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RESUMEN

La foliculogénesis es regulada por las gonadotropinas
hipofisarias y las hormonas sexuales secretadas por el
ovario, cuyos efectos son modulados por la informacién neural
que llega al ovario. En el presente estudio-se analizdé 1la
relacién entre el crecimiento folicular inducido en la rata
prepGber por la inyeccién de la gonadotropina del suero de
yegua prefiada [PMSG} o las isohormonas de la hormona
estimulante del foliculo ([rFSH] y la edad en la que los
animales fueron tratados. Para ello se utilizaron ratas
prepiber de edades comprendidas.entre los 21 y 30 dias, que
fueron inyectadas con 3, 6 o 8 ui de PMSG y sacrificadas a
las 24, 48 y 72 horas. En otro experimento animales de 24 y
27 dias fueron tratados con isohormonas de FSH, aisladas de
la hipé6fisis de ratas macho adultos castrados.

En los animales de 21, 24, 27. Y 30 dias de edad
tratados con 3, 6 o 8 ui de PMSG s.c. la tasa de animales
ovulantes dependid de la edad del animal. En el animal de 21
dias no se produjo la ovulacién, ni la apertura vaginal; en
aquellos tratados a los 24 dias con PMSG, 19/32 animales
abrieron vagina y sélo ovularon 7 de los 12 tratados con 8
ui; en los animales de 27 y 30 dias tratados con las tres
dosis 65/87 ovularon y 72/87 abrieron vagina. En los animales
de 30 dias el nGmero de ovocitos liberados por animal

ovulante dependio de la dosis [3 ui: 5.9%0.4; 6 ui: 12.7%2.3
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y 8 ui: 30.0%1.6 ovocitos].

El peso de los ovarios y el Gtero aumentdé en respuesta
al tratamiento con PMSG. El1 aumento en el peso del fitero fue
mayor en los animales que ademis recibieron hCG ([PMSG+hCG
123.6%6.1 vs PMSG 81.9%8.9, p<0.05].

En los ovarios de las ratas tratadas con solucién
salina el diémetro folicular promedio aumenté a partir del
dia 23 hasta el difa 29 [203%5.4 um vs 266%6.7, p<0.0l1). En
cambio, el nimero de foliculos medidos mostré fluctuaciones y
disminuyé en forma significativa a partir del dia 27 hasta el
dia 29 ([171%43 vs 99%7, p<0.05]. En los animales tratados con
PMSG los aumentos del di&metro folicular y las variaciones en
el nGmero de foliculos medidos dependidé de 1la édad y del
lapso entre el tratamiento y la.autopsia.

En los animales de 24 dias, la inyeccién de PMSG
provocd aumento de la tasa de foliculos con di&metro mayor de
350 am y disminuyd la tasa de foliculos atrésicos.

En comparacién con los resultados obtenidos en los
animales tratados con solucién salina, el nGmero de foliculos
atré&sicos aumentd en los ovarios de las ratas tratadas con la
isohormona de FSH con menor contenido de &cido sidlico
{23.7%1.8 vs 12.7%3.7, p<0.05].

Estos resultados nos permiten concluir que en el animal
prepiber, la respuesta ovulatoria a la administracién de PMSG

depende de la edad y la dosis. Que la PMSG estimula el



crecimiento de ‘los foliculos en maduracién y disminuye la
proporcién de foliculos atrésicos, efecto que depende de la
edad del animal en estudio. Que el aumento del peso de los
ovarios inducido por la PMSG es funcién de la dosis y no se
correlaciona con la capacidad ovulatoria ni con el peso del
Gtero. Que el aumento en el peso del Gtero provocado por las
gonadotropinas que estimulan la sintesis de los esteroides
sexuales depende del tiempo transcurrido entre la
administracién y la autopsia. Que las isohormonas de la FSH
tienen efectos disimiles sobre la atresia folicular, lo que
podria corresponder a diferentes actividades bioldgicas
dependientes, entre otros, de la cantidad de &cido siédlico

presente en la molécula.



I. INTRODUCCION.

El foliculo ovirico es la unidad‘anatémica Y funcional
del ovario. Su crecimiento y diferenciacién son regulados por
las gonadotropinas hipofisarias [hormona estimulante del
foliculo ; hormona luteinizante ; prolactina ]}, las hormonas
esteroideas y no esteroideas producidas por los propios
foliculos y por factores de diferentes origenes [neurales,
suprarrenales, timicos, etc.) (18).

En el ovario se distinguen tres compartimientos: el
folicular, formado por los foliculos en las diferentes
etapas de desarrollo, el intersficial y el luteal. Metodold-
gicamente, el desarrollo de los foliculos puede ser analizado
en funcidén de los siguientes parametros (3, 7, 18, 54, 62):

- Didmetro de los ovocitos

- Di&metro de los foliculos

- NGmero de cé&lulas de la granulosa

- Presencia de la zona peltcida

- Formacién de las tecas interna e externa

- Desarrollo de antro o cavidad folicular

- Capacidad de respuesta a las gonadotropinas o a los
esteroides

- Capacidad secretora

- Capacidad de ovulacién

—— 8 o = A A - - o = o o o 4 T O T S " S "

LISTA DE ABREVIATURAS UTILIZADAS EN ESTE TRABAJO

FSH: Hormona estimulante del foliculo

hCG: Gonadotropina coriénica humana

GH: Hormona del crecimiento .

GnRH: Hormona liberadora de las gonadotropinas

LH: Hormona luteinizante

PMSG: Gonadotropina del suero de la yegua prefiada

PRL: Prolactina

rFSH-A: Isohormona FSH con menor contenido de acido sidlico
rFSH-B: Isohormona FSH con mayor contenido de acido sidlico



1. FOLICULOGENESIS

El términ; foliculogénesis se utiliza para describir
las diversas etapas por las que pasa un foliculo desde su
formacién hasta que se produce la ovulacién o la atresia.

El inicio de 1la foliculogénesis varia entre las
diferentes especies de mamiferos. En algunas [mujer, mona,
vaca, yegua, cerda Yy cobaya ] la formacién de los foliculos
se realiza durante la etapa fetal, por lo que al nacimiento
ya existen foliculos. En cambio, en otras la formacién de los

mismos se realiza después del nacimiento (3, 4, 55).

1.1 Estructura general de los foliculos

El foliculo estd formado por el ovocito, las células
de la granulosa que pueden formar de una a 12 capas alrededor
del ovocito, la membrana ® basal, 1las cé&lulas teco-
intersticiales que conformanlla teca interna y la teca
externa, el tejido conjuntivo, 1los capilares y 1las
terminaciones nerviosas gque llegan hasta la basal sin
atrﬁvesarla (18).

En la mayoria de los mamiferos, desde el nacimiento el
ovocito se encuentra en la etapa de dictioteno de 1la
primera profase meiética. El ovocito presenta microvellosida-
des que se interdigitan con las células foliculares
cercanas. A medida que el foliculo crece, aparecen espacios

discontinuos entre el ovocito y las células de la granulosa



adyacenﬁes, que son ocupados por una estructura que contiene
mucopolisdcaridos y proteinas, débilmente eosinéfila que
reacciona en forma positiva al reactivo de PAS, la que recibe
el nombre de membrana pelficida y es impermeable a los solutos
de alto peso molecular como los polisaciridos y a 1las
proteinas. La zona pelficida aparece alrededor de los ovocitos
gque estidn rodeados por una capa de células granulosas
cuboidales o en los foliculos que presentan mds de dos capas
de células granulosas. En su formacién participan las células
foliculares y el ovocito (3, 7, 18, 48, 74).

Durante la mayor parte de la vida del foliculo, las
células de la granulosa se caracterizan por la presencia de
numerosas mitocondrias con crestas en forma de anagquel,
cisternas en el reticulo endoplasmico rugoso, ribosomas
libres, gotitas de lipidos, aparato de Golgi. Numerosos
desmosomas y nexos entre ellas, al igual gue con el ovocito.
Las células foliculares se 1localizan por dentro de 1la
membrana basal que separa al foliculo del tejido circundante
y alrededor del ovocito (4, 7, 18, 55).

Las cé&lulas de la teca interna se caracterizan por
poseer abundante reticulo endoplédsmico liso tubular, gotitas
de 1lipidos, mitocondrias con crestas tubulares, gran
actividad de la enzima @5-38-hidroxiesteroide deshidrogenasa
[85-3B-OHED’asa}] y de fosfatasa alcalina. Esta teca tiene

abundante riego sanguineo y 1linfatico, presenta numerosas



terminaciones qerviosas libres o que se vinculan con 1los
vﬁsos. La teca externa se caracteriza por la presencia de
tejido conectivo fibroso, fibroblastos, algunos vasos
sanguineés y linfaticos, células de tipo mioepitelial y
muscular. Se considera que las tecas se originan de las
células indiferenciadas que rodean por fuera a la membrana
basal del foliculo con antro y quei la diferenciacién de estas
células es inducida por las células de la granulosa (3, 4, 6,
7).
1.2 DIFERENCIACION FOLICULAR

En el ovario de un animal adulto, el 90 % de los
foliculos son primordiales y el 10% restante estén en las
diferentes etapas del crecimiento y la diferenciacién ([fig
Al(3).

Los foliculos primordiales o de reserva se localizan en
la corteza del ovario, por debajo del epitelio superficial.
Est&n formados por el ovocito, una capa de células planas
{futuras células de la granulosa), la basal y las células no
diferenciadas que lo rodean. Al crecer los foliculos primor-
dialés [fig B), aumenta el tamafio del ovocito, las células
granulosas cambian de una forma plana a una cuboidal que
después se multiplican por mitoéis conformando varias capas
alrededor del ovocito (3, 4).

