua 'suspendiendo la sintesis de OMI o factores
inhibidores secundarios, al mismo tiempo  que se induce 1la
involucién del mecanismo de acoplamiento metabélico evitandose
el transporte de OMI a través de las uniones comunicantes.

Otros péptidos aparentemente funcionan como factores
inhibidores de la maduracién. Se ha detectado la presencia de
un péptido de aproximadamente 10,000 daltones (72), que al
parecer interfiere la accién activadora de la 1LH sobre la
maduracién de los ovocitos, y mi&s recientemente, se ha
identificado un nuevo péptido, mads grande que el OMI y con
mayor capacidad para inhibir la maduracién del ovocito; este
compuesto ha sido llamado factor preventivo de la maduracién
del ovocito (OMPF) y su funcién parece estar relacionada con la
presencia de ciertos glucosaminoglicanos, principalmente con la

heparina y el heparin sulfato en el foliculo.

Purines.

Otros compuestos que parecen tener alguna importandia en
el detenimiento meiético son las purinas. En los experimentos
de Downs y colaboradores (44) se demostrdé que la hipoxantina se
encuentra en el fluido folicular en concentraciones que pueden
explicar una accién inhibidora sobre los ovocitos. En el fluido
folicular del ratoén ademas de la hipoxantina hay adenosina y

las dos sustancias actian sinérgicamente para inhibir 1a
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maduracién espontanea del ovocito de ratén (56).

La mas potente de las purinas para inhibir la maduracion
de los ovocitos es la guanosina (44), que sin embargo no se
encuentra en concentraciones detectables; no obstante, parece
que la conversioén 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
inhibenvla maduracién durante todo el experimento (24 horas);
siendo la guanosina el compuesto mas efectivo (44, 48).

Se ha observado gque tanto la FSH (145) comoe el CcAMP
potencializan el efecto inhibitorio de las dos purinas, lo cual
puede indicar que estos compuestos actuan conjuntamente en el
detenimiento meidtico del ovocito (44, 56).

Con base en estos resultados Tornel y colaboradores (145)
sugieren tres mecanismos tedricos para explicar el efecto
inhibitorio de las purinas sobre el reinicio de la meiosis:

1. Inhibicién de la fosfodiesterasa en el ovocito. El1 hecho
gque 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 &icroinyeccién
de un inhibidor de la Proteina Cinasa dependiente de cAMP,
puede indicarnos gque el efecto sinérgico de las purinas con
el CcAMP posiblemente se deba a la inhibicién de 1la
fosfodiesterasa y por consiguiente no haya degradacién de
CAMP.

2. Conversién de derivados de la guanina a GTP. Como se
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sugiere en los experimentos con inhibidores enzimaticos,
los derivados de 1la guanina son importantes en el
detenimiento meidtico, ademas que 1la guanosina es un
inhibidor de la meiosis mas 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. E1 GMP puede ser fosforilado a GTP, el cual

puede unir a proteinas importantes involucradas en 1la
produccién de cAMP.

Formacién de cGMP a partir de GTP. El GTP es el sustrato
para que la guanilato ciclasa produzca cGMP. En
experimentos recientes se demostré que las concentraciones
de GMP en el ovocito disminuyen antes de que se reinice la
meiosis y que la maduracidn espontanea puede ser retardada
con una microinyeccién de cGTP en el ovocito y mediante la
estimulacién de la guanilato ciclasa en las células del
cumulus. E1 aumento en el contenido de cGMP puede inhihir

una fosfodiesterasa del ovocito.

Hormonas.

Se acepta ampliamente que el intermediario que marca el

reinicio de la meiosis en el ovocito es 1la 1liberacién de

gonadotrofinas. Sin embargo, no es muy clara la respuesta

individual de 1los compartimientos ovaricos 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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Aungue es muy probable que las células foliculares estén
implicadas en la fase inductiva de la maduracién, aun es
incierta la naturaleza precisa de las sefiales que se transmiten
de las células foliculares al ovocito. Sin embargo, es bien
conocido gque la reanudacién de la meiosis se acompafia de
cambios secuenciales en la concentracién de esteroides
foliculares (3, 104, 144), lo cual sugiere que 1§s esteroides
pueden actuar como sefiales inductoras en las primeras fases de
la maduracién (116).

En el experimento de Osborn y Moor (116) se midieron las
concentraciones de hormonas esteroides foliculares alrededor
‘del tiempo en que ocurre la liberacién de LH, observandose que
la LH estimula la secrecidén de andrégenos y estrdégenos y
posteriormente hay una marcada inhibicidén de la secrecidn total
de esteroides, siendo la secrecidn de estrégenos inhibida antes
que la de andrégenos. Posteriormente, conforme las
concentraciones de estrdogenos y andrdgenos disminuyen, 1la
proporcién de progesterona aumenta, de tal manera que 18 horas
después de la liberacidén 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 1la 7-cloro-3,4-dihidro-2 (3-piridil)-i-(2h)-
naftalenona, se observa gque la cantidad de ovocitos con
desarrollo normal del promicleo se reduce significativamente y
aunmenta la proporcién de ovocitos bloqueados en o antes de la

metafase I. Estos resultados apoyan la hipdtesis de que los
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esteroides actian como efectores de los cambios citopladsmicos
en la maduracién de los ovocitos. Ademdas, cuando se alteran los
perfiles normales de los esteroides secretados durante la
maduracién, se producen anormalidades en el ovocito tanto
bioquimicas como estructurales (116).

cuando en experimentos de perfusién se utiliza cianocetona
como un bloqueador de la sintesis de esteroides ovarica, los
resultados que se obtienen son similares, lo gue muestra que la
produccidn de esteroides participa en la maduracién
citopléasmica del ovocito. La adicién de estradiol al medio de
perfusién revierte los efectos adversos de la cianocetona sobre
la fertilidad del ovocito.

Estos resultados sugieren que para que se lleve a cabo una
maduracién normal del ovocito es necesario un balance preciso o
secuencial de esterocides; siendo los estrdgenos probablemente
la sefial esteroidea principal durante la fase inductiva critica
de la maduracién (46, 116).

La hipdtesis de que las gonadotrofinas no se requieren
para el crecimiento y la capacitacién meidtica del ovocito se
apoya en 1los experimentos de Blandau y colaboradores (17)
quienes demuestran gue los ovocitos crecen hasta su tamafo
maximo en cultivos de fragmentos ovaricos de fetos de ratonas
de 16 dias; ya que este proceso no es modificado por la adicién
de gonadotrofinas o esteroides al medio.

Cuando se cultivan juntos los ovocitos de ratonas (54, 55)
o ratas (32) prepuberes con sus células de la granulosa, crecen

y desarrollan la capacidad meiética en ausencia  de
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gonadotrofinas o esteroides. En este caso 1la adicién de
progesterona o estrédiol al medio tampoco tiene efecto. No
obstante, en el caso de la rata no debe excluirse una funcidn
para los esteroides ya que los foliculos de la rata producen
cantidades significativas de esteroides durante el cultivo aun
en ausencia de gonadotrofinas en el medio; aunque el aumento en
la actividad esteroidogénica del foliculo y el desarrollo del
ovocito pueden concordar sin que por ello estén relacionadas.
otra interpretacién de estos resultados es que la funcién de
las células foliculares es regulada por el ovocito en
desarrollo (32).

En cuanto a los andrégenos hay dos puntos importantes: 1)
En el ratén, ni la testosterona ni la dihidrotestosterona
afectan la capacidad meidética, pero ambos andrégenos suprimen
el crecimiento del ovocito in vitro (89). 2) En los foliculos
de la cerda la l19-Nortestosterona y la testosterona no inhiben
la maduracién folicular, pero potencializan 1la accién

inhibidora del (Bu)2cAMP (165).

OVULACION.

La ovulacién es la culminacién de la serie de eventos
inducidos por las gonadotrofinas. Poco antes de gue ocurra la
ovulacidén, las células de 1la granulosa presentan cambios
morfolégicos funcionales que las hacen similares a las células
del cuerpo luteo, fendémeno que ha sido llamado "luteinizacidén";

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 descomposicién de
la capa de colageno gque lo cubre (162). A continuacién se
mencionan algunos factores que se han propnesto como los

responsables de este fendmeno:

-Aumento de la sintesis de esteroides.

Aunque se ha estudiado extensamente, hasta la fecha no se
aclara completamente .cual es la funcién de 1as hormonas
esteroides en el proceso de ovulacién.

En la rata, el aumento preovulatorio de la progesterona
(P} circulante favorece de la ovulacién (97); mientras gque, al
administrar un antisuero anti-P (106) o cianocaroteno (un
inhibidor de 1la actividad de 1la 38- hidroxiesterocide
deshidrogenasa) (91) se inhibe significativamente la ovulacién
en ratas inmaduras (106).

