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RESUMEN

El Octodon degus es un roedor autéctono de la zona central de Chile. Se ha utilizado como
animal de laboratorio en estudios del ciclo circadiano en animales diurnos y en enfermedades
como el Alzheimer, diabetes mellitus y cataratas, que desarrollan de forma natural. Ademas, se
postula como un buen modelo animal para estudios del ciclo reproductivo femenino ya que su
ciclo estral tiene una duracién de 17-21 dias, similar al de grandes mamiferos y, a diferencia de

otros roedores de laboratorio, tiene una fase lUtea verdadera.

En este trabajo se compard la foliculogénesis en ovarios de hembras adultas jovenes (4
meses, 6-7 meses) y de edad avanzada (2-6 afios). Las muestras fueron fijadas en Bouin acuoso y
procesadas por técnica histologica de rutina, empleando el método tricromico de Arteta como
tincion. Se realizé una descripcion morfoldgica de los foliculos, un recuento y medicion del
didmetro, asi como de los cuerpos IUteos. Para la deteccién de caspasa-3 como indicador de
apoptosis, se realizdé inmunohistoquimica con diaminobencidina como cromédgeno. Al comparar
los tres grupos etarios, no hay diferencias morfoldgicas importantes en los foliculos sanos y
atresicos, y cuerpos luteos. EI nimero de foliculos primordiales disminuyé con la edad, el
namero de foliculos primarios es mayor en hembras de 6-7 meses de edad. EI nimero de cuerpos
luteos fue mayor en las hembras de edad avanzada. No hay diferencias significativas en: el
numero de foliculos atrésicos, el diametro de los tipos foliculares y de los cuerpos luteos. Hay
inmunotincion en los cuerpos apoptéticos de foliculos terciarios atrésicos, en ovocitos en
degeneracion y en cuerpos lateos. La morfologia de los foliculos y cuerpos luteos es similar a la
de otros mamiferos. El diametro folicular aumenta durante la foliculogénesis, consistente con un
aumento del diametro del ovocito y vesicula germinativa a medida que avanza el proceso; el
crecimiento ovocitario se da desde los foliculos primarios hasta detenerse en los secundarios. La
edad de las hembras influyd en el numero de foliculos (primordiales y primarios). Las
condiciones de cautiverio (jaulas sélo de hembras) y probablemente animales en distintas etapas

del ciclo ovarico, influy6 en el nimero de cuerpos lUteos presentes en los ovarios.

Palabras clave: Octodon degus, ovario, foliculogénesis, ovocito, histologia
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CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1.- EL OVARIO

El ovario de los mamiferos es un drgano reproductivo y endocrino, que tiene dos
principales funciones: 1) la produccion de gametos (gametogénesis) necesarios para la
continuidad de la especie y 2) la sintesis de esteroides (esteroidogénesis), principalmente
estrdgenos y progesterona, hormonas necesarias para la funcion ovérica, la regulaciéon del eje
hipotalamo-hipdfisis-ovario, el desarrollo de las caracteristicas sexuales secundarias y el
mantenimiento del embarazo [1]. El ovario adulto esta cubierto por un epitelio cibico simple,
plano en algunas zonas. Estas células estan unidas a una delgada ldmina basal a la cuél subyace
un tejido conectivo colagenoso, llamado tanica albuginea, que rodea todo el ovario y constituye

una capa protectora [2].
Al corte se distinguen dos zonas [3, 4]:

e La corteza es la zona ubicada en la periferia del ovario, formada por los foliculos ovaricos
en distintas etapas de desarrollo, foliculos atrésicos y cuerpo lateo, inmersos en el estroma
ovarico (tejido conectivo muy celular) que contiene, ademas de los componentes

normales de cualquier tejido conectivo, células intersticiales secretoras.

e La médula es la zona ubicada en el centro del ovario, corresponde a un tejido conectivo

laxo que incluye vasos sanguineos, vasos linfaticos y nervios.

El ovario es un tejido heterogéneo, no sélo presenta cambios en su morfologia a lo largo del

ciclo ovarico, sino también a lo largo de la vida de la hembra.
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1.2.- GAMETOGENESIS

En la mayoria de los mamiferos, la gametogénesis comienza durante la vida intrauterina
cuando las células germinales primordiales (CGP) migran hacia la corteza de la génada
embrionaria, alli se diferencian en gonocitos, los que daran origen a las ovogonias, células
germinales a partir de las cuales se originaran los gametos femeninos. Las ovogonias aumentaran
su numero por mitosis, y de su ultima division generardn los ovocitos primarios, que
eventualmente serdn capaces de entrar en profase meidtica, y se detendran en la etapa de
diploteno, volviendo a su condicion de ndcleo interfasico, que recibe el nombre de vesicula
germinativa [5]. No todas las ovogonias daran origen a ovocitos, ya que un nimero importante de
estas células muere por apoptosis [6]. Los ovocitos interactian con las células somaticas
pregranuldsicas dando paso a la formacion de los foliculos primordiales, unidad morfofuncional
basica del ovario. Cuando las ovogonias se dividen quedan conectadas por puentes
citoplasmaticos y los ovocitos a los que dan origen, también, se mantienen en grupos. Por lo
anterior, cuando ocurre la formacion de los foliculos primordiales, estos pueden permanecer en

“nidos de foliculos” o aislados [6].

1.3.- FOLICULOGENESIS

La foliculogénesis es el proceso de crecimiento de un foliculo e involucra su paso por
distintos estadios de desarrollo hasta que ovula o muere (Figura 1.1). Este proceso ocurre en la

corteza del ovario.

La foliculogénesis se inicia con la formacion del foliculo primordial cuando el ovocito es
rodeado por una capa de células planas (pregranuldsicas) que derivan del epitelio celémico, cuya
superficie queda cubierta por una lamina basal, aislando al foliculo del tejido circundante. En
esta etapa las células pregranuldsicas y la superficie del ovocito estan en estrecho contacto,
interaccion que se da por la union de una proteina de la superficie de las células foliculares, el
Stem Cell Factor (SCF), y un receptor especifico de membrana del ovocito, este contacto

permitiria la adecuada formacion del foliculo [5]. Las células pregranuldsicas proveen de
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nutrientes al ovocito a través de procesos protoplasmaticos, que contactan con la membrana
plasmatica del ovocito [4]. Los foliculos primordiales se encuentran principalmente en la

periferia de la corteza, por debajo de la tdnica albuginea.

En ratones, la formacién de los foliculos primordiales ocurrira en los dias siguientes al
nacimiento. En los seres humanos seré en la segunda mitad del desarrollo fetal, a partir del cuarto
mes de gestaciéon [1, 7]. El tamafio de la poblacion de foliculos primordiales determina la
duracion de la vida reproductiva de la hembra, sera fijado durante su formacién y dependera de
cada especie. En ratones se formaran cerca de 8.000 foliculos, numero que ira disminuyendo a
casi la mitad en las primeras semanas de vida [8]. En la especie humana se estima que, al nacer,
el ovario contiene alrededor de 2 millones de foliculos, nimero que disminuye gradualmente,
llegando a ser aproximadamente 400.000 en la pubertad y 1.000 a los 51 afios de edad [4, 7]. La

mayoria de los foliculos irdn muriendo a lo largo de los afios en un proceso llamado atresia.

Los foliculos primordiales pueden permanecer sin cambio o en reposo durante meses,
incluso afios, y se iran activando gradualmente a través de los afios dando paso a un nuevo tipo
folicular. Cuando inician su crecimiento las células foliculares se hacen cubicas, dando origen a
las células de la granulosa, y el foliculo recibira el nombre de foliculo primario. En esta etapa el
ovocito aumenta su tamafio, crecimiento que se extiende hasta el estadio de foliculo secundario.
El ovocito secreta una sustancia glicoproteica que lo rodea y constituye la zona peldcida, cuya
funcion durante la fecundacion es el reconocimiento y adhesion del espermatozoide, estimular la
reaccién acrosdmica y evitar la poliespermia. Las células de la granulosa continGan en contacto
con el ovocito a través de proyecciones citoplasmaticas que atraviesan la zona pellcida [4, 5].