Los foliculos en crecimiento se clasifican en pre-

antrales, antrales, preovulatorios pequefios Yy preovulatorios



I
|

otresico

Cusrpo
amarilio

Tejido intersticiol

Folicuio s

Mambrang
qrenvlosa

Epitatio

%“ .
Foituion X
primordinles

N

RN ..Q.v. »
/

El.

e mamiferos
intersticial (3):

o
~
me
HY
o}
>~
O~
T
-
o g
o
=1
Q0
Q,
w g
Ss
mc
o]
=]
alialda
s
o+
25
5
0
<4
o7
uc
o
O
-10
Py G4



Figura B. Clasificacién del desarrollo de los foliculos por
didmetro del ovocito y por el nimero de células foliculares
(53).
FOLICULOS PEQUENOS O PRIMORDIALES

Ovocito con di&metro menor a 20 Jm

Tipo I Tipo 2 Tipo 3a
con 20 células

® ®

FOLICULOS MEDIANOS O EN CRECIMIENTO

Oovocito con didmetro mayor a 20 jam

Tipo 3b Tipo 4 Tipo Sa
de 21 a 60 células de 61 a 100 de 101 a 200

e €

FOLICULOS GRANDES O SECUNDARIOS

Ovocito con di&metro mayor a 70 um

Preantrales Antrales o preovulatorios

Tipo Sb

10



grandes.'A los foliculos con mis de cuatro capas de células
granulosa se les considera como foliculos secundarios y como
preovulatorios aquellos que presentan mds de ocho capas Yy en
los cuales ya se diferencian la teca interna de 1la teca
externa (3, 4, 7, 18). Con el avance del desarrollo, entre
las células de la granulosa se forman espacios ([cuerpos de
"call-exner"] que contienen 1liquido [ligquido o 1licor
folicular], producto de la secrecién de las células
foliculares y de la extravasacidn de componentes del
plasma. A medida que el foliculo aumenta de tamafio, también
lo hace el espacio ocupado por el liquido folicular [antro o
cavidad folicular] el ovocito pasa de una posicién central a
una polar y se diferencian las tecas. Se considera que en
esta etapa de desarrollo disminuye el proceso de mitosis de
las células foliculares (4). Alrededor del ovocito existe una
corona de células de la granulosa denominada corona radiada o
cumulus oophorus(3, 7). Entre las células del cunmulus
~oophorus y el ovocito existen uniones gap o nexos, cuyo
nimero aumenta al madurar los foliculos (4, 7, 74).

En el liéor folicular se ha podido mostrar la presencia
de: FSH, LH, PRL, OMI [factor inhibidor de la maduracién del
ovocito), FSHRBI [factor inhibidor de la unién de la FSH a su
receptor], un polipéptido con caracteristicas semejantes a la
GnRH, noradrenalina, inhibina y diversos polipéptidos que son

sintetizados por las células granulosas (10, 71, 76).
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1.3 REGULACION DEL CRECIMIENTO Y LA DIFERENCIACION DE LOS
FOLICULOS

El ovario en los animales brepﬁberes se caracteriza por
ser un 6rgano en continuo crecimiento y diferenciacién. Se
conoce poco sobre la sefial que promueve el inicio del
crecimiento de los foliculos primordiales, pero una vez dque
se inicia continda hasta la ovulacién o la atresia. Al
parecer, algunos de los mecanismos que regulan los procesos
para que algin(os) foliculo(s) llegué a la etapa
preovulatoria [foliculos dominantes] dependen de: 1) 1la
capacidad de respuesta de los foliculos preantrales al
estimulo gonadotrépico, 2) los factores inhibidores vy
estimulantes provenientes del (los) foliculo(s) dominante(s)
Y 3) la presencia de un sistema de retroalimentacién de
circuito largo ["long-loop"] entre los foliculos dominantes y
la hipéfisis (35).

Para que se lleve a cabo el proceso de foliculogénesis
es imprescindible la presencia del ovocito. La ausencia del
ovocito al inicio de este proceso impide la fragmentacién de
los cordones sexuales y por consiguiente no se forman los
foliculos primordiales. La destruccién selectiva de las
células germinales por la administracién de busulfan [1,4-
butandiol dimetansulfonato] a ratas prefiadas, impide 1la
formacién de los foliculos. El tejido intersticial de esa

gdénada no presenta las éaracteristicas de tejido esteroidogé-
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nice, ya que no.se puede detectar la presencia de la enzima
§5-38-OHED'asa (43, 44, 45).

Durante la foliculogénesis, la FSH y los estrégenos
placentario estimulan la sintesis de receptores a FSH en las
células de la granulosa de algunos foliculos preantrales. En
ese momento no existen receptores a la LH en las células de
la granulosa, la induccién de estos receptores por la FSH y
los estrdgenos ocurre al crecer y diferenciarse los foliculos
con antro (35, 62, 65).

Se ha sugerido que en los folfculos preantrales y
antrales pequefios, se sintetiza el factor IMO el cual inhibe

la continuacidén del proceso de meiosis (10).

Las gonadotropinas, los neurotransmisores y otras
hormonas de origen central o periférico regulan la sintesis
de esteroides en las células de la granulosa y de las tecas
(32). En mitocondrias aisladas de ovarios de ratas inmaduras
tratadas con FSH y LH, la LH estimula la sintesis de la.
pregnenolona, ya que facilita el movimiento del colesterol
intramitocondrial al sitio d6nde se segmenta la cadena
principal (27).

La FSH estinula la sintesis de estrégenos en las
células de la granulosa al activar al sistema de la aromatasa

y como sustratos utiliza a la androstenediona y la
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testosterona, que son sintetizadas por las células de la teca
interna. El sistema de la aromatasa es un complejo enzimdtico
relacionado al citocromo P450, la flavoproteina y al NADPH-
citocromo P450-reductasa (20, 31, 32, 97).

Los estrégenos al actuar de manera sinérgica con la
accién de la FSH, estimulan la divisibén de las células de la
granulosa y la sintesis o expresién de receptores a la FSH y
a la LH (62, 63, 71).

La LH estimula la sintesis de sus propios receptores
[regulacién estimulante o *"up-regulation"], tanto en las
células de la teca como en las de la granulosa (36, 37, 64,
96). Ademds facilita el desarrollo de la capa de células
tecales y acelera el crecimiento de los foliculos con 3 o 4
capas de células de la granulosa (53).

El reinicio de la meiosis y la maduracién final del
ovocito, estid regulado por las células foliculares que
presentan receptores a la LH. En este proceso participa el
AMPc (15, 74, 75).

En la rata preplGber, se ha propuesto que al aumentar la
concentracién de LH en el plasma se estimula el crecimiento
de los foliculos con éntro pequefio a foliculos pre-
ovulatorios; En cultivo de células de 1la granulosa
previamente tratadas con FSH, la LH induce la sintesis de
progesterona al activar al sistema 38-OHED’asa (27, 32, 96).

La progesterona aumenta la respuesta de los foliculos con

14



antro pequefio a_la LH., Esta accién es importante en aquellos
periodos en los que la concentraéian de LH'plésmafica es baja
{ por ejemplo durante la pubertad, el ciclo estral y al
inicio de la prefiez), ya que la progesterona podria facilitar
los efectos de la LH en el crecimiento de los folicules con
antro pequefio a foliculos preovulatorios (64).

En los foliculos en crecimimiento {foliculos pre-
antrales] la activacién del sistema enzimitico necesario para
la sintesis de esteroides, es estimulado por la FSH y en los
antrales por la LH. Los estrégenos promueven la proliferacién
celular, la induccién de receptores a PRL, a LH y al aumento
de14nﬁmero de nexos entre las células de la granulosa (22,
32, 46).

En las ratas inmaduras hipofisectomizadas, 1la
administracidén de dietilestilbestrol provoca aumento del
nGmero de foliculos grandes y disminucisén de los foliculos en
crecimiento. Este hecho se ha considerado como prueba de que
los estrbégenos, ademds de su accidédn mitogénica, impiden que
los foliculos preantrales entren en atresia (46).

En la rata prepfiber de 10 dias, la administracidén de
PMSG o FSH induce la aparicién de foliculos con antro, con
dismetro mayor de 350 pm [ foliculos preovulatorios ], los
cuales normalmente se encuentran en los ovarios de ratas de

14 a 17 dias de edad (24). La administracién de FSH o de la
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FSH mas la LH, provocan disminucién de la incidencia de
atresia en los foliculos de 200-400 mm de didmetro y aumento
de la proporcién del nimero de los foliculos preovulatorios

(5, 21, 24, 28, 29, 30, 40, 56, 70, 89, 90).

1.5 ATRESIA FOLICULAR

El término atresia se refiere al proceso por el cual
los foliculos pierden 1la capacidad de continuar su
diferenciacién y no alcanzan la etapa de ovulacién. La
atresia se presenta en todos los tipos de foliculos y en
todas las etapas de la vida reproductiva. En el ratén, se ha
calculado que durante las dos primeras semanas de vida, desa-
parecen de 200 a 300 foliculos pequefios por dia. En 1la
rata, el nimero de foliculos por ovario disminuye de 18000 a
5500 en las tres primeras semanas de vida. En la mujer, de
los aproximadamente 400 000 ovocitos presentes al inicio de
la pubertad sblo 400 ovocitos llegan a ser ovulados (6, 8).

Los signos histolégicos m&s caracteristicos de 1la
atresia folicular son: detencién del proceso mitético de las
células de la granulosa y disminucién del indice de figuras
mitéticas; separacién de las células de la granulosa, algunas
de éstas células aparecen en la cavidad antral [descamacién]
o son fagocitadas; presencia de células con nicleo picnético;
alteraciones del ovocito [ausencia o cambio en la forma de la

membrana nuclear o fragmentacidén del ovocito]; hipertrofia de
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las cé&lulas de }a teca [engrosamiento de las tecas], disminu-
cién del riego sanguineo y aparicién de signos de
luteinizacién; disminucién del nGmero de nexos ([uniones gap])
entre las células de la granulosa y de desmosomas entre las
células del cumulus y el ovocito; colapso de la zona pelicida
(3, 6, 8, 47). Otras caracteristicas de los foliculos atrési-
cos son la pérdida de la capacidad de aromatizacién, la de
sintetizar estrégenos y posiblemente también andrdgenos (8,
33, 34, 38). Sin embargo, en éstos foliculos la ILH y los
andrégenos estimulan la produccién de progesterona al activar

al sistema 3B-OHED’asa (8).