En cultivo de tejidos, algunos compuestos como la LH, el
cAMP y la P inducen un aumento marcado en la distensibilidad de
la pared folicular y promueven la ovulacién. Por lo que se
sugiriere que la LH estimula la sintesis folicular de'P, que a
su vez puede inducir un aumento de la actividad enzimatica en
la pared del foliculo y en consecuencia aumenta la
distensibilidad.

Se ha demostrado gque la ovulacién se puede inhibir
suprimiendo la produccién de esteroides mediante el uso de
fosfato de aminoglutetimida (142). Sin embargo, también se ha

reportado gue en ratas inmaduras, la administracién local de
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aminoglutetimida in vivo inhibe la esteroidogénesis inducida
por la hCG sin afectar la ovulacidén. Bullock y Kappauf (24)
encontraron que la cianocetona evita la ovulacién inducida por
la hCG pero no afecta la sintesis de esteroides y observaron
que la adicién de 4-hidroxi-androstano-~3,17-diona bloquea el
aumento del estradiol inducido por la 1H pero no evita la
ovulacién. Estos datos permiten sugerir que en 1las ratas
inmaduras existe una disociacidén de la ovulacién inducida por
las gonadotrofinas y la esteroidogénesis, de manera que es
probable que la ruptura del foliculo pueda ser precipitada por
un mecanismo diferente del estimulo esteroidogénico ovarico

después de administrar gonadotrofinas (84).

-Ensimas proteoliticas oviricas.

La descomposicién del tejido conectivo en el &pice de la
pared folicular depende de la actividad de enzimas
protecliticas. Se piensa que las enzimas colagenoliticas,
presentes en el foliculo de De CGraaf durante el proceso de
ovulacion juegan un papel importante en la ruptura de la pared
folicular. Strickland y Beers (139) suqieren que las
gonadotrofinas inducen la ovulacién mediante el éstimulo de la
sintesis de un activador del plasmindgeno en los foliculos
ovaricos maduroé. El activador del plasmindgeno actua sobre el
plasmindgeno en el fluido folicular y el tejido ovarico y se
produce plasmina, que a su vez, rompe el tejido de la pared
folicular. In vitro, se ha demostradc gque las proteasas de

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

Muchas proteasas de la serina e inhibidores de 1las
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 plasminégeno. Los inhibidores de proteasa de 1la
serina plasmiatica tales como la al~-antiplasmina, a2-
macroglobulina Yy al-antitripsina reaccionan rapida e
irreversiblemente con la plasmina e inhiben asi su actividad de
proteasa (162).

Después 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 microbianas
bloquean completamente la ovulacidén. Sin embargo, la eficacia
de la estreptoquinasa para inducir la ovulacién es menor que el
de la hCG y los agentes antiplasmina bloguean completamente 1la
ovulacién inducida por la hCG, por lo que para qQue ocurra la
ruptura folicular posiblemente se requirieran otros componentes
dentro del ambiente folicular preovulatorio, ademas dei sistema
que genera la plasmina.

Con base en estos resultados se puede proponer un modelo
del mecanismo de 1la ruptura de la pared folicular en los
mamiferos: Después de que ocurre la secreciéﬁ de
gonadotrofinas, las células de 1la granulosa producen el
activador del plasminégeno, gque es el responsable de 1la

formacién de plasmina. Al elevarse la concentracién del

29



activador del plasminégeno en el foliculo, se produce un
incremento en las concentraciones intrafoliculares de plasmina.
La plasmina y otras proteasas inducen la activacién de 1la
colagenasa latente en el tejido conectivo del foliculo, por lo
que la serie de sistemas enzimdticos que actuan localmente
alteran la integridad estructural de la pared del foliculo y
facilitan la ruptura folicular (162).

En el proceso de la ovulacién también se ha involucrado a
las enzimas lisosomales (16, 25) ya que se ha observado una
acumulacion maxima de’los lisosomas en el epitelio apical en
los foliculos preovulatorios. Este punto se trata con
detenimiento en la seccién que analiza la importancia de las

enzimas lisosomales.

~Reaccién inflamatoria.

Espey (59) propone que la secrecién preovulatoria de las
gonadotrofinas puede inducir una reaccién inflamatoria en la
pared de los foliculos maduros. En los estudios utilizando
preparaciones de ovario de coneja perfundidos, se ha demostrado
la funcién de los mediadores quimicos comunes de 1la
inflamacién, tales como las prostaglandinas y la histamina, en

el proceso de la ruptura folicular.

-Prostaglandinas.
Existen evidencias que permiten sugerir que las
prostaglandinas pueden ser importantes en el proceso de

ovulacién a través de sus acciones locales a nivel del ovario.
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La administracién sistémica de la indometacina (un inhibidor de
la sintesis de prostaglandinas), inhibe la ovulacién en la rata
y el conejo. En monos rhesus tratados con gonadotrofinas, 1la
inyeccién de prostaglandina F2a (PGF2a) revierte los efectos
inhibitorios que produce la indometacina sobre la ovulacién.
Ademds, en preparaciones de ovario de coneja perfundidos 1la
PGF2a induce la ovulaciédn.

In vitro, las células de la granulosa de la rata tienen la
capacidad de sintetizar prostacilina (PGI2) (83). La LH aumenta
la capacidad de inducir a las células de la granulosa para
convertir acido araguidénico en 6-ceto- asi como en PGE, por lo
que se sugiriere que la PGI2 puede ser un mediador potencial de
la funcién preovulatoria del ovario. La administracién de hcCG
al medio de perfusién aumenta significativamente la produccidén
de prostaglandinas, especialmente la PGI2, reflejada en su
metabolito 6-ceto-PGFla; la PGF2a y PGE representan menos de la
mitad de la concentracién de 1la 6—ceto-PGf1a. Estos datos
suministran un apoyo mds de la importancia de la PGI2 en el
proceso de ovulacién (162).

Finalmente, Kitai y colaboradores (81) demostraron 1la
presencia de alteraciones en la microvhsculatura
(vasodilatacidén, extravasacién, etc.) de la pared del foliculo
ovarico de conejo durante el proceso de la ovulacién. Estas
observaciones indican que la ruptura folicular requiere de la
vasodilatacién y el aumento en la permeabilidad vascular dentro
de la pared del foliculo preovulatorio. Ya que la PGI2 es un

vasodilatador mas potente que las otras prostaglandinas, y
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ademas actua como un mediador inflamatorio quimico, como 1la
PGE2, es posible que la PGI2 pueda ser el mediador mdas
importante de los cambios vasculares perifoliculares durante la

ovulacién.

-Histamina.

En la rata (90), el conejo (107) y el criceto (86) se
observa un aumento significativo de las concentraciones de
histamina ovarica que <coincide con la secreciéon de
gonadotrofinas. El1 origen principal de la histamina son los
mastocitos que se encuentran en el hilio ovarico y rodean a los
vasos del ovario. Debido a que la liberacidén de histamina por
los mastocitos se asocia con su degranulacién y gque la
secrecion de gonadotrofinas induce degranulacién de los mismos,
se sugiere que la liberacién de histamina puede ser un evento
fisiolégico significativo en el proceso de la ovulacién (86).

También se ha mostrado que la histamina, en ausencia de
gonadotrofinas, es capaz de inducir la ruptura del foliculo en
ovarios de coneja perfundidos in vitro y la ovulacién inducida
por la histamina puede prevenirse con la cimetidina (bloqueador
H2) lo cual da més apoyo a la actividad de la histamina en la
estimulacién de la ovulacidén. Sin embargo, ni la cimetidina ni
la clorfeniramina (Bloqueador H1l) pueden blogquear completamente
la ovulacién inducida por 1la hCG, 1lo cual suscita la
posibilidad de que la hCG induce la ovulacién mediante una
activacién de otros mediadores locales ademas de la histamina

(162) .
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-Contractilidad ovérica.

La identificacién de fibras del misculo liso en el estroma
cortical y en la teca externa de los foliculos ovaricos ha
llevado a proponer que el misculo liso ovarico puede participar
en el proceso ovulatorio. En el conejo, se ha demostrado que la
contractilidad aumenta conforme se aproxima la hora de 1la
ovulacién. Por lo que se sugiere que el aumento de la actividad
del misculo liso ovarico mantenga la tensién constante en la
pared del foliculo en desarrollo, lo cual favorece la ruptura
del foliculo y facilita la expulsién del contenido folicular

(124) .

-Aumento de la presion intrafolicular.