Conforme el foliculo crece, se desplaza hacia interior de la corteza.

A través de continuas mitosis, las células de la granulosa constituiran un epitelio
estratificado y el foliculo recibira el nombre de foliculo secundario. En el estadio de foliculo
secundario, algunas celulas mesenquimales del estroma ovarico migran hacia la periferia del
foliculo y constituyen la capa de células tecales. Conforme el foliculo sigue desarrollandose, estas
células se diferenciaran en una teca interna y una teca externa. La primera e€s una capa muy
vascularizada compuesta por células endocrinas de forma elongada que muestran caracteristicas
de células esteroidogénicas (numerosas mitocondrias de crestas vesiculares, abundante reticulo

endoplasmatico agranular y vesiculas lipidicas), la segunda capa esta formada por un tejido
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conectivo denso y algunas fibras colagenas. Coincidiendo con este evento, se forman pequefios
vasos sanguineos que penetran la teca externa y proveen de una red vascular a la teca interna, de
esta forma el foliculo entra en contacto con factores presentes en la circulacion; aun asi, los
capilares no atraviesan la lamina basal y la capa de células de la granulosa permanece siempre
avascular [2, 9, 10, 11]. Al final de esta etapa, el foliculo adquiere la capacidad de sintetizar
hormonas esteroideas que, en la mayoria de los mamiferos, ocurre a través de un sistema dos
células-dos gonadotrofinas. Las células de la granulosa adquieren receptores para la hormona
foliculo estimulante (FSH); y las células de la teca interna, receptores para la hormona
luteinizante (LH). Estimuladas por la LH las células tecales producen andrégenos que seran
convertidos en estrogenos, principalmente estradiol, por las células de la granulosa, estimuladas a
su vez por la FSH [12]. El estradiol es una hormona fundamental ya que potencia el desarrollo
folicular al inducir la proliferacion de las células de la granulosa y la expresion de receptores de
gonadotrofinas en estas células, promueve la esteroidogénesis, la formacion de uniones GAP (que
permiten la transferencia de nutrientes al ovocito), inhibe la apoptosis de las células de la

granulosa, y también participaria en la regulacion y mantencion del cuerpo lateo [4, 13].

El siguiente estadio de crecimiento es el foliculo terciario caracterizado por la aparicion de
espacios llenos de un liquido claro entre las células de la granulosa, que confluyen dando origen
al antro folicular. Como las células de la granulosa siguen proliferando y el antro aumentando de
tamanio, la capa granulosa queda dividida en dos grupos: las células de la granulosa murales, que
rodean el antro, y las células del cimulo oophorus o cimulo ovigero, que quedan en contacto con
el ovocito. Tras la ovulacion algunas células del cimulo permaneceran con el ovocito, se
modifican y reciben el nombre de corona radiada [4, 9]. En la mayoria de los foliculos antrales, el
ovocito ya estd capacitado para reanudar la meiosis ante el estimulo adecuado [14]. Con la

formacién del antro, los foliculos pueden clasificarse en foliculos pre antrales y foliculos antrales.

De la cohorte de foliculos antrales, algunos son seleccionados para continuar con su
diferenciacion y, potencialmente, ser ovulados. Los foliculos destinados a ovular se conocen
como foliculos dominantes, ya que al ser seleccionados evitarian el crecimiento del resto de los
foliculos. Los foliculos dominantes serian aquellos que tienen un determinado tamafio 0 mayor
sensibilidad cuando hay concentraciones elevadas de FSH [15]. Estos foliculos pueden seguir

creciendo incluso después de la disminucion de los niveles de FSH porque las células de la
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granulosa adquieren receptores de LH, haciéndose sensibles a esta hormona, evento crucial para
que el foliculo llegue a ovular. Aquellos foliculos que alcanzan el estadio pre antral antes de la

estimulacion de la FSH no contindan creciendo y, en cambio, mueren por atresia [16, 17].

Los foliculos que alcanzan el maximo estadio de crecimiento y diferenciacion se conocen
como foliculos pre ovulatorios. Estos foliculos se caracterizan por un aumento de tamafio del
antro, la baja tasa mitética de las células de la granulosa, las altas concentraciones de esteroides

en el antro y la dispersion de las células de la granulosa murales y del cimulo ovigero [9].

Desarrollo folicular independiente Desarrollo folicular dependiente
de gonadotrofinas de gonadotrofinas

Terciario Pre ovulatorio Ovulacic’mo Cuerpo luteo

Primordial Primario Secundario

o

o)
:51‘:\'3"
e\
=

AFREOABD

FIGURA 1.1: Esquema de la foliculogénesis.

Esquema que muestra los distintos estadios del crecimiento folicular hasta la ovulacién y
formacién del cuerpo lateo. El crecimiento de los foliculos pre antrales estad regulado por
factores intraovaricos (independiente de gonadotrofinas), mientras que el crecimiento de los
foliculos antrales depende de las gonadotrofinas FSH y LH. Adaptado de Edson et al, 2009.

1.4.- OVULACION

La ovulacién ocurre como consecuencia del establecimiento de un marcado aumento de la
concentracion de la hormona luteinizante (LH) (“peak de LH”), estimulado por la elevacion de
las concentraciones de estrégenos por sobre el umbral. La LH induciria una reaccion inflamatoria
que involucraria tanto a las células de la granulosa como a las células tecales. En la teca interna
se produce edema Yy las fibras colagenas se disocian. Mediante la actividad de las proteasas,
producidas por las células de la granulosa, ocurre la degradacién de la pared folicular y de la

membrana basal. Se pierden las uniones entre las células de la granulosa, quedando en contacto



Capitulo 1: Introduccidn 6

solo las células del cimulo ovigero. Como consecuencia de la ruptura del foliculo y el aumento
de la presion intrafolicular, el complejo cumulo-ovocito es expulsado del foliculo. La ovulacién

involucra, también, la ruptura de la superficie del ovario [2, 4].

Un evento crucial que ocurre tras alcanzar el peak de LH es el reinicio de la meiosis en el
ovocito, caracterizado por la condensacion de la cromatina, reorganizando los cromosomas y la
desaparicion de la membrana nuclear. El ovocito continGa su division mei6tica hasta la metafase
Il de la segunda meiosis, donde queda detenida hasta la fecundacion. Como el ovocito no tiene
receptores para la LH, esta hormona actuaria a nivel de las células de la granulosa, y se cree que
lo haria eliminando los factores inhibitorios de la meiosis 0 aumentando las sefiales de activacion

de la maduracion ovocitaria [17].

1.5.- LUTEINIZACION

1.5.1.- Generalidades

Como consecuencia del “peak de LH” y la ovulacion, el foliculo colapsa y las células de la
granulosa y células tecales experimentan cambios morfoldgicos, dando origen al cuerpo luteo
(Figura 1.2). Esta estructura constituira un érgano endocrino transitorio, es decir, sera capaz de
sintetizar progesterona por un periodo limitado. Esta hormona promueve la secrecion del
revestimiento mucoso del oviducto, necesario para nutrir al 6vulo fecundado, y la capacidad

secretora del endometrio como preparacion del utero para la implantacién del cigoto [5, 9].
1.5.2.- Desarrollo del Cuerpo Luteo

Después de la ovulacion, como consecuencia de la ruptura vascular, la cavidad antral es
reemplazada por un coagulo de sangre, aislado de las células de la granulosa por fibroblastos. A
esta estructura se le conoce como cuerpo hemorrégico. El codgulo se reabsorbera gradualmente y
la cavidad sera ocupada por las células lateas, dando origen al cuerpo luteo. Las células de la
granulosa experimentan un proceso de luteinizacion, transformandose en las células luteas
grandes, en mamiferos no primates. Estas células, organizadas en cordones, son las mas

abundantes del cuerpo IUteo y se caracterizan por presentar inclusiones lipidicas en su citoplasma,
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mitocondrias con crestas tubulares y reticulo endoplasmatico abundante. Por su parte, las células
de la teca originan a las células luteas pequefias, en mamiferos no primates, que se caracterizan
por presentar un reticulo endoplasmatico abundante. La principal hormona esteroidea que
produce el cuerpo luteo es la progesterona, algunas especies son capaces de producir estrégeno en
menor cantidad. Otros tipos celulares presentes en el cuerpo luteo son fibroblastos, células
endoteliales y pericitos [18, 19].