2. PUBERTAD

La pubertad es la fase del desarrollo que va de 1la
inmadurez a la madurez sexual, es regulada por el sistema
hipot&lamo-hip6fisis~génada y culmina cuando el ovario
produce estrégenos en suficientes cantidades como para
disparar el primer aumento de la secrecién de las gonadotro-
pinas y se produce la primera ovulacién. La pubertad comenza-
ria en el momento en el que se modifican los efectos regula-
dores de los estrégenos sobre la secrecién de las gonadotro-
pinas. Este cambio estd asociado con la disminucién en 1la
sensibilidad del hipot&lamo y de la hipéfisis a los efectos
inhibitorios de 1los estrégenos (49, 50, 58, 59, 60). Otras

hormonas que modulan el proceso de la pubertad son 1la PRL Yy
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la GH. La administracién de PRL induce pubertad precoz en la
rata, ya que aumenta la sensibilidad del ovario a las bajas
concentraciones circulantes de 1las gonadotropinas, que
existen durante el periodo prepfiberal y provoca aumento del
nimero de los receptores a la LH en las células de 1la
granulosa, lo que se traduce en ei aumento de la liberacidn
de la progesterona y los estrbégenos. En la rata prepGber, la
PRL actGa en el hipotdlamo y estimula la liberacién de FSH y
LH (1, 49).

En la rata el inicio de la capacidad reproductiva es
sefialada por la primera ovulacién, evento usualmente asociado
con el primer estro vaginal.. Durante este proceso hay,
ademis, dilatacién e hiperemia en la &rea genital, aumento en
el peso del Gtero por acumulacién de liquido Gterino en 1la
etapa preovulatoria y aumento del peso de los ovarios (49).

2.1 EVENTOS NEUROENDOCRINOS DESDE EL PERIODO INFANTIL
HASTA LA RUBERTAD.

Durante la maduracién sexual de la rata hembra, las
concentraciones de las gonadotropinas y los estercides varian
con la edad de los animales. En la rata, desde el dia 5 al 15
de edad [ periodo infantil }, el contenido de FSH en la hip6-
fisis se eleva dramaticamente, alcanza su maximo en el dia
18, permanece alta hasta el inicio del periodo juvenil ([dia
21] y disminuye desde el dia 29 hasta el momento de 1la

apertura vaginal (periodo puberal). La concentracién de LH en
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la hipéfisis es maxima durante los dias 18 al 29 de vida y
disminuye al momento de la apertura vaginal (12).

En la rata de 21 dfas la concentracién de GnRH es m&xi-
ma en el hipotdlamo y permanece  alta hasta el momento de 1la
apertura vaginal, momento en el que disminuye la repuesta de
la hipéfisis a é&sta hormona, asi como las concentraciones de
FSH y LH en el plasma (12, 49, 72).

Durante los dias que preceden a la primera ovulacién
aumenta la respuesta de la hipéfisis a los estrégenos circu-
lantes, siendo méxima cuando aumenta la concentracién de las
gonadotropinas en el piasma (41, 49, 51, 58, 60, 72).

En el animal prepdber la liberacién de la FSH es conti-
nua y la de LH es episédica. Entre el dia 10 y 15 de vida las
concentraciones plasmAticas de la FSH est&n elevadas, dismi-
nuyen hacia el dia 20 y permanecen bajas hasta el momento de
la apertura vaginal y el primer estro (14, 16, 42, 58, 77).
En los animales de 13 a 18 dias de edad, las concentraciones
mas elevadas de LH ocurren entre las 15:00 y 03:00 hs (24).
En la tarde del primer proestro vaginal, se produce un aumen-
to brusco de las concentraciones plasmdticas de la LH y FSH
(78, 85).

En el dia de la apertura vaginal aumentan las concen-
traciones plasmiticas de ia FSH, aumento similar al gque

ocurre en la tarde del proestro en el animal adulto (12).
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En los ovarios de la rata, a los 10 dias de edad
(periodo infantil), existen receptores a la GnRH y a las
gonadotrépinas [FSH y LH]}. La médxima concentracién de los
receptores a la GnRH coincide con la disminucién de las con-
centraciones plasmiaticas de la FSH (14). Al disminuir el
nlimero de receptores a GnRH en el ovario se estimula el pro-
ceso de esteroidogénesis y la activacién de los mecanismos
que controlan a la pubertad (72).

En las células de la granulosa sdlo existen receptores
a FSH y su nGmero aumenta con la edad hasta el dia 21 (inicio
del periodo juvenil]. La unidén de la FSH a su receptor coin-
cide con el desarrollo de los foliculos que tienen de 1 a 3
capas de células granulosas. La unién de LH-hCG a sus recep-
tores se encuentra exclusivamente en las células intersti-
ciales hasta la edad de 20 dias, después del dia 25 estos
aparecen en las células de la granulosa y de la teca en los
foliculos con antro (24, 77, 78, 96). La presencia de los
receptores a FSH en las células de la granulosa entre el dia
20 y primer proestro vaginal asegura un desarrollo folicular
permanente y la induccién de la actividad del complejo P450-
aromatasa. La aparicién de los receptores a LH, en las célu-
las del intersticio ovdrico en el dia 10 de edad, coincide

con la capacidad del ovario para secretar estradiol (42, 65,

78).
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En las células de la granulosa de los foliculos pre-
antrales existen receptores a PRL, cuyo nimero disminuye al
crecer el foliculo, a pesar de que se mantiene la afinidad a
la hormona (1). Con base en estos hallazgos, se ha sugerido
que la presencia de altas concentraciones plasmiticas de 1la
PRL en la rata prepGber después del dia 20 de edad, facilita
el desarrollo folicular e induce la formacién de receptores a
LH en las células de la granulosa. Sin embargo, si 1la
concentracién de PRL aumenta después de la ovulacién, 1los
animales entran en diestro permanente y no vuelven a ovular
(1).

" En la rata preptber mayor.de 21 dias la administracién
de PMSG o de estrégenos, inducen la liberaciédn de la LH 48 a
60 horas después del tratamiento y la ovulacién entre 10 a 12
horas m&s tarde (52, 57, 67, 68, 69, 92, 95).

En la rata de 24 dias, la administracién de PMSG induce
aumento de la concentracién plasmitica de estradiol y del
niimero de receptores a estradiol y progesterona en el ovario
Yy el fdtero. La administracién de hCG después de la PMSG,
provoca aumento del peso de los ovarios, aumento en la con-
centracién plasmidtica de progesterona, disminucién de la
concentracidén de estradiol, ovulacién y luteinizacién (2).

En la rata de 28 dfas la administracién de PMSG induce

la ovulacién a las 72 horas (25). Cuando son inyectados con
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benzoato de estradiol [BE] 48 horas después de la PMSG aumen-
ta el ndmero de ovocitos liberados y si se administra hCG 48
horas después de la PMSG el nimero de ovocitos es similar al
de los animales tratados con s6lo PMSG (26).

En ratas de 30 dfas la administracién de PMSG (8 u.i.}
provoca, ocho horas después, aumento de 1la produccién de
esteroides [17e¢(~hidroxiprogesterona, dihidroepiandrostendiona
testosterona, androstenedi;na y estradiol ). En el dia 32 [48
horas después de la PMSG] aumentan las concentraciones
plasmiticas de la FSH y LH, disminuyen las de estradiol asi
como el nimero de receptores a estrégenos en el hipotédlamo y
la hipéfisis. A las 72 horas [dia 33] se induce la apertura
vaginal, el primer estro vaginal y 1la ovulacién. En este
momento las concentraciones de las gonadotropinas
disminuyen, aumenta el ntGmero de receptores a estrdgenos y
sdlo las concentraciones de progesterona permanecen elevadas

hasta el dia 34 [96 horas después de la PMSG] (52).

3. HORMONA ESTIMULANTE DEL FOLICULO Y SUS ISOHORMONAS.

La FSH es sintetizada en las células baséfilas de la
adenohipé6fisis y liberada por exocitosis a la circulacién,
mecanismo que implica cambios en la permeabilidad de la mem-
brana celular en respuesta al flujo de calcio a través de la
misma (11). La secrecién y sintesis de esta gonadotropina

estd regulada por la GnRH hipot&lamica que 1llega a 1la
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hipéfisis por el sistema porta hipotalamo-hipofisario y que
estd bajo el control de transmisores nerviosos provenientes
de diferentes regiones extrahipotdlamicas e hipot&lamicas.
Los estrégencs, andrdgenos, progéstagenos e inhibina
estimulan o inhiben la liberacién de la FSH (18, 50, 61).

La FSH es una glucoproteina formada por dos subunida-
des, la cadena alfa y beta {a y B8). Las dos cadenas de poli~-
péptidos glucosiladas estén unidas por enlaces no covalentes.
La estructura de la cadena a, presenta una secuencia de 89 ‘a
92 amino&cidos y es homéloga a la subunidad a de las tres
hormonas glucoprotéicas producidas por la adenohipéfisis
[FSH, LH y la hormona estimulante de la tiroides (TSH)] y a
la hCG producida por la placenta. Presenta dos cadenas de
carbohidratos, unidas a los residuos de aspargina, una de
ellas se encuentran en la posicién 52 y la otra en la 78. la
subunidad B8, consta de 118 aminodcidos, tres residuos de
asparagina en posicién 1, 7 y 24, y también presenta dos
cadenas de carbohidratos unidas a residuos de asparagina que
se encuentran en las dos Gltimas posiciones. Esta subunidad
varia en las diferentes hormonas hipofisarias y se considera
que cada una de ellas presenta una determinada especificidad
biolégica. Los carbohidratos gue se incorporan a los amino-
dcidos son: manosa, N-acetilglucosamina, galactosa y &acido

sidlico. El peso molecular de FSH es aproximadamente de 30000

daltones (11).
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En la hipéfisis anterior de varios mamiferos incluyendo
al humano, se ha demostrado la existencia de mGltiples formas
o tipos moleculares de las gonadotropinas. Este polimorfismo
ha sido demostrado por el uso de técnicas de fraccionamiento
tales como filtracién en gel, cromatografia de afinidad
{unién de FSH a la Concanavalina-A, proteina vegetal que
posee la propiedad de unir especificamente residuos de
carbohidratos], isoelectroenfogque y cromatoenfoque, técnicas
que separan a las diferentes FSH en funcién de su punto
isoeléctrico [pI] (79, 80, 82).