Se ha propuesto que la ruptura del foliculo se lleva a
cabo como resultado de un aumento en la presidén intrafolicular,
ya que existen cambios dinamicos en la superficie del foliculo
‘alrededor de)l tiempo de 1la ovulacion (60, 124, 125). Sin
embargo, noc se han demostrado cambios significativos en 1la
presiéon intrafolicular de 1los foliculos maduros que se

aproximan a la ovulacidn (162).

SUPEROVULACION.

La administracién de gonadotrofinas exdégenas es una
técnica bien establecida en diversas especies de mamiferos, que
permite inducir 1la ovulacién de un numero normal o mayor

(superovulacién) de ovocitos. La superovulacién tiene diversas
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aplicaciones:

1. En el laboratorio con objetos de experimentacién, para
estudios analiticos del proceso y mecanismos de
crecimiento, maduracién y fertilizacién del ovocito.

2. En la ganaderia con el fin de obtener un mayor numero
de 6vulos con superioridad genética 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 évulos
que pueden ser fertilizados in vitro y transferidos al
utero como un medio para establecer la gestacién en
ausencia de oviductos funcionales.

La técnica de superovulacién se originé a partir de los
experimentos en ratas llevados a cabo por Engle en 1927 (en
18); varios afos después se indujo en cricetos dorados
inmaduros (18, 160) y maduros (70).

Hay dos tipos de hormonas que se utilizan frecuentemente
para inducir la superovulacién; 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 Fsﬁ.

La hCG fue descubierta en 1927 por Ascheim y Zondek al
estudiar las hormonas excretadas en la orina de la mujer
embarazada. Esta hormona que se produce en la placenta; es una
glucoproteina gue contiene galactosa, hexosamina y manosa, y
tiene un PM de 100,000 daltones. La parte glucida 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 glucoproteina producida por los
calices endometriales del utero de la yegua prefiada, por lo que
se considera de origen fetal y no materno. Su efecto
gonadotréfico 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 préctica normal de mucho valor.
Sin embargo, parece que las dosis superovulatorias utilizadas
provocan algun tipo de deterioro en la fertilidad de 1los
ovocitoé, la cual se refleja en: disminucién de la frecuencia
de fertilizacién (152), fracasos en la implantacién (6, 99,
100) y' alta frecuencia de anormalidades en 1los embriones
recuperados (99, 163), tanto en animales domésticos (6, 62)
como de laboratorio (2, 13). Sin embargo aun no se ha mostrado
si las alteraciones principales ocurren en el ovocito antes o
después de la ovulacién (98, 99, 163).

Con el fin de identificar 1las causas de estas
anormalidades en 1los ovocitos superovulados, sobre todo los
factores que determinan el mimero y la calidad de los ovocitos,
ademas de conocer la fisiologia y ©bioquimica de 1la
superovulacioén, se han llevado‘a cabo estudios que enfocan el
problema desde varios puntos de vista.

La disminucién de la fertilidad se relaciona directamente
con la dosis de gonadotrofinas que se administra. Se ha
observado gque 1las dosis "fisioldgicas®” de PMSG (4-8 UI)

producen ovulos gque al ser fertilizados san capaces de
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desarrollarse normalmente sin que haya pérdidas embrionarias o
fetales significativas (112); sin embargo, al aumentar la dosis
(20 UI) se observan algunas anormalidades embrionarias sobre
todo al principio de la gestacién (99) que aumentan cuando se
utilizan dosis mayores (40 UI) (164).

Miller y Armstrong (98) observaron que la dosis de 16 UI
de PMSG produce una ovulacién normal, pero la implantacién se
retarda en el 30% de los animales, lo que provoca que disminuya
el numero de animales que llevan sus fetos a término. Cuando se
administran 40 UI de PMSG, los ovocitos ovulados son inmaduros
Y con menos células en el cumulus que los normales. Ademds, los
évulos de estos animales gque se recuperan al tercer dia
aparecen degenerados y 5 dias después de la ovulacién no se
observan blastocistos en el iuUtero y no se produce gestacién.

Como una de las causas de las anormalidades embrionarias
se mencionan las anormalidades cromosdémicas. En comparacién con
mujeres no tratadas, Boué y Boué (22) observaron un aumento
significativo 'en el mimero de trisomias en los fetos abortados
de mujeres a quienes se les habia inducido la ovulacién. En el
ratén el tratamiento con gonadotrofinas produjo un aumento
significativo en el numero de fetos deformes (505. Mauddlin y
Frazer (96) utilizaron dosis de 5 y 10 UI y observaron una
relacién dosis-respuesta entre la PMSG y la incidencia de
poliploidias, principalmente triploidias, sugiriendo que estas
anormalidades se produjeron como resultado de polispermia, lo
cual se explica por defectos en la Zona Pelicida.

Champlin y colaboradores (28) estudiaron al microscopio
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electrdénico los efectos de dos dosis de PMSG inyectadas a
ratonas maduras e inmaduras. Observaron gue las células de los
blastocistos de ambos grupos tenian menos microvellosidades y
mas Areas lisas que 1los no tratados. La pfesencia de
microvellosidades en la superficie de las células embrionarias
se asocia con el grado de mitosis (26), de manera que es
posible que los blastocistos provenientes de 1las hembras
testigo, en el momento en gque se recolectaron los blastocistos
(justo antes de la implantacién), tuvieran un mayor indice de
mitosis en comparacién con las hembras tratadas. Por otro lado,
se dice que un fendémeno importante en la implantacién es la
interrelacién entre las microvellosidades de las células del
trofoblasto del embrién y las microvellosidades del utero, de
manera gque es posible que los blastocistos con pocas
microvellosidades tengan poca oportunidad de implantacion (28).

Moor y colaboradores (103) sugieren que las dosis elevadas
de PMSG aumentan la eficiencia de la esteroidogénesis ovarica y
activan prematuramente a los ovocitos, produciéndose
anormalidades debidas probablemente al ambiente folicular
inadecuado para su maduracién y la sobremaduracién 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 ovaricas
(sobre todo de estradiol) antes y después del tiempo de
ovulacién esperado.

Parece probable que el tratamiento superovulatorio induzca

la ovulacion de muchos ovocitos que se encuentran dentro de
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foliculos totalméente desarrollados pero atrésicos, gque en
ciclos normales nho tienen oportunidad de ovular. De manera
contraria también pueden ser activados prematuramente algunos
ovocitos que no tienen la "edad" adecuada para ser ovulados.
Estos dos grupos de ovocitos probablemente contribuyen a 1la
produccién de las anormalidades encontradas durante 1la
superovulacién. Yun y colaboradores (164) observaron que las
dosis de 20 y 40 UI de PMSG producen un alto porcentaje de
ovocitos anormales con signos visibles de degeneracidn
(contraccién del citoplasma, fragmentacién, partenogénesis). El
porcentaje de ovocitos anormales aumentd de una manera dosis
dependiente, de tal forma que con 20 UI el porcentaje mayor de
anormalidades se observé a las 72 hr y fue del 35 %, y con 40
UI a las 60 hr y fue del 60%.

Yun y colaboradores (165) realizaron un estudio minucioso
de la morfologia de la maduracién del micleo en ovocitos de
ratas inmaduras tratadas con 4 UI (testigo) y 20 UI de PMSG.
Los ovocitos se recuperaron después de 24, 48 y 72 hr de la
administracién 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 II, mientrés que en los
superovulados se observaron ovocitos con maduracién nuclear que
variaba desde la Profase I hasta la Metafase II a las 24, 48 y
72 horas. Estos resultados muestran que la PMSG induce
ovulaciones atipicas con una maduracidén nuclear prematura o

asincrénica.

38



TABLA I. Efectos del tratamiento supsrovulatorio sobre la maduracién

nuclear de los ovocitos recuperados de los oviductos en

Estados de la meliosis (%)

Metafase Indeter
171X mninado

contx:ol.b
superov

19 (23.2) 13 (15.9)

51 (91.0)¢ 4 (7.1)

- 5 (33.3)
39 (47.6) 11 (13.4)
45 (39.5) 10 (10.8)

b patas a quienes se dieron 4 UI de PNSG.

S ovocitos que mostraron configuracidén tipica de metafase II.

S patas a quienes se dieron 40 UI de PMSG.

Referencia (166).