Otros eventos importantes que ocurren durante el desarrollo del cuerpo lGteo son: 1) la
proliferacion e hipertrofia de las células luteas que se refleja en un aumento considerable del
tamafio del cuerpo luteo y, 2) la formacién de nuevos vasos sanguineos (angiogénesis). Ademas,
en mamiferos no primates el cuerpo lGteo experimenta una reorganizacion importante, las células
que los componen migran y se entremezclan, quedando células Iuteas, fibroblastos y células
endoteliales muy cercanas unas de otras. En cambio en primates las células granulosas y tecales
luteinicas, analogas de las células luteas grandes y pequefias respectivamente, quedan separadas

por remanentes de la membrana basal [2, 18].

En ausencia de fecundacion, las células lateas involucionan en un proceso conocido como
lutedlisis que es iniciado, en roedores, por la Prostaglandina F,,, factor secretado por el Utero. La
secrecion de progesterona cesa y las células liteas mueren por apoptosis. El cuerpo lGteo es
invadido por macréfagos y fibroblastos, y, finalmente, involuciona en un proceso llamado
luteolisis [9, 20].



Capitulo 1: Introduccidn 8

- Células de la g
Foliculo maduro  granulosa

PSRN

— —— 14 Ovulacién

Foliculo

pequefio - A

Q@

R b B

Cuerpo lUteo

FIGURA 1.2: Desarrollo del cuerpo lateo

Tras la ovulacion, el foliculo colapsa y experimenta una serie de cambios, dando origen
al cuerpo luteo. Esta estructura constituird un érgano endocrino transitorio, capaz de
sintetizar progesterona. Adaptado de Knobil and Neill, 2006.

1.6.- REGULACION DE LA FOLICULOGENESIS

Segln su respuesta ante las hormonas gonadotrofinas, FSH y LH, podemos dividir la
regulacion de la foliculogénesis en una regulacion intraovarica, en foliculos pre-antrales, y una

regulacion hormonal, en los foliculos antrales (Figura 1.1).
1.6.1.- Regulacion intraovérica del desarrollo folicular

Es conocido que la foliculogénesis hasta la etapa de foliculo pre antral, e incluso la de
foliculo antral temprano, es independiente de gonadotrofinas [16]. Como esta etapa de la
foliculogénesis no requiere de concentraciones adultas de FSH y LH, es posible encontrar desde
foliculos primordiales hasta foliculos terciarios tempranos en ovarios de hembras pre puberes [2,
16, 21, 22]. Su regulacion, en cambio, seria intraovarica, a través de la accién paracrina de
diversos factores intraovaricos y la interaccion ovocito-granulosa-teca. Factores secretados por el
ovocito serian fundamentales para el desarrollo de los foliculos més alla del estadio primario, de
ellos destaca el Factor de crecimiento y diferenciacion-9 (GDF-9) [2, 14]. Existe evidencia que

los foliculos ovaricos de ratones portadores de mutaciones en este gen se desarrollan sélo hasta
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foliculos primarios, haciéndolos infértiles [23]. Otro factor de importancia es la interaccion entre
el receptor KIT, ubicado en la superficie del ovocito, y su ligando KITL, producido por las
células de la granulosa, estos serian fundamentales para el inicio del crecimiento folicular y su
progresién mas all& del foliculo primario [2, 24, 25]. Por otra parte, la Hormona Antimilleriana
inhibiria el crecimiento folicular evitando una disminucion acelerada de los foliculos
primordiales [2, 25]. Factores secretados por las células de la granulosa y el GDF-9 estimularian
el reclutamiento y diferenciacion de las células tecales [26]. La interaccion entre las células de la
granulosa y la teca también potenciaria el desarrollo folicular temprano, el factor de crecimiento
de los queratinocitos (KGF o FGF-7), producido por las células mesenquimales precursoras de la
teca, amplificaria la expresion del ligando KITL, promoviendo el desarrollo de los foliculos

primordiales [27].

Si bien el desarrollo de los foliculos pre antrales puede ocurrir independiente de las
gonadotrofinas, ellos responden a estas hormonas, las que facilitarian su crecimiento y

requeririan de su presencia para un 6ptimo desarrollo folicular [14, 25, 28, 29].
1.6.2.- Regulacion endocrina del desarrollo folicular

El desarrollo de los foliculos antrales tempranos hasta la etapa de foliculo preovulatorio es
dependiente de los niveles circulantes de gonadotrofinas, FSH y LH, regulado por el eje
hipotalamo-hipofisis-ovario. El hipotalamo libera la hormona liberadora de gonadotrofina
(GnRH) hacia la hipdfisis anterior, estimulando en ésta la secrecion de gonadotrofinas, FSH y
LH, que se unen a receptores ubicados en el ovario. Durante la fase folicular del ciclo ovérico la
FSH actla potenciando el crecimiento folicular al estimular la proliferacion de las células de la

granulosa, la expresion de receptores de la LH y la sintesis de estrogenos [30, 31, 32].

El estrogeno es una hormona esteroidea fundamental en la foliculogénesis ya que
promueve el crecimiento folicular, la expresion de receptores de  gonadotrofinas, la
esteroidogénesis, la formacion de uniones de comunicacion (gap junctions) por parte de las
células de la granulosa e inhibe las apoptosis de estas células. Los estrogenos, ademas,
participarian en la formacion y mantencion del cuerpo luteo [13]. Otro rol de los estrogenos es en
la regulacion de la secrecion de las hormonas por parte del hipotalamo e hipofisis [13, 32]. El

aumento de los niveles de estrégeno causara una diminucion de la concentracion de la FSH, ya
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que tendria un efecto de retroalimentacion negativa en la liberacion de la FSH. Los niveles de
FSH permanecen por debajo del umbral necesario para mantener el crecimiento de los foliculos
antrales tempranos pero suficiente para mantener el de los foliculos pre ovulatorios, los que se
hacen menos sensibles a esta hormona ya que adquieren receptores de LH y responden a esta

hormona, pudiendo continuar con su crecimiento [16].

Los estrogenos tienen un efecto de retroalimentacion positiva en la liberacion de la LH. Al
alcanzar un peak de la LH ocurre la ovulaciéon y la formacién del cuerpo luteo, estructura
encargada de la produccion de progesterona. Si no ocurre la fecundacion, el cuerpo lateo
involuciona ya que la progesterona inhibe la secrecion de LH, hormona necesaria para su
mantencion. Al involucionar el cuerpo lateo, disminuyen los niveles circulantes de progesterona
y estrdgenos, lo que estimula la secrecion de FSH y una nueva fase folicular, situacion que se

aplica tanto para roedores como primates [30, 33].

Entre los ultimos dias de vida intrauterina y los primeros dias de vida, el eje hipotalamo-
hipdfisis-ovario experimenta un periodo de hiperactividad necesario para la diferenciacion sexual
y programacion del sistema nervioso. Luego sera reemplazado por un periodo de reposo que dura
hasta la pubertad. El reposo se caracteriza por una disminucion en la secrecion de la GnRH vy, por
tanto, en un descenso de los niveles de gonadotrofinas y hormonas esteroideas. Siguiendo a esta
etapa, al inicio de la pubertad, el eje vuelve a activarse y con ello aumenta la liberacion de GhnRH
que estimula la secrecion de gonadotrofinas y hormonas esteroideas, alcanzando la madurez
reproductiva. En la pubertad, como consecuencia de la activacion y maduracién del eje, los

foliculos ovéricos pueden completar su desarrollo y ovular [32, 34].

1.7.- ATRESIA

1.7.1.- Generalidades

Durante la vida intrauterina (en primates) o los primeros dias de vida (en roedores) los
ovocitos interactuan con las células sométicas para formar los foliculos primordiales. S6lo un

10% de los ovocitos llega a formar parte de un foliculo, el resto muere por apoptosis. Algo
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similar ocurre con los foliculos, la mayoria no llega a ovular. ElI proceso de muerte de los
foliculos se denomina atresia. Las células mueren por apoptosis cuando dejan de recibir los

factores necesarios para su supervivencia, especialmente la FSH [4, 35].