Se ha propuesto que los residuos de &cido sidlico y los
oligosicaridos incorporados a las cadenas de amino &cidos de
la FSH regulan la actividad bioldégica de la hormona. A mayor
incorporacién de residuos de &cido sidlico en la mdlecula,
aumenta el tiempo de permanencia de la FSH en la circulacién,
pero su actividad biolégica es menor que las formas con menor
contenido de &4cido sidlico [isohormona tipo b&sico). También
se modifica su capacidad de unién al receptor, ya gue su
afinidad disminuye al aumentar el ntmero de residuos de &cido
sidlico (11, 81).

Experimentalmente se ha demostrado que al exponer a la
hip6fisis a estradiol o a la GnRH , aumenta la produccién de
las formas basicas. Al parecer, este efecto depende de 1la
estimulacién directa o indirecta de las enzimas hipofisarias

que participan en el proceso de sializacién (84). Mientras la
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GnRH potencia la glucolisis de las cadenas de carbohidratos,
el estradiol ademds de potenciar la glucolisis reduce 1la
incorporacién de los residuos de. &cido sidlico en la molécula
de FSH y la testosterona aumenta la incorporacién de estos
residuos (82, 91).

Durante la etapa de baja actividad gonadal {antes
del inicio de 1la pubertad) o después de castrar a los
animales, en la hipdfisis existe una proporcién aumentada de
formas de FSH que contienen m&s residuos de &cido siédlico
{isohormona tipo &cida), y las cuales preentan una vida media
mis prolongada en el plasma. En estudios in vitro, estas
formas A&cidas presentan menor actividad biolégica que las
isohormonas menos &cidas. En cambio, cuando la actividad
gonadal es alta, en la hipéfisis existe una mayor proporciédn
de formas menos Acidas (11, 12) ..

En la rata existe diferencia sexual en 1la
concentracién de las diversas isohormonas hipofisarias:
mientras que en la hip6fisis anterior de la hembra peripiber
y adulta [sacrificadas en el dia de la apertura vaginal
espontédnea o antes del pico preovulatorio de la LH] es mayor
la proporcién relativa de isohormonas menos A&acidas, en el
macho peripGber alrededor del dia 40 de edad [cuando se
detecta la presencia de espermatozoos en los tidbulos
seminiferos], es menor la proporcién de é&stas isochormonas
(12, 82, 83).

En la hipéfisis de ratas hembra prepliberes se han

detectado siete tipos de FSH y en el adulto sélo seis, 1la
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séptima especie tiene un pI de 4.2. Antes de la apertura
vaginal, la mayoria de las isohormonas migran hacia 1la
porcién &cida del gel de policrilamida (con pI de 4.2-3.8].
Después, mientras disminuyen las isohormonas que tienen un pI
de 3.9~3.49 [tipo &cido], aumentan las isohormonas con pI de

6.0-5.0 (tipo b&sico] (12).

II. PROPOSITO DEL TRABAJO

Dado gue durante la maduracién sexual de la rata,
ocurren varios eventos neuroendédcrinos a nivel central y en
las génadas, que la capacidad de respuesta al estimulo
gonadotrépico y esteroideo estd en funcién de la edad de los
animales, que la sintesis y secrecién de las diferentes
isohormonas de la FSH varia desde la etapa infantil hasta la
pubertad y gque se conoce poco sobre la accién de las
diferentes isohormonas en los procesos de la foliculogénesis
en las génadas de animales prepGberes y adultos, se decidid
estudiar los efectos biolégicos de las isohormonas de la FSH
sobre el crecimiento y 1la .diferenciacién folicular,
utilizando como modelo experimental a la rata hembra preplber

de 21 a 30 dias de edad.

/
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III. HIPOTESIS

La regulacién del crecimiento Yy 1la diferenciacidn
folicular, la capacidad de respuesta del ovario a las
gonadotropinas y a las isohormonas de la hormona estimulante

del foliculo varian con la edad del animal en estudio.

OBJETIVOS
- Determinar si en la rata prepGber, la capacidad de
respuesta del ovario a las gonadotropinas varia con la

edad del animal.

- Determinar si el desarrollo de los foliculos estd en
funcién de la edad y del tiempo transcurrido después de la

administracidén de las gonadotropinas.

- Analizar los efectos de las gonadotropinas sobre la

proporcidon de foliculos sanos y atrésicos.

- Proponer un modelo experimental, para analizar los efectos
de las isochormonas de la FSH sobre el crecimiento y 1la

diferenciacién de los foliculos.
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IV. MATERIALES ¥ METODOS

Se utilizaron ratas hembras preplberes de la cepa CIIZ-
V, mantenidas en condiciones de 1luz-oscuridad controladas
({luces encendidas de las 05:00-19:00 h], con libre acceso al
agua, al alimento y a la madre. A la edad de 10 dias, los
animales fueron separados por sexo y camadas de 6 a 8 hembras
se mantuvieron con sus madres hasta el dia del sacrificio.
Todos los tratamientos hormonales se realizaron por via sub-
cuténea, excepto la administracién de fenobarbital que fue

por via intraperitoneal.

Procedimiento de autopsia y procesamiento de los ovarios.
Los animales fueron sacrificados por decapitacién. A la
autopsia se extrajeron y pesaron los ovarios y el Gtero. En
las trompas se buscd la presencia de ovocitos, los que fueron
contados con ayuda de un microscopio estereoscopico; En los
animales que abrieron vagina se tomaron frotis. Los ovarios
fueron fijados en solucién de Bouin, incluidos en parafina,
se realizaron cortes seriados de 10 pm, los que fueron
tefiidos con hematoxilina~eosina. El1 andlisis de la distribu-
cién folicular se realizé siguiendo la metodologia habitual
del laboratorioc (9) y la propuesta por Braw and Tsafriri (5).
Se consideraron como foliculos atrésicos, aquellos que pre-
sentaron alguna de las siguientes caracteristicas: m&s de

cinco figuras de picnosis en las células de la granulosa,
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engrosamiento de la teca interna, alteraciones del ovocito,
presencia de células de la granulosa en el antro folicular.
Experimento 1. Estudio de 1la ;__gg_ggg ovulatoria al gstimulg
goggdotrégico en fgncién de la edad de los animales.

Ratas de 21, 24, 27 y 30 dias de edad fueron inyectadas
a las 15:00 h, con 3, 6 o 8 ui de PMSG [Sigma Chem. Co., St.
Louis,Mo.,E.U.A.] o 0.1 ml de solucién salina [Vehiculo: NaCl
al 0.9 %]. Los animales fueron sacrificados a las 72 horas.
Como grupo testigo se utilizaron ratas sin tratamiento que
fueron sacrificadas en el dia de la apertura vaginal esponté-

nea.

Experimento 2. Capacidad ovulatoria del ovario en respuesta
al tratamiento con gonadotropinas.

Ratas de 21, 24, 27 y 30 dias de edad, fueron sometidas
a los siguientes tratamientos y sacrificadas a las 24, 48 vy
72 horas después de recibir el primer tratamiento:

A.- Vehiculo (grupo testigo]

B.- 2.5 ui de hCG [Gonadotropyl, Roussell de México]
C.- 3.0 ui de PMSG

D.- 3.0 ui de PMSG y 3 horas después 2.5 ui de hCG.

En otro experimento, ratas de 21, 24 y 27 dias de edad
fueron inyectadas con 3 ui de PMSG y 48 horas después
con 2.5 ui de hCG o 3.7 pg/Kg de gonadoliberina [GnRH: Sigma
Chem. Co., St.Louis, Mo. EUA]. Ratas de 24 dias de edad

fueron tratadas con 6 ui de PMSG y 48 horas después con 5 ui
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de hCG. Todos los animales fueron sacrificados 72 horas
después de haber sido inyectados con la PMSG.

Experimento 3. Anélisis neuroendécrino de la induccién de 1la
ovulacién por el tratamiento con PMSG

Para analizér los procesos neuroenddcrinos que regulan
a la ovulacién estimulada por el tratamiento con PMSG, se
utilizé la prueba del bloqueo ovulatorio provocado por la
administracién de fenobarbital sbddico (barbiturico que blo-
quea la liberacién de GnRH (84) y de la FSH (25, 30)]).

La dosis efectiva del barbiturico fue determinada en
ratas adultas ciclicas, de 90 dias de edad, que fueron inyec-
tadas, una sola vez, a las 13:00 o las 15:00 h en el dia del
proestro con diferentes dosis de fenobarbital [(ENEP-
Zaragoza, U.N.A.M., México].

Bloqueo ovulatorio inducido por la administracién de
fenobarbital y efectos del reemplazo hormonal

Ratas de 27 dias inyectadas a las 15:00 h con 3 o 6 ui
de PMSG, fueron dividas en los siguientes grupos:

A.- Sacrificadas a las 72 horas [grupo testigo].

B.- Inyectadas con fenobarbital (100 mg/kg] a las 48 h y
sacrificadas 24 horas despué;.

C.- Inyectadas con fenobarbital a las 48 horas, después de
3 h con 10 ui de hCG o con 3.7 P9/Kg de GnRH y sacrifica-

das 21 h después.

30



105560

Experimento 4. Estudio de las modificaciones de la poblacién

folicular inducidos por la administraciém de PMSG a diversas
edades. . '

En este experimento se analizd la distribucidén de 1la
poblacién folicular y el nGmero de foliculos que presentaron
los signos de atresia antes mencionados. Sélo se utilizaron
los ovarios, extraidos del lado derecho, de las ratas de 21,
24 y 27 dias que fueron inyectadas con 3 u.i. de PMSG o con
solucién salina a las 15:00 h y sacrificadas a las 24, 48 y
72 horas.