El mecanismo preciso por el cual la PMSG produce la
superovulacién no es completamente claro, aunque parece que se
relaciona con el aumento de la esteroidogénesis ovarica. Seguin
Sasamoto y colaboradores (130), el hecho de que la PMSG tenga
una vida media prolongada (54-60 hr) Yy su actividad
predominantemente parecida a la de la FSH, pueden ser las
responsables de la activacién prematura de los ovocitos,
especialmente en aquellos foliculos que muestran un alto grado
de diferenciacién de receptores en el wmomento en que se
‘administra la gonadotrofina (103). |

Los estudios del curso temporal de 1la superovulacién
usando varios depresores del SNC (76, 135) e hipofisectomia
sugieren que en las ratas inmaduras la liberacién enddégena de
LH se produce 53-57 hr después de la administracion de PMSG.
Sin embargo, en una investigacién llevada a cabo por Yun y
colaboradores (164) se observé que puede haber ovulaciones ya a

las 24 hr después de la inyeccién de PMSG.

En este estudio se inyectaron ratas inmaduras (de 28 dias)
con dosis de 4, 20 y 40 UI de PMSG. Los animales se
sacrificaron cada 6 o 12 horas; se determinaron las
concentraciones de hormeonas esteroides en sangre Y
homogeneizado del ovario y se confirmé la ovulacién contando
los ovocitos en el ovidu¢to. Los resultados se muestran en la
Fig. 4 donde se observa que las dosis superovulatorias {20 o 40
UI de PMSG) inducen una primera ovulacién alrededor de 24-36 hr

Y un segundo pico entre las 48 y 72 hr dependiendo de la dosis.
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El nuimero de ovocitos que se recuperaron en la primera
ovulacién fue similar al gque se obtiene en una ovulacidén normal
(aproximadamente 15 ovocitos por rata), pero en la segunda
aumentaron a mas 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 gque transcurra
después de la inyeccion.

Las hormonas esteroides ovéricas regulan 1la respuesta
ovulatoria, las concentraciones plasmaticas de estrdgenos (ﬁ)
inducidas por 1la administracién de PMSG, ejercen su efecto
estimulatorio sobre el hipotdlamo y adicionalmente 1la
progesterona (P) junto con los E facilita la liberacién de las
gonadotrofinas en 1las ratas inmaduras (73). Esta accidén
facilitadora puede deberse a la disminucién del umbral
hipotalamico para liberar el Factor Liberador de
Gonadotrofinas, de manera que la primera ovulacién puede ser el
resultado del’ efecto parecido al de la LH que tiene la PMSG
(103). No obstante la presencia de anormalidades ovociticas en
esta primera ovulacién probablemente se debe a un ambiente
folicular inapropiado para su maduracién ' Yy a una
sobremaduracién en el momento en que ocurre la ovulacidn.

La segunda elevacién en la tasa de ovulacién puede haber
sido provocada por la liberacién endégena de IH mediante un
estimulo de retroalimentacién positiva iniciada por 1la
elevacién de los esteroides o pudo haber sido provocado por las

actividades enddgenas y exdgenas de la LH (164).
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La superovulacién provoca un aumento temprano y prolongado
en las concentraciones séricas de E y P, pero sobre todo se
observa una elevacién persistente de andrégenos (A), la cual
parece de gran importancia, ya que 1la administracién del
antiandrégeno flutamida después de una dosis superovulatoria de
PMSG mejora parcialmente el desarrollo potencial de 1los
ovocitos después de que son fertilizados (164).

En el fluido folicular también se observan alteraciones en
la concentracién de esteroides pfovocadas por la
superovulacién. 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 dque en la rata
superovuladas se pueden obtener gestaciones y fetos
aparentemente normales, si se ovarectomizan dentro de las 24
horas posteriores a la ovulacién y fertilizacién y se da un
régimen hormonal apropiado para sensibilizar al utero. Estos
resultados sudieren que lo que interfiere el desarrollo normal
de la gestacién es un ambiente hormonal uterino inadecuado, y
no los defectos en la maduracién del ovocito, la ovulacidén o la
fertilizacién. ‘

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 pérdida del 50% de los

blastocistos no fue el resultado de anormalidades
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blastocisticas sino que el tratamiento superovulatorio causé un
cambio en el ambiente uterino gque no pudo evitarse
completamente con el antisuero.

Con base en 1lo anterior se puede afirmar que las
investigaciones para tratar de conocer el origen de las
anormalidades provocadas por la superovulacién han tenido
principalmente un enfoque esteroidogénico y morfolégico, sin
que hasta ahora se tenga un conocimiento preciso de los cambios
biogquimicos que participan en la presentacién de todos estos
fenémenos. Por esto, nuestro interés es dirigir esta
investigacién al estudio de la participacién de las enzimas
lisosomales tanto a nivel del endometrio como en los diferentes
compartimientos del foliculo.

Como hemos visto, el ovario adulto es un sistema complejo
que contiene diversas estructuras con funciones diferentes, y
cuya fisiologia cambia con la etapa del cicle en gue se
encuentre. En el ovario, como en otros sistemas morfogenéticos,
los procesos de diferenciacién normal se acompalfian de regresidn
o degeneracién. En éste proceso, asi como en algunos otros en
que participan fendmenos de remodelacién tisular, juegan un
papel muy importante las hidrolasas lisosomales.

A finales de los afos cincuenta el estudio de las enzimas
liticas entré en una nueva fase cuando de Duve y colaboradores
(33) sugirieron que la enzima fosfatasa acida y otras enzimas
involucradas en procesos de ruptura tisular y regresién estaban
contenidas en particulas subcelulares llamadas lisosomas.

Durante el ciclo estral, el ovario, el oviducto y el utero
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requieren de la accién de las hidrolasas para asegurar la
degradacién de las macromoléculas gue acompafian la ovulacién y
proliferacion del endometrio.

Se han llevado a cabo varios estudios citoquimicos,
histoquimicos y bioquimicos, para conocer 1la variacién de
algunas enzimas lisosomales en los 6rganos de la reproduccién
de la hembra, t&nto 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 disminucién de 1la fosfatasa y
ribonucleasa acidas, 1o cual sugiere que es posible que 1la
gonadotrofina tenga un efecto estabilizante sobre las membranas
de los lisosomas, lo que in vivo podria ayudar a la PMSG a
estimular el crecimiento folicular (39).

Mediante métodos histoquimicos, en experimentos in vivo
llevados a cabo en rata, se observé que después de promover el
desarrollo folicular mediante la administracién de una dosis
superovulatoria de PMSG, los foliculos antrales de los ovarios
contenian mas productos de reaccion que los foliculos
preantrales de los testigo. Especificamente, las ceélulas
esteroidogénicas de la teca mostraron mas productos de reaccién
dentro de grandes vesiculas densas y el aparato de Golgi y
miltiples sitios de reaccién dispersos asociados con el
reticulo endoplasmico liso. Estos resultados permiten sugerir
que el sistema lisosomal del ovario esta involucrado en algunos

aspectos de la esteroidogénesis, posiblemente promoviendo 1la
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disponibilidad de sustratos para la sintesis de esteroides,
facilitando la secrecién de los mismos, o ambos.

Utilizando la misma metodologia se ha observado que la
- regresién folicular en el ovario adulto se acompafia de 1la
presencia de vacuolas autofagicas de gran tamafo; gue son un
tipo de lisosoma secundario (92). Por otra parte, en varios
maniferos se ha determinado la actividad de la fosfatasa acida
y se ha visto que se forma en las células de la granulosa y su
actividad aumenta cuando el foliculo se Welve atrésico (71,
118).

Dado gqgue la ovulacién no depende de un aumento en la
presioén intrafolicular (60, 124), los investiéadores
involucraron a las enzimas colagenoliticas en el proceso de
ovulacién (57, 61). Después de la liberacién de LH, cambia la
actividad esteroidogénica del ovario, lo que provoca un aumento
en la sintesis de enzimas proteoliticas en el epitelio que
cubre los foliculos preovulatorios; estas enzimas se sabe que
estan involucradas en la desintegracién de la pared del 4pice
del foliculo. Ademas, Cajander y Bjersing (25) observaron una
acumulacién maxima de lisosomas en el epitelio apical de 1los
foliculos preovulatorios 8 hr después de administrar una dosis
superovulatoria de hCG; estos lisosomas desaparecieron en el
transcurso de la ultima hora antes de la ruptura del foliculo
(16, 25). De este modo, la presencia de enzimas en el fluido
folicular puede servir como marca de una ovulacién 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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6vulo mediante su accién en la zona peliucida, preparandolo para
la penetracién del espermatozoide. Esta hipétesis se apoya en
evidencias de que los cambios en la fosforilacién de 1los
componentes del évulo juegan un papel importante en los eventos
de maduracién y capacitacién del ovocito y en la fertilizacién
(58).