Cabe recordar que la apoptosis es un tipo de muerte celular programada que se caracteriza
por la condensacion de la cromatina, ruptura de la membrana nuclear y fragmentacién del nucleo,
con la formacion de cuerpos apoptéticos que corresponden a fragmentos nucleares rodeados de

una membrana [4].
1.7.2.- Atresia Folicular

La atresia afecta tanto a las células somaticas como al ovocito primario. Si bien puede darse
a cualquier nivel del desarrollo folicular, es poco frecuente en los foliculos primordiales y
primarios, y afecta, en mayor medida, a los foliculos secundarios tardios y foliculos terciarios, en
que las células de la granulosa al presentar una mayor tasa mitdtica son mas susceptibles a la

muerte por apoptosis.

En el caso de los foliculos primarios se ha observado que las células de la granulosa
permanecen incluso después de la muerte del ovocito [36]. En foliculos secundarios tardios y
terciarios, el primer signo de atresia es la presencia de cuerpos apoptéticos en las células de la
granulosa mas cercanas al antro. En estadios mas avanzados de atresia se observa
desprendimiento de las células granulosas de la membrana basal, fragmentacion de la lamina

basal y presencia de debris celular en el antro folicular [37].

El ovocito mostrara alteraciones en los estadios mas avanzados de atresia. Entre los
cambios que puede experimentar estan la distorsién de su forma redonda, irregularidad de la
membrana nuclear, reinicio de la meiosis (en foliculos antrales) y, posteriormente, su
fragmentacion [37, 38]. El ovocito y la zona pellcida pueden permanecer en el foliculo atrésico
incluso después de la desaparicion de las células de la granulosa, siendo la zona pellcida el
ualtimo elemento folicular en desaparecer. Es normal encontrar una gran cantidad de remanentes

de zona peldcida en el estroma ovarico, aun en ausencia del foliculo atrésico [36].

También se ven afectadas las células tecales que se hipertrofian para dar origen a la
glandula intersticial. Si bien el desarrollo y distribucion de esta estructura varia entre especies, en

todas presenta caracteristicas propias de células esteroidogénicas (gotas de lipidos en el
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citoplasma, organelos bien desarrollados y las enzimas necesarias para la produccion de
hormonas esteroideas). En algunas especies, como el ser humano, la glandula intersticial es una
estructura transitoria e involuciona a estroma ovarico normal, en otras especies esta estructura se

acumula y ocupa la mayor parte del estroma [36].

1.8.- FOLICULOGENESIS EN RATONES

1.8.1.- Desarrollo folicular del nacimiento a la madurez reproductiva

Sabiendo que la regulacion de la foliculogénesis es distinta segun sea la etapa de
crecimiento (preantral o antral) y que el eje hipotalamo-hipdfisis-ovario permanece en reposo
hasta la pubertad, podemos entender que el ovario presentara distintas poblaciones foliculares a
lo largo de la vida. En la etapa prepuberal los ovarios sélo se desarrollaran hasta foliculos antrales
tempranos, regulados por factores intraovaricos, mientras que alcanzada la pubertad y reactivado
eje hormonal, algunos foliculos alcanzaran el estadio preovulatorio, ovulardn y formaran el

cuerpo lateo, bajo influencia de la FSH y LH.

Segun lo descrito por Peters [39], los ovarios de ratones recién nacidos presentan dos
componentes; ovocitos, dispuestos en nidos, y estroma. Los ovocitos ya han comenzado su
division meiotica, algunos se encuentran en etapas transitorias de la profase (paquiteno o inicio
de diploteno) mientras que otros ya han entrado en dictioteno, fase en la que permanecen hasta la

ovulacion.

Los foliculos primordiales no se empiezan a formar sino hasta el dia 2 post natal y al tercer
dia ya se distinguen foliculos primarios. A la primera semana de vida los ovarios presentan
grandes cambios respecto al primer dia de vida, son mas grandes y un porcentaje importante de
foliculos (5%) ha empezado a crecer. Se observan foliculos secundarios y se ha empezado a

desarrollar la teca, la membrana basal e incluso pequefios vasos sanguineos [39].

A la segunda semana de vida el ovario luce similar al dia 7, hay un mayor namero de
foliculos secundarios (de 2-3 capas de células de la granulosa) y se observa que los foliculos

primordiales se ubican en la parte mas externa de la corteza ovarica mientras que los foliculos en
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desarrollo se encuentran en la parte mas interna de la corteza. Por su parte el centro del ovario

sigue siendo ocupado por estroma [39].

Entre la tercera y cuarta semana de vida se observan foliculos de mayor tamafio, en algunos
han empezado a aparecer espacios con liquido folicular. Como no existen los niveles
gonadotréficos adecuados para sostener el crecimiento de los foliculos, estos foliculos se vuelven
atrésicos. Los foliculos atrésicos parecen encogerse y finalmente desaparecen quedando
solamente la zona pellicida inmersa en el estroma ovérico. En las hembras de 3 semanas sera
normal encontrar un gran numero de foliculos en crecimiento y, también, un gran numero de
foliculos atresicos [39, 40, 41].

Al mes de vida se ha formado un sistema capilar central bien desarrollado, el ovario pierde
el aspecto sélido que tenia durante los primeros dias de vida. Como consecuencia de la atresia de
los foliculos y la formacion de la glandula intersticial, el estroma del ovario infante empieza a
asemejarse al del ovario adulto [36, 39]. El ovario no solo experimenta cambios morfoldgicos,

también ve reducido el numero de foliculos conforme la hembra envejece.

El crecimiento de los foliculos antrales es dependiente de gonadotrofinas, por lo que en
ausencia de los niveles adecuados de esta hormona no podran continuar su crecimiento y se
volveran atrésicos. Durante la transicion a la pubertad se reestablece el eje hipotalamo-hipofisis-
ovario y aumentan los niveles de gonadotrofinas y estrogenos, lo que le permite a los foliculos

continuar con su crecimiento [4].

La duracidn de la vida reproductiva de las hembras esta determinada por la poblacién de
foliculos primordiales que se formen en los primeros dias de vida. A lo largo de la vida de la
hembra estos foliculos iniciaran su crecimiento, algunos de ellos ovularan pero el destino de la
mayoria es la atresia. Si bien el numero de foliculos disminuye con el tiempo, la mayoria de las
especies de ratones no llegan a perder la totalidad de los foliculos [2, 39]. El envejecimiento
ovarico no esta marcado solamente por la deplecion folicular, sino también por cambios en el eje
hormonal y la pérdida de la ciclicidad. Seguido al periodo de actividad y madurez del eje
hipotalamo-hipdfisis-ovario (que se alcanza en la pubertad), le sigue un periodo de reposo y

pérdida de funcion. En un principio los ciclos se hacen irregulares y de mayor duracion, pero
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luego ocurre que la hembra deja de ciclar, se mantiene en un periodo constante de estro y no hay
ovulacion [32, 42].

En ratas de edad avanzada hay una disminuciéon de los foliculos sanos y atrésicos en
comparacion con las hembras adultas. Mientras se mantenga la ciclicidad, las hembras siguen
desarrollando foliculos pre owvulatorios y ovulando, aun asi la calidad de los ovocitos es

deficiente, no son capaces de reanudar la meiosis in vitro [43, 44].
1.8.2.- Ciclo estral en ratones

Una vez alcanzada la pubertad, el animal adulto experimenta ciclos estrales regulares (de 4-
5 dias). El ciclo estral se puede dividir en cuatro etapas: proestro, estro, metaestro y diestro. Las
fases de proestro y estro coinciden con la fase folicular del ciclo ovarico, mientras que las fases

de metaestro y diestro, con la fase lGtea.