Experimento 5. Estudio de los efectos de dos isohormonas de
;g‘zgg de rata sobre el desarrollo folicular y la ovulacién

Con base a 1los resultados obtenidos en los
experimentos anteriores, se decidié que el modelo experimen-
tal mAs apropiado, para estudiar la actividad bioldégica de
las ischormonas de la FSH sobre el crecimiento y la diferen-
ciacién folicular, fuese el de la rata de 24 dias y sacrifi-
cada a las 48 horas después del tratamiento (86). En estos
animales la administracién de PMSG provocé aumento en la
proporcién de 1los foliculos con di&metro de 170-369 Bm Yy
disminucién de los foliculos atrésicos con didmetro mayor de
350 um. Ademds a las 48 horas, en estos y en los demds anima-
les sometidos al mismo tratamiento, aumenté el peso del
fitero. Como modelo para analizar su capacidad de inducir la
ovulacién se selecciond al animal de 27 dias de edad sacrifi-

cado a las 72 horas.
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Las isohormonas de la FSH de ratas ([rFSH) fueron obte-
nidas a partir de las hipbéfisis de ratas machos adultos,
después de 30 dias de haber sido castrados. La separacién de
las isochormonas fue realizada por el Biol. Pablo Damian-
Matsumura, en el Departamento de Biologia de la Reproduccién
del Instituto Nacional de la Nutricién, Salvador Zubirén,
siguiendo la metodologia de Ulloa-Aguirre y col. (80).

Para el presente estudio se utilizaron dos isohormonas
inmunoactivas denominadas rFSH-A y rFSH-B. La rFSH~-A corres-
pondio a las formas molecularés cuyos puntos isoélectricos se
encuentran entre 7.40 y 4.90, [isohormona tipo bésico] y 1la
rFSH-B entre 4.89 y 4.00 [isohormona tipo &cido) (fig C). El
contenido de &cido sidlico incorporado a la molécula es menor
en la isohormona tipo basica que en la rFSH-B (81, 82).

Efecto de las isohormonas de la FSH sobre el crecimiento y
diferenciacién folicular

Ratas de 24 dias fueron inyectadas a las 15:00 h con
vehiculo, rFSH-A o rFSH~B inmunoactivas (200 ng/animal) y
sacrificadas 48 horas después. A la autopsia, se disecaron y
pesaron los ovarios y Gtero. Los ovarios fueron procesados

como en los grupos anteriores.

capacidad inductora de la ovulacién por las isohormonas
Debido a que en 1los animales de 24 dias, 1la

administracién de rFSH-A provocé aumento del nimero de los

32



FSH
(ng/fracci6n}

26400—:1
24000
21600
19200
16800
14 400
12000-
9600
7200

| 4800

2400

Figura C. Representacién del perfil de

’

-

o

1 \ | 1 | | | LI
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 |l

FRACCION

1 1 t
0 120 130

distribucién én

funcién del pH de la FSH inmunoreactiva por cromatoenfoque,

obtenida de hipbfisis de rata macho adulta castrada

33



foliculos atrésicos con di&metro mayor de 350 pm, se decidid
aumentar la dosis qe administracién de la isohormona rFSH-B
cuyo contenido de &cido sidlico es mayor.

En este estudio ratas de 27 dias fueron inyectadas con
200 o 400 ng de rFSH-B y sacrificados 72 horas después. El
procedimiento de autopsia fue similar a lo descrito con

anterioridad.

Andlisis estadistjco de los resultados

Los reéultados del peso de los ovarios y del dtero, el
nGmero de ovocitos 1liberados y el di&metro folicular fueron
analizados por la prueba de andlisis de varianza maltiple
(ANDEVA) seguido de la prueba de Duncan. La tasa de animales
ovulantes, de UGtero distendido y de apertura vaginal, la
distribucién de los foliculos y el nGmero de foliculos, por
la prueba de ji cuadrada, la "t" de student o de probabilidad
exacta de Fisher. En todos 1los casos se aceptaron como
significativas, aquellas diferencias en 1las gque la

probabilidad fue igual o menor al 5%.
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V. RESULTADOS

1. Estudio de 1la respuesta ovulatoria -al estimulo
gonadotrépico en funcién de la edad de 1los animales.

La tasa de animales que mostraron canalizacién vaginal
Yy que ovularon, a. las 72 horas, en respuesta a la administra-
cién de PMSG, dependidé de 1la edad de los animales y de la
dosis empleada (fig. 1). Los animales tratados a los 21 dias,
con 3, 6 o 8 ui de PMSG, no presentaron apertura vaginal, ni
ovulacién; los animales inyectados a los 24 dias abrieron
vagina de manera diferencial cuya tasa aumentd con la dosis
utilizada [con 3 u.i: 3/14; 6 ui: 4/6; 8 ui: 12/12] y sélo

ovularon aquellos tratados con 8 ui de PMSG ([7/12 ovularon].

Fig 1 Tasa de ratas ovulantes y
apertura vaginal 72 horas despues de
inyectarles PMSQ en diferentes edades.
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En los animales de 27 y 30 dias, el tratamiento
hormonal indujo apertura vaginal y ovulacién en forma

semejante para todas las dosis utilizadas. En los animales
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que abrieron vagina, la tasa de animales ovulantes fue mayor
que la observada en los testigos con apertura vaginal
espontdnea ddénde sélo 1 de 10 animales ovulé.

El nfimero de ovocitos liberados por animal ovulante,
también fue funcién de la edad y las dosis utilizadas (fig 2)
Los animales de 24 dias cuando ovularon, presentaron
poliovulacién [20.3%2.6 ovocitos por animal ovulante]; en los
de 27 dias tratados con 3 ui de PMSG, el nGmero de ovocitos
liberados fue similar al de los animales testigo con
ovulacién espontinea [ 7.1t0.6 vs 8 ovocitos ] y en los
tratados con 6 y 8 ui se presentd poliovulaciédn [25.712.3 ¥y
25.8%+1.4]. En los animales de 30 dias, se observd una
respuesta lineal del nGmero de ovocitos liberados en funcién

de la dosis de PMSG ([5.9%0.4; 12.7%2.3 y 30.0%1.6]).

Fig 2. Numero de ovocitos liberados por
animal ovulante en ratas de 21 24, 27 y
30 dlas, 72 horas despues de la PMSG,
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La tasa d.e animales que presentaron\ Gtero distendido,
mostrd una relacidén inversa al del nGmero de animales
ovulantes (fig 3), debido a que la mayoria de los animales
que no ovularon presentaron Gtero distendido al momento de la
autopsia.

Fig 3. Tasa de ratas ovulanteayw.n

utero distendido,72 horas despues de
Inyectaries PMSQ en diferentes edades,

| M utero atendite 2B oviarres

o T v T
3 8 8 3 8

=21 diaa~ -24 dias~ ~27 dias~ =30 dizs-

En la mayoria de las ratas tratadas con PMSG, el peso
de los ovarios aumenté de manera significativa en relacién a
las inyectadas con el vehiculo (fig 4) y con las autopsiadas
a la apertura vaginal esponténea [21.0%#1.6]. En los animales
de 21 y 24 dias, los ovarios aumentaron de peso sélo en los
tratados con 8 ui, mientras que en las ratas de 27 y 30 dias
tratadas con 3, 6 y 8 ui de PMSG, el peso aumentd en funcién
de la dosis utilizada. El peso de los ovarios fue similar en

todos los grupos tratados con 8 ui.
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Fig 4. Peso de los ovarics de ratas de
21, 24, 27 y 30 dlas, tratadas con PMSQ
y autopsiadase a las 72 horas.

24 27 30 diss

El peso del fitero aumentd significativamente en todos
los animales tratados con PMSG (fig 5), respuesta que no

dependié de la edad, ni de la dosis inyectada. Sin embargo,

Fig 5. Peso del utero de ratas de 21, 24
27 y 30 dias, deapues de 72 horas de
haber sido tratadas con PMSG.

140

Edveriouts ZDrusazw EHruzaem [Clrnsaa s
*p:0.01 va Vh

el peso del ftero fué menor que en los animales testigo
absoluto, autopsiados en el dia de la apertura vaginal

espontdnea (176.0+15.2]).
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2. Capacidad ovulatoria del ovario en respuesta al
tratamiento con -gonadotropinas.

2.1. Efectos de la administracién de hCG, PMSG o PMSG-hCG
en funcibén de la edad al tratamiento y el lapso antes de la
autopsia

En los animales de 21, 24, 27 y 30 dias, la
administracién de hceG no indujo apertufa vaginal, ni
ovulacidn a las 24, 48 y 72 horas del tratamiento. Sélo el
grupo de ratas inyéctadas a los 30 dias Yy sacrificadas a las
48 horas, presentaron Gtero disténdido‘[Vh: 0/6 vs hCG: 5/6,
p<0.01].

El tratamiento con PMSG~-hCG no indujo ovulacién ni
apertura vaginal en los animales autopsiados a las 24 o 48
horas. En los animales de 21 dias, sacrificados a las 48
horas, aumentdé el ntmero de ratas con f(tero distendido en
comparacién con los que sb6lo recibieron PMSG (4/6 vs 0/6,
p<0.05) (fig.7)

En los animales tratados con PMSG-hCG, sacrificados a
las 72 horas, tampoco se modificd la tasa de animales
ovulantes (fig 6) ni la de Gtero distendido (fig 7), aunque
fue menor la proporcién de animales que presentaron apertura
vaginal (fig. 6). En las ratas de 30 dias el nGmero de
ovocitos liberados por animal ovulante aumentd en comparacién
con los tratados con PMSG, lo que no ocurrié en las tratadas

a los 27 dias (tabla 1)
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Fig 8. Tasa de ratas con apertura
vaginal y ovulantes, 72 h despue de
haber sido tratadas con PMSG o PMSG+hCG.
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Fig 7.Tasa de ratas con utero distendido
48 y 72 horas despues de haber sido
tratadas con PMSG o PMSG+hCQ

emsa EHpMsaH0a

El peso de los ovarios de los animales de 21, 24 y 27
dias tratados con 3 ui de PMSG, autopsiados a las 24 y 48
horas, fue similar al grupo testigo, mientras que en los de
30 dias se observé un aumento significativo a las 24 horas,

el que desaparecio a las 48 horas (fig.8); a las 72 horas el

40



105560

peso aumenté s6lo en los animales de 27 y 30 dias (tabla 1).