Al estudiar las capas de la pared folicular de ovarios de
coneja perfundidos in vitro, se observa que la fosfatasa acida
se encuentra virtualmente en todos los tipos de células de la
pared del foliculo y su actividad parece intensificarse antes
de la ovulacién en la tunica albuginea y la teca externa.
Alrededor del tiempo de 1la ovulacién, hay una actividad
importante de fosfatasa acida en las células de la granulosa,
que puede ser importante en la divisién mitética que se lleva a
cabo en estas células durante los primeros estados de
luteinizacién. Los autores sugieren que la fosfatasa acida (y
enzimas relacionadas) estan involucradas en el reacomodo del
tejido folicular que se presenta durante la ovulacién y al
iniciarse la luteinizacién de las ceélulas del foliculo ovarico
{111) . La actividad de la fosfatasa acida se ha asociado con la
regresién del cuerpo luteo (CL) (41). En 1la rat;, durante la
gestacioén, la actividad enzimatica en el CL varia inversamente
con la concentracién de P en la sangre (132).

Por ultimo, se han llevado a cabo estudios de la actividad
enzimatica en el endometrio dQurante el ciclo estral, los cuales
han proporcionado valiosa informacién acerca de los cambios

metabdlicos que ocurren en ésta parte del aparato reproductor
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de la hembra, sobre todo los relacionados con la regresién e
implantacién del ovocito (66, 75, 126).

Se dice que las enzimas lisosomales participan en 1la
rapida regresién de tejidos que precede a la ovulacién sin
fertilizacién; en los mamiferos inferiores mediante la rapida
regresién de tejidos (134) y en los primates y el hombre
mediante el complejo fendémeno conocido como menstruacidén (75,
126).

Mediante estudios histoquimicos (66), y bioquimicos (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 mimero de lisosomas, mientras que
durante la fase secretora hay un aumento significativo de 1la
actividad de la fosfatasa acida (66, 126), glucosaminidasa y g~
glucuronidasa (126). El aumento en las actividades enzimaticas
que se observa durante la fase secretora es posible que sea
provocado por la presencia de hormonas esteroides que actuen
desestabilizando la membrana lisosomal (126).

En el endometrio de los mamiferos con ciclos de cuatro
dias como la rata, se observa también un aumento en la
actividad enzimatica (66). Estos cambios, seguramente tienen
importancia en el proceso de implantacién del ovocito. Se ha
observado que los lisosomas del epitelio del endometrio
destruyen el citoplasma justo antes o durante la implantacién,
removiendo de esta manera la barrera para la penetracién 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 dia 3.5 del ciclo, gque corresponde al periodo de
preimplantacién. Ademas, estas actividades enzimaticas son aun
mas pronunciados cuando se da una dosis superovulatoria de PMSG
(123). Si estas observaciones se relacionan con el hecho que
alrededor del tiempo de la implantacién ocurre un pico de
estrégenos, se puede pensar gque la implantacién depende
estrictamente de la liberacién de enzimas, las cuales a su vez

son reguladas endocrinolégicamente (121).
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MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron ratas hembras Wistar inmaduras, obtenidas a
los 24 dias de edad del Bioterio de la U.A.M.-Xochimilco; las
cuales se mantuvieron bajo condiciones de luz y temperatura
controladas, alimentadas con nutrimentos esténdar para ratas y
agua ad libitum.

A la edad de 28 dias 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 dislocacién cerebral. 48
horas después de la inyeccién se obtuvieron los ovarios y se
colocaron en medio Hepes 0.1 M pH 7.0, frio.

Inmediatamente se disecaron los foliculos bajo el
microscopio estereoscépico equipado con fuente de iluminacidn
eléctrica, aumento de 120 x (AMERICAN OPTICAL INSTRUMENT
COMPANY) . Durante todo el proceso de diseccién los foliculos se
mantuvieron en cajas'pétri, sumergidos en medio hepes y en un
bafio de hielo para mantener la temperatura de la solucién a 4°C
(Fig. 5).

El esquema de trabajo se eligidé con base en los.estudios
de Yun y colaboradores (164), en los que la primera ovulacién
significativa se observa 48 horas después de administrar 40
U.I. de PMSG, posteriormente a las 60 y 72 horas hay otros dos
picos de ovulacién mayores que el primero, lo cual nos asegura
a las 48 horas la obtencién de un gran numero de foliculos

maduros.
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GRUPO TESTIGO: GRUPO SUPEROVULADO:

Adminiatrar 4 Ul de PMSG Administrar 40 Ul de PMSG

]

48 HORAS

ACRIFICIO DE LOS8 ANIMALES PARA OBTENER

UTEROS FoLIcuUuLOS

RASPAR CUIDADOSAMENTE
CON UNA ESPATULA

PICAR LOS FOLICULOS CON
UNA AGUJA Ne. 2

ENDOMETRIOS (

LIQUIDO FOLICULAR
Y CELULAS DE LA
GRANULOSBA

SACOS FOLICULARES

CENTRIFUGAR A 3800 ¢/10 min.

[

LIQUIDO FOLICULAR

1

CELULAS DE LA
QRANULOSA

Fig. 5.- Metodologla de superovulacién y obtencién de muestras.
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De los foliculos obtenidos de ambos grupos, se eligieron
los de mayor tamafo (mayores de 1 mm).

Los foliculos se puncionaron para extraer el 1liguido
folicular en el que estaban contenidas las células de 1la
granulosa y se separaron los sacos foliculares vacios.

Para obtener las células foliculares (de la granulosa),
los liquidos foliculares se centrifugaron a 3500 g. durante 10
min. El precipitado se resuspendié en 300 ul de una solucién de
sacarosa 0.25 M en Hepes 0.1 M pH 7.0 y se homogeneizd en un
homogeneizador éoaxial (Potter Elvehejem), con émbolo de
teflén. Los sacos foliculares vacios también se homogeneizaron
en 300 ul de la solucidén anterior.

Conjuntamente con la obtencién de los ovarios se llevé a
cabo la diseccidén de los iteros, y de éstos, mediante raspados,
se obtuvieron los endometrios; 1los cuales también se
homogeneizaron en 300 ul de la solucidén de sacarosa 0.25 M. la
homogeneizacién, al igual que la diseccién de las estructuras,
se llevé a cabo en frio.

Una vez obtenidos los homogeneizados de las células
foliculares, los sacos foliculares y los endometrios, se llevd
a cabo el proceso que se muestra en la Figura 6, con el fin de
obtener las fracciones de enzimas libres dentro de la célula y

unidas a membranas.
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CELULAS FOLICULARES, SACOS
LiQuiD
FOLICULARES O ENDOMETRIOS a O FOLICULAR

Determinacién de
HOMOGENEIZAR EN 300 ul DE

SACAROSA 0.26M pH 7.0. Enzimas y Proteinas

HOMOGENEIZADOS DE CELULAS FOLICULARES,

BACOS8 FOLICULARES Y ENDOMETRIOS

CENTRIFUGAR A 32,000 ¢
POR 30 MIN.

| |

!

PRECIPITADO {

SOBRENADANTE 1
FRACCION LIBRE

REHOMOGENEZAR EN 300
DE CTAD AL 0.1%, pH 7.0. Determinacién de
INGUBAR 30 NMIN. A TEMP.

Enzimas y Proteinas
AMBIENTE.

CENTRIFUGAR A 22,000 ¢
POR 30 MiN.

? PRECIPITADO SOBRENADANTE 2 Determinacién de
i

FRACCION UNIDA

Enzimas y Proteinas

Fig. 6.- Metodologia para la obtencion de las fracciones celulares

para la determinacién de enzimas y proteinas,
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Las proteinas se cuantificaron por el método de Lowry y
colaboradores (95), modificado por 1la incorporacién del
tartrato de sodio y potasio a la solucién alcalina, con lo cual
se le da mayor estabilidad a los reactivos.

En la curva de referencia se utilizé Albumina Sérica
Bovina Liofilizada. Los rangos manejados fueron de 15 a 90
ug/sistema.

En las determinaciones de 1las muestras de 1liquido
folicular y homogeneizados de células foliculares y endometrios
se utilizaron 10 pl. Cuando se obtuvo una lectura mayor a la
del ultimo punto de la curva estandar, fue necesario diluirla y
cuando la lectura fue menor a la del primer punto de la curva,

se repitié la determinacién con un volumen mayor.

osfa a - -g- o H

La determinacién de la fosfatasa acida y alcalina se llevd
a cabo por el método de Lowry (94), las de la N-acetil-g-D-
glucosaminidasa por el método de Findlay y Levvy (63).

Para la determinacién de la actividad de la Fosfatasa
acida se utilizé un amortiguador de citrato/citrico 0.1 M pH
4.1, como sustrato al p-nitro-fenil fosfato 0.1 M y para
detener la reaccién se usé carbonato de sodio 0.1 M. En el caso

de la fosfatasa alcalina se usé el mismo sustrato; la solucioén
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amortiguadora fue Glicina 0.02 M pH 9.6.