El proestro se caracteriza por ser la ultima fase de crecimiento de los foliculos pre
ovulatorios bajo influencia gonadotréfica. Aumentan los niveles de estrégenos que tienen un
efecto de retroalimentacion positiva en el hipotdlamo e hipofisis, aumentando los niveles de LH.
En el estro ocurre la ovulacion y la hembra es receptiva a tener coito fecundante con el macho.
Durante el metaestro ocurre la formacion del cuerpo IGteo y la atresia de los foliculos remanentes.
En el diestro, si no ha habido apareamiento empieza la regresion funcional del cuerpo luteo y al
final de esta etapa, los foliculos comienzan a crecer rapidamente. El cuerpo lUteo puede
permanecer en el ovario durante 2-4 ciclos después de iniciada su regresion [30, 45].

En ratones la ovulacion es espontanea pero en ausencia de coito el cuerpo lGteo no esta
totalmente desarrollado y se considera no funcional. Este cuerpo lGteo no secreta suficiente
progesterona para mantener el embarazo, ya que ésta es metabolizada en un producto inactivo, la

20a-hidroxiprogesterona [2].

En ratones la pubertad y el ciclo estral se inicia a las 5-6 semanas de vida. Al principio su
frecuencia y duracion es mas corta que en una hembra adulta. La maxima frecuencia y duracion
del ciclo estral se alcanza entre el tercer y quinto mes de vida y dura hasta los 7-10 meses de
edad. A medida que la hembra envejece los ciclos se hacen menos regulares y pierde ciclicidad a

las 16 meses de vida aproximadamente [30].
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1.9.- OCTODON DEGUS

1.9.1.- Generalidades

El Octodon degus es un de roedor autdctono de la zona central de Chile. Es un animal de
pequefio tamafio (en su tamafio adulto pesa alrededor de 200 grs), sociable, diurno y de lenta
maduracion. Se adapta facilmente a las condiciones de laboratorio, donde se reproduce con

facilidad y puede llegar a vivir 5-7 afios [46].

1.9.2.- Ciclo estral del Octodon degus

El ciclo estral del Octodon degus es regular, tiene una duracion de 17-21 dias que recuerda
a la de grandes mamiferos como ovejas y primates. Son poliovuladores, de ovulacion espontanea
y desarrollan un cuerpo luteo funcional, independiente de estimulacion vaginal o apareamiento,
que permanece por 12 a 14 dias [47]. Se estima que las hembras empiezan a ciclar a las 12-16

semanas Y la reproduccion termina a los 4 — 4.5 afios de edad [48].

En su habitat natural se estima que las hembras empiezan a aparearse a los 8-9 meses de
edad, se reproducen una vez al afio (Mayo-Julio) y tienen camadas de 3-10 crias que nacen entre
Septiembre y Octubre. En laboratorio este roedor se reproduce, por primera vez, a los 6 meses de
edad, la primera camada consiste en 4-6 crias y las que le siguen en 6-10 crias. Puede dar a luz 3-

4 camadas por afio [46, 48]. La duracion de la gestacién es de 90 dias [46].

No se cuenta con informacion detallada sobre la foliculogénesis en hembras de Octodon
degus, pero pareciera ser similar a la de otros mamiferos, con la presencia de foliculos en
distintas etapas de crecimiento, foliculos atrésicos y cuerpo lGteo inmersos en el estroma ovarico.
Esta descrito que el dia del estro los ovarios de esta especie exhiben foliculos pre ovulatorios,
foliculos secundarios y cuerpo albicans. Ovarios recogidos 6 dias después del estro presentan un
cuerpo lateo bien desarrollado, ademas de foliculos primarios. El dia 16, poco antes del siguiente
ciclo, los ovarios muestran foliculos primarios y secundarios, y el cuerpo liteo empieza a

involucionar [47].
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1.9.3.- Octodon degus y la investigacion

En los ltimos afios se ha incrementado el uso del Octodon degus como modelo animal
experimental. Se ha utilizado principalmente para el estudio del ciclo circadiano de mamiferos
diurnos, ya que posee las ventajas de ser un animal sociable, presentar una funcién circadiana
sexualmente dimdrfica y tener un desarrollo méas lento que otros roedores [48]. Ademas es un
valioso modelo para el estudio de distintas areas médicas ya que es capaz de desarrollar,
espontaneamente, enfermedades analogas a las experimentadas por el ser humano, incluyendo
enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad del Alzheimer, diabetes mellitus, cataratas
y cancer [46, 49].

También se ha descrito a esta especie como un buen modelo biolégico de estudios de ciclo
reproductivo femenino, para enfrentarse experimentalmente a problematicas de enfermedades y
envejecimiento ovarico en la especie humana. Los estudios sobre ciclo reproductivo se han
enfocado principalmente en ratas, hdmsters y ratones, animales que tienen un ciclo estral de corta
duracion (4-5 dias), espontaneo pero sin la formacién de un cuerpo Iateo funcional o verdadero a
menos que haya estimulacion vaginal o apareamiento. Los ciclos reproductivos sin fase lutea
verdadera estan presentes en un pequefio nimero de especies de mamiferos y no es el que
exhiben los seres humanos. EI Octodon degus por su parte tiene un ciclo estral que recuerda al de
grandes mamiferos, como los primates, con ovulacion espontanea y formacion de cuerpo lUteo
funcional independiente de estimulacion vaginal. Ademas su ciclo tiene una duracion de 17-21
dias, muy cercana a los 28 dias que dura, en promedio, el ciclo menstrual de las mujeres. Sumado
a su tipo reproductivo, este animal tiene las ventajas de ser mas pequefio que una rata adulta, vivir
por mas tiempo, tener un desarrollo mas lento que otros roedores y adaptarse facilmente a las
condiciones de laboratorio. Estas caracteristicas hacen de esta especie un excelente modelo para

el estudio de ciclos reproductivos con fase litea verdadera [46, 47].
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CAPITULO 2: OBJETIVOS

2.1.- OBJETIVO GENERAL

Comparar la foliculogénesis ovarica en hembras adultas jovenes y de edad avanzada de

Octodon degus.

2.2.- OBJETIVOS ESPECIFICOS

Describir morfolégicamente los foliculos ovéricos de hembras adultas jovenes y edad

avanzada de Octodon degus.

Describir el numero de los tipos foliculares sanos y atrésicos presentes en los ovarios de

hembras adultas jévenes y edad avanzada de Octodon degus.

Describir el diametro de los tipos foliculares sanos y atrésicos encontrados en los ovarios

de hembras adultas jévenes y edad avanzada de Octodon degus.

Describir el diametro del ovocito y vesicula germinativa de los foliculos sanos en ovarios

de hembras adultas jovenes y edad avanzada de Octodon degus.

Describir el nimero y didmetro de los cuerpos IGteos en ovarios de hembras adultas

jévenes y de edad avanzada de Octodon degus.

Describir la expresion de la proteina caspasa-3 de foliculos atrésicos en ovarios de

hembras adultas jovenes y de edad avanzada de Octodon degus

Comparar los resultados obtenidos en los ovarios de hembras adultas jovenes y de edad

avanzada de Octodon degus.
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CAPITULO 3: MATERIALES Y METODOS

3.1.- MATERIALES

El estudio se realiz6 en dependencias del Laboratorio de Biologia de la Reproduccion y del
Desarrollo, Instituto de Biologia, Facultad de Ciencias de la Universidad de Valparaiso, el cual

contaba con la implementacién necesaria para el procesamiento y analisis de las muestras.

3.2.- METODOS

3.2.1.- Seleccién de muestra

Para este estudio se utilizaron 11 ovarios de Octodon degus. Tres ovarios correspondieron a
hembras de 4 meses de edad (en inactividad reproductiva), cuatro ovarios a hembras de 6-7
meses de edad (iniciando actividad reproductiva) y cuatro ovarios de hembras de 2-6 afios de

edad (hembras de mantencion).