El tratamiento con hCG no afectd el peso de los
ovarios en los animales de 21 dias, tratados o no con PMSG,
excepto en el grupo inyectado con PMSG-hCG, sacrificado 48
horas, en el que se observé un aumento significativo que

desaparecio 24 horas después (fig.8, tabla 1).

Fig 8. Peso da Jos ovarios do ratas de
21 a 30 dias,despucs do 24 0 48 horas de
inyectarles Vh, PMSG, PMSG+hCG o hCQa.

24 horss

401 v 48 horas

ESvenicuo ZZpmeg EIpmegehog THncg

*p.06 v8 vehiculo

41



o
=+

Tabla 1. Mediate.e.m. del nfimero de ovocitos liberados por
animal ovulante, peso de los ovarios y Gtero (mg), de ratas
de 21, 24, 27 y 30 dias de edad inyectadas con Vehiculo, PMSG
(3 u.i.) o PMSG + hCG, sacrificadas 72 horas después del

primer tratamiento.

Tratamiento Vh hCG PMSG PMSG+hCG

Edad : NGmero de ovocitos

21 dias [v] (4] 0 0

24 dias 0 0 0 9

27 dias 0 [+] 7.1%+0.6 6.4%0.7

30 dias 0 0 5,9%0.4 8.210.6%*
Ovarios

21 dias 25.2+3.0 22.6%1.2 26.8+3.3 26.7%1.7

24 dias 26.5*1.4 33.6%2.2# 29.0%2.0 28.2%0.9

27 dias 26.7%1.5 24.7%1.7 34.8%1.1%* 29.2%1.5

30 dias 25.8%+1.1 22.010.8# 33.0+1.2* 28.8%1.3
Utero

21 dias 34.8%3.0 67.633.5% 81.9%£8.9* 123.6%26.1%

24 dias 46.9%3.8 79.9%+3.6%* 112.9%5.4%* 135.7+8.6%*

27 dias 51.5%4.2 102.4%3.0* 106.5+2.8%* 118.515.5%

30 dias 57.212.3 91.6+8.1% 100.218.3* 125.1£10.2*

* p<0.01 y # p<0.02 vs Vehiculo; ** p<0,01 vs PMSG

(ANDEVA seguida de la prueba de Duncan)

El peso de los ovarios de los animales de 24 dias,
aumentd a las 48 y 72 horas de la administracién de hCG. En
cambio, el peso ovarico disminuyé en los animales de 27 y 30
dias sacrificados a las 24 y 72 horas respectivamente (fig.8,
tabla 1). El1 tratamiento con hCG potencidé los efectos de la
PMSG en los animales de 24 y 30 dias sacrificados a las 48
horas (fig 8).

En los animales de 21, 24 y 27 dias tratados con PMSG o-
hCG, el peso del dtero aumentd de manera significativa a las

48 y 72 horas. En cambio, en los animales de 30 dias el
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aumento se observdé a las 24, 48 y 72 horas después de la

inyeccién de PMSG y 72 horas después de hCcG (fig 9,

En la mayoria de los animales inyectados con
administracién de hCG potencid el aumento del peso
mientras que en las ratas de 21 dias el aumento se

las 48 y 72 horas; en los de 24, 27 y 30 dias

ocurrio a partir de las 24 horas (fig. 9, tabla 1).

Fig 9. Peso del utero en ratas de 21 a
30 dias, despucs do 24 o 48 horas de
inyectaries Vh, PMSG, PMSG+hCG ¢ hCG.
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2.2. Efectos de la administracién de hCG o GnRH, 48 horas
después de la inyecciédn de PMSG.

En los animales de 21 diag tratados con 3 ui de PMSG,
que recibieron 2.5 ui de hCG o 3.7 g de GnRH 48 horas
después de la PMSG, no se observaron diferencias en la tasa
de ratas con canalizacién vaginal u ovulacién, aunque dos de
los seis animales tratados con GnRH ovularon, pero el nimero
de ovocitos liberado fue muy bajo (fig. 10, tabla 2).

El nGmero de animales con Gtero distendido disminuyd en
los grupos de ratas que recibieron GnRH, comparado con los
tratados con PMSG y con hCG (fig 10).

En los animales de 24 dias, el tratamiento con GnRH
aumentd la tasa ovulatoria pero no la de apertura vaginal y
s6lo uno de seis animales presenté Gtero distendido, mientras
que en los animales de 27 dias n§ se modificd la respuesta
provocada por la administracién de PMSG. El tratamiento con
hCG [2.5 ui), en las tres edades estudiadas, tampoco modifico
estos paridmetros, comparado con el grupo que recibio sélo
PMSG.

El nGmero de ovocitos liberados por animal ovulante fue
semejante en las ratas de 24 y 27 dias sometidas a los mismos
tratamientos (tabla 2).

En las ratas de 24 dias tratadas con 6 ui de PMSG y 5
_ui de hCG, aumentdé la tasa de animales ovulantes [con 2.5 ui:

1/6 vs con 5 ui: 5/6, p< 0.05] y el niamero de ovocitos
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Fig 10. Comparacion de la respuesta
ovulatorla, apertura vaginal y utero
distendido inducida por gonadotropinas
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" p< 006 vs PMSG
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liberados [GnRH: 6.0%1.2 y con hCG 2.5 ui: 9 vs hCG 5
ui:12.0+1.6, p<0.01)}; disminuyé la tasa de ratas con Gtero
distendido [con 2.5 ui: 5/6 vs con 5 ui: 0/6, p<0.0l1}] y no
se modificé la tasa de animales con apertura vaginal [2.5
ui:1/6 vs 5 ui:3/6].

Tabla 2. Mediate.e.m. del niimero de ovocitos por animal
ovulante, peso de los ovarios y Gtero (mg) de ratas de 21, 24
y 27 dias de edad inyectados con PMSG (3 u.i.), 48 h después

con 2.5 u.i. de hCG o 3.7 ug/Kpc de GnRH y sacrificados a las
72 horas del tratamiento con PMSG

Edad 21 dias 24 dias 27 dias

Tratamiento Namero de ovocitos

PMSG 0 V] 7.1%0.6

PMSG + hCG 0 8 7.2%£1.0

PMSG + GnRH 2.0%1 6.0+1.2 6.210.8
Ovarios

PMSG 26.8+3.3 29.0%2.0 34.8%1.1

PMSG + hCG 29.6%0.8 28.2%+1.1 35.4%1.6

PMSG + GnRH 26.5*1.4 25.4%+1.1 26.810.7%
Utero

PMSG 81.918.9 112.9%5.4 106.5*2.8

PMSG + hCG 116.714.2% 122.4%7.1 118.2%7.2

PMSG + GnRH 88.5%4.9 96.313.2# 110.6%x7.4

* p<0.001 y # p<0.02 vs PMSG (ANDEVA sequida de la prueba de
Duncan) .

El peso de los ovarios en los animales de 27 dias
tratados con PMSG y GnRH fue menor que el de los tratados
s8lo con PMSG (tabla 2). En los de 24 dias, el peso fué
mayor en los tratados con PMSG (6 ui] y hCG (5 ui] [42.9+0.4

vs hCG 2.5: 28.2%*1.1 y GnRH: 25.4+t1.1, p<0.01].
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En los animales de 21 dias, el aumento del peso del
Gtero inducido p.or la PMSG fue potenciado por la inyeccién de
hCG (tabla 2). En los animales de 24 dias, tratados con GnRH
el peso del itero fué menor que en los demds grupos (tabla 2)
y el peso fué similar al del grupo que recibié la dosis mayor
de PMSG y hCG [GnRH: 96.3%+3.2 vs hCG 5 ui: 100.0+4.3]}.

3. Anflisis neuroenddcrino de la induccién de la ovulacién
por el tratamiento con PMSG

La administracidén de fenobarbital a ratas de 27 dias
bloquedé la ovulacidén inducida por la administracién de 3 o 6
ui de PMSG, aumentd la proporcién de animales que presentaron
dtero distendido Yy no se modificé la de apertura vaginal (fig

11
)e Fig 1LTasa de ratas ovulantes, apertura
vaginal y utero distendido. Tratadas con
3 0 6 ul de PMSG y 48 h despues con FB

PuS & +FB
ovulantes [lepertura vagine  [THutero distendido

*p < 0.02 v PMSG
En los animales tratados con 3 ui de PMSG, el bloqueo
de la ovulacidn no fue eliminado por la inyeccidén de hCG,
pero si por la de GnRH (fig 12 ). En los inyectados con 6 ui

de PMSG, el blogqueo fue eliminado por la administracién de
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hCcG, aunque el nimero de ovocitos liberados por animal
ovulante fue menor que en los animales tratados sélo con PMSG
(fig. 12, tabla 3).

El nGmero de ratas con Gtero distendido disminuyé en
las tratadas con hCG o GnRH, mientras que no se modificdé la

tasa de apertura vaginal (fig 12.) .

Fig 12.Tasa de ovulantes,do apertura
vaginal y utero distendido. Tratadas
con FB y 3 hs despues con hCG o GnRH.
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L2 ovuientes  [Dapartura vagina  [futero eistonido
* pt0.05 ve PMSQ + FB

En los animales tratados con 3 ui de PMSG, el
tratamiento con fenobarbital provocé disminucién del peso de
los ovarios, excepto en aquellos que ademds recibieron hCG
(tabla 3).

El peso del Gtero de las ratas tratadas con 3 o 6 ui de
PMSG aumentdé luego de la inyeccién de fenobarbital. En
cambio, la administracidén de fenobarbital y hCG aumentd el
peso uterino sélo en los animales que recibieron 3 ui de
PMSG. La administracién de GnRH no modificé el peso del Gtero

de los animales tratados con PMSG (tabla 3).
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Tabla 3. Efecto del tratamiento con hCG o GnRH a ratas de 27
dias. Después' de provocarles bloqueo ovulatorio al
administrarles 100 mg/Kg del fenobarbital sédico (FB]}, 48
horas después de haber sido tratadas con 3 o 6 ui de PMSG.