La actividad de 1la N-Acetil-g-D-Glucosaminidasa se
determiné utilizando como sustrato al p-nitro-fenil-N-Acetil-g-
D-Glucosaminido y como amortiguador el citrato/citrico 0.1 M pH
5.7.

La determinacién de la actividad enzimatica se realizé
midiendo el p-Nitrofenol liberado del sustrato cuando éste se
hidrolizé. El1 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~NO;-Fenol, las determinaciones

se realizaron a concentraciones de 2 a 10 ug.

B-Glucuronidasa.

La actividad de la B-Glucuronidasa se midié por el método
de Fishman (65) utilizando como sustrato a la fenolftaleina del
acido B-glucurénido y una solucién amortigquadora de
acetato/acético 0.5 M pH 4.7.

El método se basa en la determinaciodn coloriﬁétrica de la
fenolftaleina liberada del sustrato fg-glucurénido por la accién
de la f~glucuronidasa. La fenolftaleina en solucién alcalina es
de color rojo y se mide a 550 nm. Las determinaciones para la
Curva estandar de Fenolftaleina se realizaron a concentraciones

de 5 a 20 ug.

Una vez obtenida la cantidad de proteina y de p~No0,~Fenol
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o Fenoftaleina, se hicieron los calculos para determinar la

actividad enzimatica en ug/ mg de proteina/ hora:

g de p-NO,-Fenol o Fenoftaleina
ACTIVIDAD ENZIMATICA

|

%k 2
mg de proteina

]

pug de sustrato convertido/mg proteina/ h

Andlisis de los Datos.

La significancia de los datos se calculd empleando la

prueba de "t" de student.
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Nuestros resultados claramente indican que la
administracién de una dosis superovulatoria de PMSG (40 UI) a
ratas prepuberes (dé 28 dias de edad), produce alteraciones
bioquimicas en las células foliculares, el liquido folicular y

el endometrio.

En este estudio se demuestra gque 1las cuatro enzimas,
fosfatasa acida (Fig. 7),. N-acetil-g-D-glucosaminidasa (Fig.
8), B-glucuronidasa (Fig. 9) y fosfatasa alcalina (Fig. 10), se_
encuentran en todos los compartimientos del foliculo y en el

endometrio.

En la Fig. 7 se muestra el efecto de la PMSG sobre 1la
actividad de la fosfatasa acida. En esta figura también podemos
apreciar que la actividad enzimdtica en las células de 1la

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

En las células de la teca la dosis superovulatoria indujo
un aumento en las actividades de la Fosfatasa acida (Fig. 11),
tanto 1libre como unida a membranas. En las células de la
granulosa del grupo superovulado, también se observa que hay

mayor actividad libre y unida a particulas (Fig. 12).
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Fig. 7.~ Actividad de Fosfatasa Acida en células foliculares y
endometrio de la rata. Efecto de la administracién de una dosis
superovulatoria (40 UI) de PMSG sobre la actividad libre y
unida de la fosfatasa acida en las células foliculares y el
endometrio, comparadas con las encontradas después de la
administracién de una dosis control (4UI). Las barras indican
la media de 8 determinaciones individuales * 1la desviaciodn
estandar. Las letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas entre 1las barras (p<.0l)
calculadas con la prueba de "t" de student.

Fig. 8.~ Actividad de N-acetil-g-D~glucosaminidasa en células
foliculares y endometrio de la rata. Ver leyenda de la Fig. 7

Fig. 9.~ Actividad de B-glucuronidasa en células foliculares y
endometrio de la rata. Ver leyenda de la Fig. 7.

Fig. 10.~ Actividad de Fosfatasa Alcalina en células
foliculares y endometrio de la rata. Ver leyenda de la Fig. 7.

Pig. 11.- Actividad de enzimas lisosomales en células de la
teca de foliculos de rata. Efecto de la administracién de una
dosis superovulatoria (40.UI) de PMSG sobre la actividad libre
y unida de las diferentes enzimas en las células de la teca,
comparadas con las encontradas después de la administracién de
una dosis control (4Ul). Las barras indican la media de 8
determinaciones individuales + 1la desviacién estdndar. Las
letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas entre las barras (p<.01) calculadas con 1la
prueba de "t" de student.

Pig. 12.- Actividad de enzimas lisosomales en células de la
granulosa de rata. Ver leyenda de la Fig. 11.

Fig. 13.- Actividad de enzimas lisosomales en células de la
granulosa de rata. Ver leyenda de la Fig. 11.

Fig. 14.~ Actividad de enszimas 1lisosomales en el 1liquido
folicular de la rata. Efecto de la administracién de una dosis
superovulatoria (40 UI) de PMSG sobre la actividad de 1las
diferentes enzimas en el liquido folicular, comparadas con las
encontradas después de la administracién de una dosis control
(4UI). Las barras indican la media de 8 determinaciones
individuales * la desviacién estandar. Las letras diferentes
indican diferencias estadisticamente significativas entre las
barras (p<.01l) calculadas con la prueba de "t" de student.
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B Livre 4UI 22 Libre 40UI Unida 4UI [ Unida 40UI

actividad enzimaética

178 -
150 a

125
100
75
50
235

ENDOMETRIO TECA

GRANULOSA

Fig. 7.- Actividad de fosfatasa acida en células foliculares y endometrio de rata.
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B Libre 4UT M Libre 40UI

Unida 4UI
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actividad enzimética
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ENDOMETRIO TECA

| actividad enzimética
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GRANULOSA

Fig. a.-'Actlvldnd de N-acetil-8-D- glucosaminidasa en células foliculares y endometrio de rata.
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B Libre 4UI
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Bl Unida 40U1

actividad enzimética
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60
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40 -
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ENDOMETRIO

TECA

GRANULOSA

Fig. 9.- Actividad de B-glucuronidasa en células foliculares y endometrio de rata.
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Unida 4UI [ Unida 40UI

B Libre 4U1

. actividad enzimética
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3 -

ENDOMETRIO TECA GRANULOSA

Fig. 10.- Actividad de fosfatasa alcalina en células foliculares y endometrio de rata.
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actividad enzimdatica actividad enzimaética
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GLUCOSAMINIDASA GLUCURONIDASA F. ACIDA F. ALCALINA

Fig. 11.- Actividad de enzimas lisosomales en células de la teca de foliculos de rata.



14

actividad enzimadtica actividad enzimdtica

551 | I vusRE 4ul
50 4 | BE@ LBRE 40Ul
UNIDA 4Ul
UNIDA 40Ul

GLUCOSAMINIDASA GLUCURONIDASA F. ACIDA F. ALCALINA

Fig. 12.- Actividad de enzimas lisosomales en células de la granulosa de foliculos de rata.
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Fig. 13.- Actividad de enzimas lisosomales en endometrio de rata.
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Fig. 14.- Actividad de enzimas lisosomales en liquido folicular de rata.
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La actividad de la Fosfatasa acida en el endometrio
también se alteré con el tratamiento superovulatorio (Fig. 13).
En este caso se observa una disminucién significativa de 1la
actividad libre en el grupo superovulado. La actividad unida a

particulas fue similar en ambos grupos.

La actividad de la enzima N-Acetil-g-D-glucosaminidasa
después del tratamiento superovulatorio muestra una respuesta

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

En las células de la teca la superovulacién indujo un
aumento significativo de 1las actividades libre y unida a

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

En las células de 1la grahulosa' 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 acfividades de 1la N-Acetil g-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,

aungque no hay diferencias estadisticamente significativas, el
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grupo superovulado también mostré una tendencia a la

disminucién (Fig. 13).

En la Figura 9 se presenta la actividad de 1la B-
glucuronidasa. Las actividades libre y unida de la enzima en
las células de la teca de los foliculos superovulados es mayor

que en los del grupo testigo.

En las células de la granulosa, la superovulacién indujo
un aumento en las actividades enzimaticas tanto libre como
unida a particulas. En estas las células, la actividad es muy

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

En el endometrio 1la pg-glucuronidasa responde a la
superovulacién con una disminucién en las actividades libre y

unida de la enzima (Fig. 13).

En la figura 10 se presentan los resultados de 1la
actividad de la Fosfatasa alcalina. No se obtuvieron
diferencias significativas en las actividades libre y unida de
la enzima en las células de la teca ni en las de la granulosa,
sin embargo, se observa que las actividades del grupo

superovulado tienden levemente a aumentar.