Se trabajo con blogues de archivo de ovarios de Octodon degus, fijados en Bouin acuoso e
incluidos en paraplast. Estos ovarios eran remanentes de animales utilizados en el proyecto
Fondecyt: “Neurobiology of Vision in the Retina of the Diurnal Rodent Octodon degus”, a cargo
del Dr. Adrian Palacios perteneciente a la Facultad de Ciencias de la Universidad de Valparaiso.
Los animales provenian de una colonia del vivero de la Facultad de Ciencias de dicha
universidad, se trata de animales nacidos y adaptados a las condiciones del vivero. Se
mantuvieron a temperatura ambiente de 18-20°C, con un ciclo de 12-h luz/ 12-h oscuridad vy,
agua y comida a disposicion ad libitum. Fueron anestesiados con vapores de halotano y

decapitados. El uso de estos animales fue aprobado por el Comité de bioética y bioseguridad UV.
Los criterios de inclusion para la seleccion de las muestras fueron:
e Especie: Octodon degus

e Edad: Adultas jovenes (4 meses , 6-7 meses) y edad avanzada (2-6 afos)
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Los criterios de exclusion a considerar fueron:
e Muestra mal fijada
e Ovario patologico
Ver protocolo del procesamiento de tejidos en Anexo 1.
3.2.2.- Seleccion de variables
Las variables en estudio fueron la edad, tipo folicular y diametro folicular.
Los valores que tomaron las variables fueron los siguientes:
e Edad:
Hembras adultas jovenes: 4 meses y 6-7 meses.
Hembras de edad avanzada: 2-6 afios.

e Tipo Folicular: Foliculo primordial, foliculo primario, foliculo secundario, foliculo

terciario, foliculos atrésicos y cuerpo luteo.
e Diametro Folicular y ovocitario: expresado en micrometros (pum)
3.2.3.- Procesamiento histoldgico

A cada ovario completo se le realizaron cortes seriados, de 6 um de grosor, con un
microtomo Leica BM1255. Los cortes fueron estirados en un bafio termorregulado a una
temperatura de £ 40°C, y montados de forma seriada en portaobjetos utilizando albumina de
huevo como medio de adhesion. Una vez montados, las preparaciones fueron colocadas en una
estufa a 40°C durante toda una noche. Los cortes fueron desparafinados en tres bafios de xilol,
hidratados en una bateria de alcoholes de concentracion decreciente y lavados en agua destilada.
Una vez desparafinados e hidratados, los cortes se tifieron con el método tricromico de Arteta

(hematoxilina, eritrosina-naranja G, azul de anilina) [50].
Ver protocolo de desparafinacion e hidratacién en Anexo 2.

Ver protocolo del método tricromico de Arteta en Anexo 3.
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3.2.4.- Descripcion morfologica y recuento folicular

Se describidé la morfologia de los tipos foliculares encontrados en cada ovario de las
hembras adultas jovenes y de edad avanzada. Los foliculos fueron clasificados segln un criterio
morfoldgico basado en las caracteristicas del ovocito, células de la granulosa y células tecales. De
esta forma se distinguen foliculos sanos (primordiales, primarios, secundarios y terciarios),
foliculos atrésicos (primarios atrésicos, secundarios atrésicos, terciarios atrésicos y atrésicos

avanzados) y el cuerpo luteo.

Para discriminar los foliculos en crecimiento de foliculos atrésicos se aplicaron los
siguientes criterios: reinicio de meiosis (presencia de figuras de divisién meidtica), signos de
degeneracion del ovocito (pérdida parcial o total de los limites de la envoltura nuclear, pérdida de
la forma y limites celulares irregulares), picnosis de los ndcleos de las células granulosas,
infiltracion de células granulosas en la cavidad antral de los foliculos terciarios, hipertrofia de la

células tecales.

Respecto al cuerpo lateo, s6lo se consideraron las estructuras morfoldgicamente bien

desarrolladas, se excluyeron del conteo y medicion los cuerpos hemorragicos.

Las fotomicrografias se obtuvieron con una camara digital Leica DFC290 incorporada a un
microscopio Leitz Leica DM RBE. La edicidn de las imagenes se realizé con el programa Adobe
Photoshop CC.

La cuantificacion folicular se realizd contando en un solo plano de foco todos aquellos
foliculos cuyo ovocito tuviera la vesicula germinativa (ntcleo) conteniendo su nucléolo en foco,
mediante el la observacion de la totalidad de los cortes obtenidos de cada ovario, utilizando un
microscopio optico Leica DM2500. Los datos se expresaron como el promedio + error estandar
(EE)

3.2.5.- Medicion folicular

Se determind el diametro de la seccion mayor de cada foliculo. Para esto se realizaron dos
mediciones del diametro folicular perpendiculares entre si, de membrana basal a membrana basal,
y, luego, se calculd el promedio de ambos. Se midieron los didmetros de 25 foliculos
primordiales, 50 foliculos primarios y todos los foliculos secundarios, terciarios, atrésicos y
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cuerpos lateos. Con el mismo método utilizado para los foliculos se midieron los diametros del

ovocito y vesicula germinativa [51, 52, 53].

La medicion de los diametros se realiz6 en un microscopio 6ptico Leica DM2500 con una
camara CCD Cohu 4812- 5000/000. Las imagenes digitalizadas se analizaron en un computador
Macintosh utilizando el programa NIH Image J de dominio publico (desarrollado en el U.S.
National Institutes of Health y disponible en Internet en http:/rsb.info.nih.gov/nih-
image/download.html). Los datos se expresaron como el promedio + EE.

3.2.6.- Estudio inmunohistoquimico

Con el fin de estudiar la apoptosis en los foliculos atrésicos se identificd, a través de un
estudio inmunohistoquimico, la expresiéon de la proteina caspasa-3. Esta proteasa es una de las

caspasas efectoras responsables del clivaje de diversas proteinas durante la muerte celular.

Los ovarios a estudiar se cortaron de forma seriada, a 6 um de grosor, obteniéndose cintas
de 15 cortes cada una. El primer corte de cada cinta se tifié con el método tricromico de Arteta y
en base al estudio histoldgico se eligio la cinta mas representativa, de la que se ocupo el segundo

corte para estudio inmunohistoquimico.

Los cortes fueron estirados en un bafio termorregulado Leica HI1210 a 40°C, montados en
portaobjetos cubiertos con polisina y puestos a secar en una estufa a 40°C durante toda la noche,
transcurrido este tiempo fueron desparafinados e hidratados hasta agua destilada. Los cortes
fueron colocados en buffer TRIS (pH 7.6) por unos minutos y luego transferidos a buffer Tris
EDTA (pH 9), calentado previamente, para realizar la recuperacion antigénica en una vaporera

durante 30 minutos.

Una vez realizada la recuperacion, los cortes fueron enfriados a temperatura ambiente y
lavados en tres bafios de agua destilada. Se realiz6 el blogueo de la peroxidasa endégena por 30
minutos. Para el bloqueo de los sitios inespecificos los cortes se incubaron con suero de cabra al
2% en buffer Tris (pH 7.6) durante 30 minutos, luego se realizd la incubacion con el anticuerpo
primario anti-caspasa 3 (dilucién 1:200 en buffer Tris pH 7.6) durante toda la noche en un
refrigerador a 4°C.
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Al dia siguiente, se realizaron tres bafios en buffer y los cortes fueron incubados con el
anticuerpo secundario anti conejo hecho en cabra (dilucién 1:500 en buffer Tris pH 7.6) durante
1 hora. Transcurrido este tiempo los cortes fueron lavados en buffer Tris e incubados con el
complejo ABC por 90 minutos. Seguido de los bafios en buffer Tris los cortes se incubaron con el
cromdgeno Diamobencidina por 10 minutos. Finalmente se lavaron en buffer Tris y agua
destilada, se tifieron con Hematoxilina como contraste, se deshidrataron en bafos de alcohol de
concentracion creciente, aclararon en xilol y cubrieron con cubreobjetos, utilizando entellan

como medio de montaje.
Para mas detalles del protocolo de inmunohistoquimica ver Anexo 4.
3.2.7.- Anélisis de datos

El recuento de los foliculos y el didmetro folicular se expresaron como el promedio * error
estandar (EE). Para el célculo de estas variables y la confeccion de los graficos se utilizo el

programa Excel 2013.