NGimero de ovocitos/ Peso (mg) de

animal ovulante Ovarios Utero
PMSG 3 ui. 7.1%0.6 34.8%1.1 106.5%2.8
FB 0 27.2%1.3%* 145.0%4.2%
hCG 10 ui. 6 39.1%1.5# 123.7%5.3%
GnRH 3.7 ug/Kg 5.8%0.4 27.210.8% 105.016.3
PMSG 6 ui 25.7%+2.3 46.011.4 119.9%3.9
FB 0 46.8%2.3 148.8%1.8%
hCG 10 ui. 13.3%+3,.5% 46.3%2.3 125.8%4.5

* p <0.001, # p<0.02 vs pmsg (ANDEVA seguida de la prueba de
Duncan) . ’

4. Estudio de las modificaciones de la poblacidén folicular
inducidos por la administracidén de PMSG a diversas edades.

En las ratas prepilberes testigo, el nGmero de foliculos
con didmetro mayor de 70 Wm disminuyd en los animales mayores
de 22 dias de edad, mientras que el di&metro promedio de los
foliculos aumentd a partir del dia 24 y se mantuvo hasta el

dia 29 (fig. 13).

Fig 13 Promedic del diametro y numero de
foliculos en ratas prepuberes de 22 a 29
dlas tratadas con solucion salina
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Los efectos de la administracidén de PMSG sobre el
didmetro promedio de los foliculos dependidé de la edad en la
que los animales fueron tratados. En los de 21 dias se
observdé aumento del diimetro a partir de las 24 horas dél
tratamiento, el cual se mantﬁvo hasta las 72 horas. En'
los animales de 24 dias, se presentdé una disminucidn de este
par&metro a las 48 horas y un aumento a las 72 horas. En los
de 27 dias, no se observaron diferencias significativas a las
24 o 48 horas después de la inyeccién de PMSG (tabla 4).
Tabla 4. Mediate.e.m. del didmetro promedio de los foliculos

de ratas de 22 a 29 dias tratadas con Vehiculo o con 3 ui
de PMSG.

Edad/hora Vehiculo PMSG
21/24 253 £ 4.1 274 t 6.2%
21/48 203 * 5.4 252 * 6.9%*
21/72 210 + 3.4 234 * 4.5%
24/24 261 * 4.7 269 % 4.9
24/48 267 * 6.6 243 £ 6.2%
24/72 251 * 4.9 273 * 6.5%*
27/24 260 * 5.7 249 £ 6.0
27748 266 * 6.7 266 * 9.4

* p< 0.05 vs vehiculo (ANDEVA seguida de la prueba de Duncan)

Si en los animales tratados con PMSG se analiza el
perfil del di&metro y del nimero de los foliculos medidos, en
funcién del tiempo transcurrido luego de la inyeccidén de la
PMSG, se observa que mientras en los animales de 21 dias hay
una tendencia a la disminucién del diametro folicular

promedio y un discreto aumento del nGmero de foliculos
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medidos 48 horas después del tratamiento, en los animales de
24 dias ambos parametros disminuyeron y en los 27 dias
aumentd el diédmetro promedio y disminuyé el nimero de

foliculos contados (fig. 14).

Fig 14. Promedio del diametro y numero
de foliculos en ratas prepuberes despues
de 24,48 o0 72 h de seor tratadas con PMSG

um
2701
260 1
280 1
110

2101

oo
190 T 70
2704
260 1
280 1

F 110
210

H oo
190 T 70
270 27 dias F170

Ll
zeo~———"""""""”"”' )

180

2304,

F 110
210

90
190 + 70
24 horas 48 horas 72 horas

horas post tratamianto

=== Dismetro '+ Numero de foliculos

51



£

Ccuando la poblacién folicular se analiza en funcién de
su distribucién por diametros, en los ovarios de los animales
de 21 dias sacrificados a las 72 horas y en los de 24 dias a
las 48 horas se observa un aumento significativo de 1los
foliculos en crecimiento [di&metro 170 a 369 um]. En este
Gltimo caso, el aumento se acompafid de la disminucién de 1los
foliculos pre-ovulatorios [di&metro 370 a 519 um ] (tabla 5).
Tabla 5. Mediate.e.m. del porciento de la poblacién folicular

de ratas de 21, 24 y 27 dias tratadas con vehiculo o PMSG Yy
sacrifidas a las 24, 48 y 72 horas.

DIAMETRO FOLICULAR

120-169 um 170-369 um 370-519 um >520 um

Edad/hora
21/24 Vh 21.9%3.7 64.4%2.6 11.1%1.0 2.6x0.4
PMSG 18.3+5.9 60.6+3.8 14.9%1.8 6.2+2.9
21/48 Vh 41.2*12.8 49.319.4 6.6+2.8 2.9+2.5
PMSG 31.6% 8.9 50.2%6.7 13.4+2.3 4.7%1.9
21/72 Vh 31.2%2.3 62.9%+1.8 5.2%2.2 0.7+0.3
PMSG 21.612.6% 71.7%2.7% 4.4%2.3 2.3%0.8
24/24 Vh 15.6%3.0 65.5%+2.6 16.9%5.3 2.0+x0.7
PMSG 17.5%2.1 63.3+1,7 15.710.2 3.2%0.4
24/48 Vh 26.0%6.9 51.1%5.4 18.5%*1.5 4.4+1.6
PMSG 25.6%3.8 67.6%2,.1% 2.6+1.3*% 4.3%0.7
24/72 Vh 22.343.3 59.940.8 15.0%#1.9 2.8+0.8
PMsSG 14.9%2.5 71.3%5.9 6.5+3.7 7.3%3.2
27/24 Vh 16.4%3.6 62.412.1 17.1%4.2 4.2%1.5
PMSG 18.6+3.8 68.2%4.3 9.1+1.5 4.0%0.6
27/48 Vh 21.1%5.6 57.8%4.4 17.5%2.9 3.6%1.4
PMSG 20.7%0.9 61.2+0.6 11.2%2.1 6.8+%3.2

* p< 0.05 vs Vh (ANDEVA seguida de la prueba de Duncan)

52



-

La distribucidén porcentual del nGmero de foliculos
atrésicos en los animales de 24 dias tratados con PMSG,
disminuyd en los foliculos mayores de 350 pm [Vh: 32.1%4.4 vs
PMSG: 14.1%#3.5, p< 0.05] a las 48 horas del tratamiento.

Analizados en conjunto, la tasa de foliculos normales
en las ratas inyectadas con PMSG fue similar a las tratadas
con el vehiculo ([Vh: 1979/3462 vs 1875/3256]. Sin embargo,
cuando se analizan los resultados en funcién de la edad de
los animales , se observa que en los de 21 dias tratados 48
horas antes con PMSG aumento el nGmero de los foliculos

atrésicos (con di&metro mayor de 350 jm] y disminuyo en los

de 27 dias (fig 15).

Fig 15. Numero de foliculos atresicos
>350 um en ratas prepuberes tratadas con
Vehiculo 0 PMSG. A las 24, 48 y 72 horas
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5. Estudio de los efectos de dos isohormonas de la ¥SH de

rata sobre el desarrollo folicular y la ovulacién

5.1. Efectos de las isohormonas con mayor y menor conteni-
do de &cido sifilico [tipo Acida y bésica]

En los animales de 24 dias, la administracién de las
isohormonas de la rFSH [rFSH-A: b&sica y rFSH-B: acida]}, no
indujo apertura vaginal, ni aumento del peso de los ovarios
o del Gtero y los animales no presentaron fitero distendido
(tabla 6).

Tabla 6. Tasa de animales ovulantes, nGmero de ovocitos por
animal ovulante, peso de ovarios y Gteros (Mediate.e.m. en
mg), porciento de animales con Gitero distendido (U.D.) y con
apertura vaginal (Ap.V), en ratas de 24 dias tratadas a las
15:00 h con Vehiculo (Vh:0.9% NaCl) o las isohormonas de la

FSH (FA o FB: 200 ng/animal) y autopsiados a las 48 horas
después del tratamiento.

OVULANTES OVOCITOS OVARIO U.D. UTERO Ap.V.
Vh 0/9 0 23.1#1.3 0 40.0%4.0 0
FA 0/4 0 22.6%1.9 0 48.2%3.6 0
FB 0/4 0 22.2%#1.5 0 37.2+3.5 0

5.2
to y diferenciacidén folicular

En los ovarios de las ratas inyectadas con las
isohormonas no se observaron diferencias en el diametro
promédio de los foliculos, ni en la distribucién de 1los
foliculos por didmetro (tabla 7 y 8). No obstante, en los
animales tratados con rFSH-A aumentdé el nimero de foliculos

atrésicos con didmetro >350 um (fig 16).
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Fig 16. Numero de foliculos atresicos
> 350 pm en ratas de 24 dias tratadas
con Vehiculo, rFSH-A ¢ rFSH-B.

25

204

o~03cZ
o

Testigo FSH-A rFSH-B
* pt Q.01 va Vehiculo

Tabla 7. Mediate.e.m. de la poblacién folicular de ratas de
24 dias tratadas con Vehiculo, rFSH-A o rFSH-B Yy
sacrificados 48 horas después.

Promedio del Namero
de foliculos

Tratamiento Didmetro folicular Total Atrésicos
promedio

Vehiculo 267 t 6.6 122.0%+39.6 40.0%10.8

rFSH-A 278 * 6.0 178.7%22.1 55.719.6

rFSH-B 269 * 5.4 176.0%29.6 43.719.3

Tabla 8. Mediate.e.m. del porciento de la poblacién folicular
en ratas de 24 dias tratadas con vehiculo, rFSH-A o rFSH-B,
48 horas después.