Eh el endometrio tampoco se observaron diferencias
significativas en la actividad de la fosfatasa alcalina entre

los dos grupos; no obstante, se puede observar una clara
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tendencia a la disminucién en las actividades de la enzima de

los animales superovulados.

Para el liquido folicular el analisis se hizo por separado
(Fig. 14). Los resultados muestran gque la superovulacién 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 &cida fue mayor (mds del 100%) en el liquido
"folicular de los foliculos superovulados. En esta misma figura
se muestra la actividad de la N-Acetil-pg-D-glucosaminidasa, la
cual también fue sighificativamente mayor en el grupo
superovulado. En el caso de la enzima B-glucﬁronidasa la
superovulacién indujb una disminucién en la actividad. En el
fluido folicular, la enzima Fosfatasa alcalina se alteré de
manera - semejante a la A-glucuronidasa, de manera que el
tratamiento superovulatorio provocé una disminucién en su

actividad.

Nuestros resultados indican heterogeneidad de los
lisosomas del foliculo con respecto al contenido dé enzimas y a
la distribucién de las células dentro del mismo. La fosfatasa
dcida se distribuyd de una manera mds o menos uniforme en las
células de la teca y de la granulosa; sin embargo, la actividad
en las primeras, fue 3 o 4 veces mayor que en las segundas,
ademas de que la superovulacidon indujo un aumento significativo

en las actividades libre y unida a particulas en los dos tipos
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de células foliculares. La N-acetil-g-D-glucosaminidasa y la g-
glucuronidasa muestran un patrén de actividad parecido; en las
células de la teca las actividades libre y unida son mayores
que'en las células de la granulosa, y aumentan en respuesta a
la superovulacién (Fig. 8, 9 y 1l1). Como obsérvamos, el

contenido de enzimas en estas células no es homogéneo.

70



DISCUSION.

Los lisosomas son un tipo de particulas citoplasmicas a
las que se encuentran asociadas algunas enzimas hidroliticas.
Morfolégicamente se describen como particulas densas con un
didmetro promedio de 0.3 a 0.5u. Poseen una membrana simple que
es semipermeable y separa efectivamente 1los complementos
enzimaticos del resto de los constituyentes celulares. Estas
hidrolasas son facilmente solubles, y tienen en comin un pH

éptimo acido (43).

El antiguo concepto de los lisosomas, considerados como
una "bolsa suicida", en el sentido de que el sistema lisosomal
estaba involucrado principalmente en procesos patoldégicos
conduciendo a una inevitable muerte celular por autdlisis (34),
ha evolucionado en un concepto completamente nuevo que tiende a
unir la funcién lisosomal con el control de algunos sucesos
importantes en la economia del metabolismo normal (126). Este
cambio se debié principalmente a las observaciones de Szego y
Seeler (1973) (141) quienes demostraron que el concepto "todo o
nada" de la activacion de la membrana 1is§somal necesitaba ser
cambiado por uno nuevo en el que este proceso podia variar
desde la mera labilizacién de la membrana lisosomal, lo cual
produce una "salida pausada" del contenido lisosomal, hasté un
"estallamiento drastico" de los lisosomas estructuralmente

intactos. Esta graduacién de 1la desestabilizacién esta en
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funcién de la intensidad y calidad del estimulo y participa
como un factor regulador en muchas funciones importantes.
Ademas, hay evidencias que demuestran que existen poblaciones
de lisosomas funcionalmente diferentes (14) que se caracterizan

por la heterogeneidad de su contenido enzimatico.

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
plasmatica, hasta el interior del nuclec. Los lisosomas parece
que se unen con la membrana plasmatica para interaccionar con
una variedad de sustancias quimicas acumuladas preferentemente
en estos organelos, debido a 1los cambios en el ambiente
intracelular. Uno de estos cambios son las sefiales hormonales,
por lo que se ha propuesto que la poblacién lisosomal primitiva
es importante en la recepcién del agente activo en 1la
superficie celular y funciona como vector para este rapido

traslado a la zona nuclear (140, 141).

Algunos de los efectos de las hormonas esteroides sobre
sus células blanco se ha visto que estan mediados por 1la
sintesis de proteinas, algunas de las cuales son especificas en

el tracto reproductivo de varios mamiferos.

Las evidencias que relacionan la funcién lisosomal con la
accidén de las hormonas esteroides y gonadotréficas ha sdrgido

de varias lineas de investigacion.
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En estudios de incubacién in vitro se demuestra que las
gonadotrofinas LH y FSH tienen un efecto directo sobre los
lisosomas ovaricos, ya gque aumentan la liberacién de enzimas,
lo cual sugiere un posible efecto labilizante sobre las
membranas lisosomales (39). Por otro lado, la PMSG in vitro,
induce disminucién de la fosfatasa acida 1liberada, lo que
sugiere un posible efecto estabilizante sobre las membranas
lisosomales (93). La administracién de PMSG a ratas inmaduras
induce un aumento de la actiVidad de la fosfatasa acida en las
células gque secretan esteroides (51, 111). En un estudio
histoquimico utilizando microscopia electrénica Krausova vy
Presl (85) observaron que el inicio de la esteroidogénesis de
las células de la teca se asocia con el desarrollo de vesiculas
identificadas morfolégicamente como lisosomas.

Examinando estas evidencias se ha propuesto gque las
hormonas esteroides, asi como las gonadotrofinas ejercen
algunos de sus efectos' sobre sus ©O6rganos blanco mediante
procesos enzimaticos, que involucran a las hidrolasas
lisosomales (40, 123, 126, 140).

En relacién a esta modalidad de su accidén se han propuesto
varios mecanismos acerca de la manera coémo ejercen su efecto

las hormonas gonadotréficas y esteroides, ya sea:

1. Modificando 1la velocidad de sintesis de 1las enzimas
lisosomales (11, 113, 132).

2. Alterando la permeabilidad de los lisosomas (155).
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3. Afectando la fragilidad y distribucién subcelular de 1los
lisosomas (141). L

4. Aumentando la velocidad de 1liberacién de “ias enzimas
lisosomales (34).

Por otro lado, hay algunos otros puntos de interrelacién
entre las hormonas esteroides y gonadotréficas y los lisosomas.
Hay evidencias de que los lisosomas pueden participar en el
metabolismo mismo de estas hormonas (118). De manera mnuy
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 8 que se combinan mediante
puentes hidrofébicos. 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 células ovaricas por endocitosis mediada por
receptores. Dentro de la célula, gran parte de ésta hCG es
transportada finalmente a los lisosomas y degradada; de manera
que este mecanismo contribuye a la degradacién del complejo
hormona~-receptor y, por lo tanto, ayuda a regular la accién

fisiolégica de estas hormonas (140).

Ademds, se ha demostrado que la ILH y la FSH promueven la
labilizacién de los lisosomas ovaricos produciéndose un aumento
en la liberacién de las enzimas por arriba de los valores
basales (40, 114, 123); asi como un aumento posterior en el
nimero 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 estimulacidén (Fig. 11 y 12), es posible que
la PMSG, al igual que 1la IH actie sobre estas células

estimulando la sintesis de estas enzimas (140).

En el fluido folicular, las actividades de la Fosfatasa
4cida y la N-acetil-g-D-glucosaminidasa. aumentaron con la
superovulacién, mientras que la f-glucuronidasa disminuyé (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 foliculo, de manera que su
composicién guarda una estrecha relacién con los fendémenos
bioquimicos que se estén llevando a cabo dentro de las células
foliculares. En varias investigaciones se ha relacionado 1la
presencia de actividades altas de fosfatasa acida en el liguido
folicular con los foliculos pequefios durante el crecimiento
(11, 93, 127, 136, 158). Con base en estas observaciones
podemos decir'que, ya que en nuestro estudio la administracién
40 UI de PMSG indujo un aumento significativo de la actividad
de la fofatasa acida en el fluido folicular; es probable que
los foliculos obtenidos mediante superovulacién, é pesar de que
su crecimiento es aparentemente adecuado, su metabolismo
bioquimico es semejante al de un foliculo pequefio. Esta
alteracion en la actividad enzimdtica es posible que también
afecte la maduracién del ovocito.