Para el analisis comparativo de los datos se empleo el test de Kruskal-Wallis, prueba de
contraste no paramétrica para k muestras independientes, estableciendo una probabilidad p menor
a 0.05 (p<0.05) como criterio de significancia estadistica. Este analisis se complementd con el
test U de Mann-Whitney para contrastar 2 muestras independientes utilizando, también, un valor
p menor a 0.05 (p<0.05) como criterio de significancia estadistica. Estas pruebas se realizaron
con el programa SPSS Statistics 17.0.
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CAPITULO 4: RESULTADOS

4.1.- DESCRIPCION MORFOLOGICA

Se estudiaron ovarios de hembras de 4 meses, 6-7 meses y 2-6 afios de edad. No se
observaron diferencias en la morfologia de foliculos sanos, foliculos atrésicos o cuerpos IUteos

entre los grupos, por lo que a continuacion se realiza una descripcién general de los foliculos.
4.1.1.- Foliculos sanos

Los foliculos sanos (sin signos de atresia) fueron clasificados en foliculos primordiales,

primarios, secundarios y terciarios.

Los foliculos primordiales corresponden a aquellos formados por el ovocito primario
rodeado de una capa de células escamosas pregranulésicas (Figura 4.1A). Este tipo folicular
presenta dos disposiciones: 1) en grupos o “nidos de foliculos” o 2) aislados. Se ubican en la
region externa de la corteza. Los diametros de los foliculos primordiales fluctuaron entre 16.1 y
23.8 um en las hembras de 4 meses, entre 16.9 y 23.2 um en las de 6-7 meses y entre 15.5y 23.7
pUm en las de 2-6 afios. No se observan diferencias significativas en el didmetro de los foliculos

primordiales, en los tres grupos presenta un didmetro promedio cercano a 19 um (Figura 4.4).

Se clasificaron como foliculos primarios a aquellos en que el ovocito esta rodeado de una
capa de células cubicas o células de la granulosa (Figura 4.1B). También se consideraron en esta
clasificacion a aquellos foliculos que presentaban células planas y células cubicas, pero con
predominio de las ultimas. Se observo el deposito de un material cianofilo (tefiido con azul de
anilina) rodeando al ovocito, que constituird la zona pelucida. Los didmetros de los foliculos
primarios fluctuaron entre 23.4 y 61.3 um en las hembras de 4 meses, entre 23.2 y 61.7 um en las
de 6-7 meses y entre 23.6 y 60.9 um en las de 2-6 afios. No se observan diferencias importantes

en los diametros de los foliculos primarios, encontrandose estos entre 33 y 35 um (Figura 4.4).

Los foliculos secundarios se caracterizan porque el ovocito esta rodeado de dos 0 méas capas
de células de la granulosa, o bien aquellos en los que es evidente la formacion de una segunda

capa de células (sin ser continua). En general, estos foliculos estaban formados por un minimo de
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dos capas de células de la granulosa y un maximo de 6 capas de células. En estos foliculos se
observd un mayor desarrollo (grosor) de la zona peldcida. En foliculos de 2 capas de células de la
granulosa empieza a aparecer una teca poco diferenciada alrededor del foliculo (por fuera de la
lamina basal), que se distingue como 2-3 capas de células fusiformes (Figura 4.1C). Los
didmetros de los foliculos secundarios fluctuaron entre 53.3 y 161.2 pum en las hembras de 4
meses, entre 66.3 y 177.2 um en las de 6-7 meses y entre 51.8 y 170.4 um en las de 2-6 afios. El
diametro de los foliculos secundarios no presenta diferencias significativas entre grupos,

bordeando estos entre 94 y 100 um (Figura 4.4).

Los foliculos terciarios son aquellos que presentan la formacion de espacios con liquido
folicular entre las células de la granulosa o aquellos que exhiben un antro folicular propiamente
tal. En estos foliculos era evidente la presencia de una teca bien desarrollada, se observaron
varias capas de células fusiformes rodeando al foliculo (Figura 4.1D-E). Los diametros de los
foliculos terciarios fluctuaron entre 145.6 y 545.7 um en las hembras de 4 meses, entre 122.1 y
541.9 um en las de 6-7 meses y entre 116.9 y 657.9 um en las de 2-6 afios. El grupo que presenta
los foliculos terciarios de menor tamafio son las hembras de 6-7 meses de edad (233.1 pm),
aunque el analisis estadistico indica que las diferencias entre los grupos no son significativas
(Figura 4.4).

Los resultados indicaran que hay un aumento del didmetro folicular a través de las distintas
etapas del desarrollo. EI menor diametro de obtuvo en los foliculos primordiales y el mayor en

los foliculos terciarios (Figura 4.4).

Se observaron figuras mitoticas en las células de la granulosa de foliculos secundarios y
terciarios, siendo mas abundantes en los dltimos. También se observaron figuras mitoticas en
foliculos primarios, pero en menor cantidad y con menos frecuencia que en los foliculos

secundarios y terciarios (Figura 4.1).

En las hembras jovenes la glandula intersticial se ve menos desarrollada que en las hembras
de edad avanzada, donde ocupa casi la totalidad del estroma ovérico. La glandula intersticial es

una estructura formada por células de citoplasma claro, de aspecto vacuolado (Figura 4.1E).



Capitulo 4: Resultados 25
4.1.2.- Ovocito y vesicula germinativa en los foliculos sanos

En los foliculos primordiales y primarios, la vesicula germinativa (nucleo) del ovocito
destaca por exhibir un nucléolo unico y prominente, de posicion excéntrica. Por lo general, en los
foliculos primordiales y primarios, la cromatina es laxa ubicada en la periferia de la vesicula
germinativa, cercana a la membrana nuclear. En algunos foliculos la cromatina estd mas
condensada, en ocasiones el grado de compactacion es tal que no permite distinguir facilmente el
nucléolo, aun asi la vesicula germinativa no presenta irregularidades en su membrana, la que se

encuentra bien delimitada (Figura 4.1A-B).

No se observan diferencias significativas en el diametro de los ovocitos en los foliculos
primordiales, bordeando estos entre las 14 y 15 um. Tampoco hay diferencias en el diametro de
la vesicula germinativa de estos foliculos, encontrandose entre 8 y 9 um. Para ambas variables, el

rango de mediciones es minimo (Tabla 4).

Se observaron diferencias significativas (p<0.05) en el didmetro de los ovocitos de
foliculos primarios entre las hembras de 6-7 meses (21.7 um) y las de 2-6 afios de edad (24.3
um). Ademas, se hallaron diferencias significativas (p<0.05) en los diametros de la vesicula
germinativa rango de mediciones, siendo mas marcado de estos foliculos entre las hembras de 4
meses (11.2 um) y 2-6 afios (13.1 um) de edad. Independiente de las diferencias entre grupos,
para ambas variables se observa un amplio en los ovocitos que pueden ir de aproximadamente 16

um a alrededor de 35 um (Tabla 4).

Al igual que los foliculos primordiales y primarios, la vesicula germinativa de los foliculos
secundarios y terciarios posee un nucléolo notorio de posicién excéntrica. La cromatina se

observa més condensada y se ubica, por lo general, rodeando al nucléolo (Figura 4.1C-D).

No se observan diferencias significativas en los didmetros de los ovocitos de foliculos
secundarios, bordeando estos entre 46 y 51 um. Tampoco hay diferencias en el didmetro de la
vesicula germinativa de estos foliculos, tomando valores entre 19 y 20 um. Para ambas variables,
se obtuvo un amplio rango de mediciones. Este rango es mas notorio en los ovocitos, los menores

valores rondan las 30 um y los mayores alrededor de las 60 um (o mas) (Tabla 4).
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Existen diferencias significativas (p<0.05) en el didmetro del ovocito y vesicula
germinativa de los foliculos terciarios, siendo mayor en las hembras de 6-7 meses (65.8 um y

24.2 um, respectivamente). Para ambas variables, el rango de mediciones es pequefio (Tabla 4).