Di&metro Folicular

120-169 um 170~369 pm 370-519 pm > 520 pm

Vh 26.0%6.9 51.145.4 18.5+1.5 4.41.6
rFSH~A 18.1+2.8 56.9%1.9 16.8+1.2 8.3+2.2
rFSH-B 19.4%3.3 58.410.6 15.4%+2.3 6.8%1.7
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5.3. Capacidad inductora de la ovulacién por las isohormonas
En las ratas de 27 dias, la administracién de rFSH-B no
indujo apertura vaginal ni ovulacién y los animales no
presentaron tGtero distendido. E1 peso de los ovarios en los
animales tratados con 400 ng de la isohormona, disminuyé
significativamente en comparacién con el grupo testigo y no
se encontraron diferencias en el peso del Gtero (tabla 9).
Tabla 9. Tasa de animales ovulantes, nfimero de ovocitos por
animal ovulante, peso de ovarios y Gtero (Mediate.e.m en ng),
porciento con ftero distendido (UD) y apertura vaginal

(A.V.), en ratas de 27 dias tratadas con vehiculo o rFSH-B
(200 o 400 ng/animal y autopsiadas a las 72 horas.

Ovulantes Ovocitos Ovarios uD Utero A.V.
vh 0/13 0 26.7*1.5 0 51.5%4.2 0
200 ng 0/6 0 25.3%0.9 0 50.8%3.3 0
400 ng 0/5 0 21.9%0.6%* 0 51.919.8 0

*p < 0.001 vs Vh (ANDEVA seguida de la prueba de Duncan)
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VI. DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente estudio nos
permiten sugerir que durante el periodo juvenil se producen
cambios significativos en los mecanismos neuroendécrinos que
regulan el crecimiento foliculaf y culminan con la primera
ovulacidén. Asimismo, confirman gque en el animal prepaber la
respuesta ovulatoria inducida por la administracién de PMSG
estd en funcién de la dosis y de la edad del animal (39, 68,
73, 93, 94, 95).

En la rata hembra, se ha sugerido que 1los centros
neuroenddcrinos que regulan la liberacién de la hormona ovu-
latoria estarian funcionando durante el periodo infantil
fanimal de 18 dias], aunque su puesta en marcha esponténea se
produce mucho tiempo después [35-45 dias], lo que depende. de
la cepa, de las condiciones ambientales y del peso corporal
de los animales (39, 51, 60). Nuestros resultados indican que
al inicio del periodo juvenil, animal de 21 dias, la capaci-
dad de la respuesta ovulatoria es muy baja, dado que sdlo
ovularon dos de los 50 animales tratados con los diferentes
regimenes hormonales. La respuesta "tré6fica" del ovario a las
gonadotropinas, medida por el aumento del peso, tambié&n es
muy baja ya que sdlo se observdé en los animales tratados con
8 ul de PMSG. Sin embargo, la capacidad secretora de estrdge-
nos, medida por el aumento en el peso del Gtero, es semejante

a la de los animales al final del periodo juvenil y comienzos
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del peripuberal. Esta dltima respuesta, por lo tanto, no
estaria vinculada a la masa corporal de los animales sino a
otros mecanismos de regulacién.

La respuesta de los mecanismos de retroalimentacién
estimulante a los esteroides que culminan con la ovulacién y
la respuesta "tré6fica" del ovario a la PMSG, aumentan durante
el transcurso del periodo juvenil. Al parecer, la estabiliza-
cién del umbral de respuesta de estos mecanismos se alcanza
hacia el final de este periodo y el inicio del peripuberal,
Ya que en la mayoria de los animales tratados a los 24 o 27
dias se observé poliovulacién y el aumento del peso de los
ovarios no estuvo totalmente relacionado con la dosis de PMSG
administrada; mientras que en los tratados a los 30 dias se
observé una relacién lineal entre el nGmero de ovocitos libe-
rados, el aumento del peso de los ovarios y la dosis de 1la
hormona.

En el animal preptber tratado con PMSG, la secrecién de
estrégenos y andrégenos se inicia a las ocho horas después
del tratamiento y las concentraciones plasmiticas maximas se
alcanzan a las 48 horas y disminuyen a las 72 horas, cuando
aumentan las de progesterona (52). Estos hechos explican
parcialmente los resultados del peso del Gtero en los anima-
les tratados a los 21, 24, 27 y 30 dias, ya que a partir de
las 48 horas se observdé aumento del peso de los Gteros y de

la incidencia de animales con Gtero distendido, ademds este
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dltimo parémetrq disminuyé significativamente a las 72 horas,
lo que se acompafié del aumento de la tasa de animales ovulan-
tes.

El hecho de que el patrén de apertura vaginal y 1la
primera ovulacidn no coincidan, nos permite sugerir dque
adem&s de las hormonas esteroideas, en la regulacién de ambos
eventos participan otros factores, entre ellos la inervacién
(9, 19, 49, 51, 87).

El andlisis de la poblacién folicular indica que,
durante la prepubertad, la proteccidén de la PMSG a la atresia
folicular se expresa recién a finales de la etapa Jjuvenil [27
diaé], pero tiene efectos coﬁtrarios al inicio de este
periodo {21 dias]. Esto indicaria que la reactividad del
ovario, de los mecanismos de regulacién o ambos, son diferen-
tes durante estas etapas de la vida. Si bien el ovario de los
animales de 21 dias, estimulado con PMSG, secreta estrdégenos
en cantidades "similares" a la de animales de mayor edad, los
efectos estimulantes de los estrégenos sobre la liberacién
fasica de LH y la consecuente ovulacién no se producen. Estos
resultados permiten sugerir la existencia de otras vias
neuroendécrinas de regulacidén entre el ovario y el sistema
nervioso central. En la rata y el ratén prepiber, 1la
desnervacién noradrenérgica periférica permite la accién
estimulante de los estrégenos sobre la liberacién de LH y 1la

ovulacién, a edades a las que el estimulo con PMSG fue

59



inefectivo (23, 66). Estos hechos nos permiten sugerir que
durante el desarrollo puberal normal parte de los efectos de
la FSH estarian vinculados con modificaciones de 1la
inervacidén de los foliculos, adem&s de sus posibles efectos
de regulacién estimulante ["up-regulation"] sobre las
acciones de la propia hormona.

La posibilidad de que factores neurales a nivel del
propio ovario regulen su respuesta a las gonadotropinas, es
apoyada por los resultados obtenigos en el animal de 27 dias
con bloqueo ovulatorio inducido por la administracién de
fenobarbital 48 horas después de la PMSG. Al parecer, uno de
los efectos del fenobarbital fue el aumento del umbral de
respuesta a la hormona ovulatoria ya que s6lo 1/6 animales
ovuldé al ser inyectado con 10 u.i. de hCG, mientras que 5/6
animales lo hicieron en respuesta a la administracién de la
GnRH. Sin embargo, cuando la dosis estimulante de PMSG fue
duplicada [6 ui]}, la misma dosis de hCG indujo la ovulacién
en el 66% de los casos [4/6 animales], aungue el nimero de
ovocitos liberados fue significativamente menor. Ello indica
que en el animal prepiber, el bloqueo neural modifica el
crecimiento y la diferenciacién folicular, tal y como ha sido
mostrado en otros modelos experimentales (9, 13, 17, 18, 25,
30, 87, 88).

La respuesta de los foliculos ovaricos a las gonadotro-

pinas también varia con la edad de los animales, hecho dque
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se puso de nan?fiesto al considerar el nGmero de foliculos
medidos y el di&metro promedio de los mismos. En los animales
sin tratamiento, tanto el dismetro folicular como el nGmero
de foliculos medidos mostraron una disminucién muy significa-
tiva en el dia 23 y a partir de ese momento los dos parime-
tros evolucionaron de manera diferente. Al parecer, una vez
que se establece el wodelo de crecimiento folicular, medido
por el diimetro promedio de los foliculos, disminuye el nime-
ro de foliculos que son medidos y la atresia de los mismos.
Dado gque el tratamiento con PMSG a los animales de 27 dias,
indujo el mismo tipo de respuesta que la observada en los
aniiales sin tratamiento, podemos presumir que a finales del
periodo juvenil normalmente se consolida el modelo de creci-
miento folicular que se mantiene en el animal adulto.

Los resultados obtenidos por 1l1la inyeccidén de las
isohormonas de la FSH de la rata, no nos permiten concluir
sobre la posible participacidén de las mismas en la regulacién
del crecimiento folicular que culmina con la ovulacién. E1
hecho de que la adwministracién de las isorhomonas con punto
isoeléctrico menos &cida haya provocado el aumento del
nimero de foliculos atrésicos, podria suponer que estas
formas moleculares afectan de manera inhibitoria la actividad
de la aromatasa. Otras posibilidades serian que tales efectos
se deban a la dosis administrada o al lapso transcurrido
entre el tratamiento y la autopsia (sensibilidad o umbral de

respuesta hacia la dosis administrada).
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VII. CONCLUSIONES

la respuesta ovulatoria inducida 72 horas después de
administrar PMSG a ratas de 21, 24, 27 y 30 dias de edad
dependié de la edad y la dosis.

El nGmero de animales tratados que presentaron fGtero
distendido tuvo relacién inversa con el niimero de animales
ovulante.

La apertura vaginal, utilizada como 1indice de
maduracién sexual, se observd recién a las 72 horas de 1la
administracién de las gonadotrépinas. La respuesta estuvo en
funcién de la edad y la dosis.

El aumento del peso de los ovarios se mostrd como una
funcién de la dosis de PMSG inyectada, y se correlaciond con
la capacidad ovulatoria.

La actividad esterodogénica del ovario estimulada por
las gonadotropinas se expres6 a partir de las 48 horas de la
inyeccién, efecto observado por el aumento en el peso del
Gtero.

La administracién de PMSG facilité el crecimiento de
los foliculos en maduracidén y disminuyd la proporciédn de
foliculos atrésicos con diimetro mayor de 350 ym, efecto que
dependid de la edad del animal en estudio.

En los animales tratados con la isohormona que contiene
menor residuos de &cido sidlico aumentd el namero de

foliculos con signos de atresia.
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