Tratando de relacionar este esquema con las alteraciones

enzimaticas inducidas por la superovulacién y la participacién
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de los lisosomas en el metabolismo de las hormonas esteroides y
de las gonadotrofinas, debe recordarse que los receptoreé que
unen esteroides son proteinas fosforiladas (7, 43) y su
actividad puede ser modificada por la accién de la fosfatasa
acida y alcalina. Enteman y colaboradores (52) han propuesto
que la deshidrogenacién de Estradiol, para formar un metabolito
menos activo como lo es la Estrona, puede llevarse a cabo
mediante una 17-f-deshidrogenasa asociada a una subpoblacién de
lisosomas. En una investigacién reciente (11), 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 maduracién folicular, observandose una disminucién de 1la
actividad total de la fosfatasa acida en las células de la teca
Yy de la granulosa seguin el crecimiento de los foliculos. De
este modo, las altas actividades de las enzimas Fosfatasa acida
y N-acetil-g-D-glucosaminidasa en las células de la teca y de
la granulosa de los foliculos superovulados (Fig. 7 y 8),
pueden reflejar una disminucién en la actividad del receptor
para esteroides en estas células. Esta posibilidad se refuerza
por el aumento concertado en ambas actividades 1libres e
intralisosomales de estas enzimas, indicando la existencia de
un mecanismo activo de regulacién de su distribucion y sintesis

intracelular.

La enzima pB-glucuronidasa muestra un mecanismo diferente

Yya que, mientras qgue en las células foliculares se observa un
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aumento significativo de las actividades tanto libres como
unidas (Fig. 8), en el liquido folicular su actividad disminuye
(Fig. 14). En el organismo, los esteroides se metabolizan por
la formacién de conjugados hidrosolubles con el acido sulfurico
Yy glucurdénico que se eliminan 1lentamente del torrente
sanguineo, por lo que se piensa gque pueden ser reservas o
amortiguadores que ayuden a mantener relativamente constante el
nivel de esteroides 1libres (9). Ya que la PMSG induce un
aumento en 1la actividad esteroidogénica de 1las células
foliculares, es posible que el aumento de la actividad de la g~
glucuronidasa participe en la produccién de un aumento en la
cantidad dé esteroides libres que se necesitan para mantener el
equilibrio hormonal en las células foliculares y en el liquido
folicular. Es pues posible que la PMSG induzca un aumento en la
sintesis de la enzima y/o una labilizacién de los lisosomas,

aumentando de esta manera la concentracién de esteroides.

Se ha postulado que la descomposicién del tejido conectivo
en el Apice‘de la pared folicular, prerrequisito esencial para
la ruptura del foliculo, depende de la actividad de las enzimas
hidroliticas (16, '25). Las micrografias eleétrénicas han
mostrado lisosomas Fosfatasa acida positivos en los
fibroblastos dentro de la teca externa y su actividad parece
ser mas intensa en la tunica albuginea y las capas de la teca
antes de 1la ovulacién (111). En estudios de microscopia

electronica de los foliculos ovaricos de rata, se observaron

agregados de cuerpos multivesiculares en los ovocitos maduros
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grandes, antes de 1la ovulacidn. Estos organelos, que
corresponden a una clase de lisosomas, aumentan dramaticamente
en cantidad conforme avanza la maduracién del ovocito (113).
Nuestros resultados demuestran que en los foliculos de 1las
ratas superovuladas hay un aumento en 1le numero de los
lisosomas en las células de la teca, asi como una liberacién
sustancial de la actividad de las hidrolasas lisosomales en los
compartimientos libres de estas células, por lo tanto, parece
ser razonable proponer que los lisosomas en los fibroblastos de
la teca pueden desempefiar una funcién importante en 1la
degradacién del tejido conectivo en la pared folicular durante
la ovulacién, permitiendo que ovocitos no completamente maduros

sean ovulados.

Se ha demostrado que en los mamiferos las enzimas
lisosomales participan en 1la remodelacién tisular del
endometrio que es indispensable para la nidacién del huevo (6,
75, 126). Por otro lado, puesto que no hay evidencias
satisfactorias de que el trofoblasto secrete cantidades
significativas de enzimas hidroliticas (14), se ha establecido
que los cambios en las actividades de las enzimas lisosomales
en el endometrio relacionadas con la implantacién del ovocito,
son completamente dependientes de la actividad hidrolitica del

endometrio mismo.

El estudio histoquimico del proceso de nidacién (5) parece

indicar que los lisosomas llevan a cabo una funcién importante
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en las células endometriales, destruyendo su citoplasma justo
antes o durante la implantacién de manera que se remueva la
barrera para que penetre el trofoblasto en el epitelio uterino.

En nuestro estudio la induccién de superovulacién produjo
una disminucién en las actividades de las tres enzimas
lisosomales en el tejido endometrial. Esta disminucién es
particularmente notable en el caso de la Fosfatasa acida y de
la N-acetil-f-D-glucosaminidasa, cuyas actividades libres
disminuyeron significativamente mientras que la actividad unida
a particulas no sufrié cambios (Fig. 7 y 8). Como mencionamos
antes, algunos autores mencionan gque la falla en la
implantacién de los ovocitos superovulados, no es causada por
alteraciones en el ovocito (99), sino que se debe a que las
gonadotrofinas inducen una esteroidogénesis ovarica
inapropiada, lo cual va a promover un ambiente uterino hostil a
la implantacién. En este sentido, es posible que debido al
aporte inadectado de esteroides en el endometrio AQurante la
fase proliferativa no haya un estimulo adecuado para la
sintesis requerida de enzimas (actividad intralisosomal) o bien
gque no se induzca wuna 1labilizacién de lo; lisosomas,
promoviéndose de esta manera una disminucidén de la liberacidn
de las enzimas (Fig. 13), y por 1lo tanto, deficiencias
importantes - en el mecanismo de implantacién del ovocito

fertilizado.

Puesto que los esteroides incrementan la tasa de

79



liberacién de 1las enzimas lisosomales (34) y cambian 1la
permeabilidad de las membranas de los lisosomas (156), asi como
la distribucién celular y su concentracién (140, 141); 1la
disminucién de la actividad de la B-glucuronidasa tanto en la
fraccién libre como en la unida a particulas (Fig. 9), puede
ser indicativo de una disminucién tanto en la sintesis como en
la liberacién de estas enzimas. En el caso de 1la g-
glucuronidasa esta disminucién no sélo daria como resultado una
déficiente preparacién del endometrio para la nidacién, sino
que interferiria también con la presencia de una adecuada
concentracién de esteroides libres, por la incapacidad ae
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 nutricién en el
embrién durante las primeras etapas del desarrollo y con la
implantacién (110). Mediante técnicas histoquimicas, se ha
demostrado la localizacién y actividad de la enzima y se le ha
asociado con la reaccién decidual (64). En el ratén, durante
'las primeras etapas de la gestacién hay un aumento de la
actividad de la fosfatasa alcalina en el estroma del utero,
alcanzandose la actividad ma&xima alrededor del séptimo dia
(110) . La superovulacién no indujo cambios en las actividades
libres y unidas de esta enzima, no obstante se observé una
tendencia a disminuir (Fig. 10 y 13).

En relacidén con la actividad de la fosfatasa alcalina, se

80



ha indicado que generalmente la enzima es muy activa en
aquellos tejidos comprometidos con el transporte de nutrientes
Y con frecuencia se encuentra en dérganos secretorios y en los
tejidos de velocidad metabdlica alta, como ocurre en el utero
decidualizado, en donde se han encontrado altas actividades
especificas de esta enzima (110). De acuerdo a esto, 1la
disminucion en la actividad de Fosfatasa alcalina encontrada en
este . trabajo podria, al menos en parte, explicar 1la
implantacién inadecuada de los ovocitos superovulados por 1la

carencia de un aporte apropiado de nutrientes.

Como conclusidén podriamos decir que el conocimiento actual
apoya la idea de que las enzimas lisosomales participan en
varias de las acciones de las hormonas gonadotréficas (67) y
esteroides (51) que intervienen en el proceso reproductivo.
También es conocido que en particular las hormonas esteroides
son capaces de modificar las propiedades membranales de las
células endometriales, modificande la permeabilidad de los
diferentes organelos intracelulares. Es pues posible aceptar
que las hormonas ejerzan parte de su actividad alterando 1la
permeabilidad de 1los 1lisosomas (156), su fr;gilidad, su
distribucién subcelular (140, 141), asi como aumentando la
velocidad de sintesis y liberacién de las enzimas lisosomales
{(34), de manera que éstas constituyan factores importantes en
varios procesos involucrados en la reproduccién, tales como
regresion tisular (42), maduracién folicular (141), ovulacién

(16, 25), implantacién (64, 78) e inicio de 1la qestaciénv(109).
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Todos estos fendmenos deben estar intimamente relacionados y en
perfecto equilibrio, de manera que la alteracién de alguno de
ellos puede provocar que se desequilibre todo el sistema.
Nuestros resultados permiten concluir gque mué¢has de las
alteraciones reproductoras observadas después de la
superovulacion pueden ser explicadas por alteraciones de 1la
participacién de actividades lisosomales, tanto al nivel del

ovario, como a nivel del endometrio.
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