En general, tanto en los didmetros del ovocito y de la vesicula germinativa se observo un
aumento en relacion al estadio de desarrollo folicular, el menor valor (para ambas variables) se
obtuvo en los foliculos primordiales y el mayor en los foliculos terciarios. EI mayor rango de
diametros, tanto del ovocito como de la vesicula germinativa, se observd en los foliculos
primarios y secundarios. El diametro de la vesicula germinativa pareciera mantenerse desde el

estadio de foliculo secundario final.
4.1.3.- Cuerpo Luteo

En dos ovarios, uno de una hembra del grupo de 6-7 meses y el otro de una hembra de 2-6
afios de edad, se observaron cuerpos hemorragicos. Estas estructuras se caracterizan por presentar
un centro hemorragico rodeado de células lateas, de citoplasma claro y de aspecto vacuolado
(Figura 4.2A)

En dos de los tres ovarios de hembras de 4 meses de edad se observaron cuerpos luteos bien
desarrollados. En dos ovarios de los cuatro ovarios de hembras de 6-7 meses de edad se
observaron cuerpos luteos bien desarrollados, en el resto se observaron cuerpos luteos en
regresion. Se observaron cuerpos luteos bien desarrollados en todos los ovarios de hembras de 2-
6 afios de edad.

Los cuerpos luteos estan formados por células poligonales, de citoplasma abundante y claro
con aspecto vacuolado. Estas células poseen un nucleo grande y redondo, y un nucléolo Gnico. Se
distingue un centro de coladgeno y pequefios vasos sanguineos al interior del cuerpo lGteo. Esta

estructura ocupa gran parte del estroma ovarico (Figura 4.2B).

Los diametros de los cuerpos luteos fluctuaron entre 365.9 y 761.3 um en las hembras de 4
meses de edad, entre 305.6 y 659.1 um en las de 6-7 meses y, entre 290.3 y 813.0 um en las de
2-6 afios de edad. No se observaron diferencias estadisticamente significativas en el didmetro de

los cuerpos lateos entre grupos, bordeando éstos entre 552 y 575 um (Figura 4.5).
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4.1.4 .- Foliculos atrésicos

De acuerdo a sus caracteristicas morfoldgicas los foliculos atrésicos fueron clasificados en
primarios atrésicos, secundarios atrésicos, terciarios atrésicos, foliculos atrésicos avanzados y

remanentes de zona peldcida.

Se clasificaron como foliculos primarios atrésicos aquellos foliculos cuyo ovocito
presentaba evidentes signos de degeneracion (pérdida de la forma, limites celulares poco
definidos, ndcleo irregular) pero células de la granulosa normales. También entraron en esta
clasificacion aquellos foliculos donde s6lo permanecian las células de la granulosa en ausencia
del ovocito, en estos foliculos la cavidad antes ocupada por el ovocito contenia remanentes de la
zona pelucida (ZP) (Figura 4.3A). Los diametros de los foliculos primarios atrésicos fluctuaron
entre 34.1y 71.8 um en las hembras de 4 meses, entre 33.6 y 71.8 um en las de 6-7 meses y entre
28.5y 64.1 um en las de 2-6 afios. No se observaron diferencias significativas en los diametros
de este tipo folicular entre los grupos (Figura 4.6). Se observé un aumento en el diametro de los
foliculos primarios atrésicos (47.3, 48.1 y 45.8 um) en comparacion con su variante sana (35.1,

33.6 y 35.4 um) en todos los grupos.

Se observaron dos patrones de foliculos secundarios atrésicos. EIl primero corresponde a
foliculos secundarios tempranos (aquellos con 2 capas de células de la granulosa) que
presentaban evidentes signos de degeneracion del ovocito o bien aquellos foliculos donde s6lo
persisten las células de la granulosa, similar a lo que ocurre con los foliculos primarios atrésicos.
En el segundo patron se observaron nucleos hipercromaticos de forma irregular entre las células
de la granulosa mas cercanas al ovocito, en algunos foliculos el ovocito exhibia irregularidades
en el limite nuclear, en otros no se observo alteracion nuclear aparente (Figura 4.3B). En ningln
foliculo secundario se observaron cuerpos apoptéticos. Los diametros de los foliculos
secundarios atrésicos fluctuaron entre 41.4 y 217.3 pum en las hembras de 4 meses, entre 53.9 y
178.3 um en las de 6-7 meses y entre 40.0 y 164.7 um en las de 2-6 afios. No se observan
diferencias significativas en el didmetro de este tipo folicular entre grupos (Figura 4.6). En el
caso de los foliculos secundarios atrésicos, solo en el diametro de las hembras de 4 meses (108.8

pum) hay un aumento importante en relacion a los su variante sana (95.3 um).
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En los foliculos terciarios (tempranos) atrésicos, aquellos que exhiben pequefios espacios
con liquido folicular, se observaron nucleos hipercromaticos de forma irregular y el limite
nuclear irregular en el ovocito. En los foliculos terciarios atrésicos de mayor tamafio o con un
antro mas desarrollado es evidente la presencia de cuerpos apoptéticos entre las células de la
granulosa, algunos hacia el antro folicular (Figura 4.3C). En los estados mas avanzados de atresia
disminuye el nimero de capas de células de la granulosa, como consecuencia de la apoptosis, se
observa hipertrofia de las células tecales y el ovocito presenta alteraciones evidentes
(irregularidad de la membrana nuclear, reinicio de meiosis, limites celulares irregulares) (Figura
4.3D). Los didmetros de los foliculos terciarios atrésicos fluctuaron entre 154.0 y 541.7 um en las
hembras de 4 meses, entre 128.5 y 586.7 um en las de 6-7 meses y entre 135.6 y 578.4 um en las
de 2-6 afios. No se observan diferencias significativas en el didmetro de los foliculos terciarios
atresicos entre grupos (Figura 4.6). Los foliculos atrésicos de las hembras de 6-7 meses (329.0
Km) muestran un aumento en relacion a su variante sana (233.1 um). Se destaca que el grupo de
6-7 meses de edad es el que presenta el mayor diametro en los foliculos terciarios atrésicos

respecto de los foliculos sanos

Cabe destacar que en los foliculos primarios y secundarios tempranos el primer signo de
atresia se observa en el ovocito, mientras que en foliculos secundarios tardios y terciarios la

atresia afecta primero a las células de la granulosa.

Se clasifico como foliculos atrésicos avanzados a los foliculos que se caracterizan por la
ausencia de células de la granulosa e hipertrofia de las células tecales. En algunos foliculos el
ovocito habia experimentado reinicio de la meiosis, otros no evidenciaban la presencia de la
vesicula germinativa o s6lo quedaban restos celulares (Figura 4.3E). En otros foliculos, ocupando
la cavidad, se observaron células con aspecto luteinizado, de citoplasma claro. Estos foliculos
atrésicos parecieran ser foliculos terciarios (antrales), en avanzados estados de atresia. Los
diametros de los foliculos atrésicos avanzados entre 154.9 y 296.7 um en las hembras de 4 meses,
entre 151.1 y 360.1 um en las de 6-7 meses y entre 119.2 y 266.8 um en las de 2-6 afios. No se
observan diferencias significativas el didmetro de estos foliculos entre los grupos en estudio
(Figura 4.6).
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Si bien no observan diferencias estadisticamente significativas en el didmetro de los
foliculos atrésicos, son las hembras de edad avanzada las que presentan el menor didmetro en

todos los tipos foliculares atrésicos (Figura 4.6).

En todos los ovarios abundaban remanentes de zona pellcida, que se distinguen como
estructuras ciandfilas (por su tincion con azul de anilina) inmersas en el estroma ovarico, a veces
con aspecto plegado (Figura 4.3F). La zona pelucida es la ultima estructura del foliculo atrésico
en desaparecer, esta permanece incluso después de la muerte de las células de la granulosa y del

ovocito.
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FIGURA 4.1: Fotomicrografia de foliculos normales en cortes histolégicos de ovarios de
Octodon degus, tefiidos con tricrémico de Arteta.

A) Foliculos primordiales formados por el ovocito (O) rodeado de células planas pregranul6sicas
(flecha). B) Foliculo primario que destaca por el ovocito rodeado de células de la granulosa cubicas
(flecha). C) Foliculo secundario rodeado de varias capas de células de la granulosa. D) Foliculo
terciario, se evidencian la aparicion de espacios con liquido (flecha) entre las células de la granulosa y
la teca (punta de flecha, ver recuadro). E) Foliculo terciario donde destaca la cavidad antral (flecha). F)
Glandula intersticial formada por células de citoplasma claro. Barra de escala A= 20 um, B= 40 pm,
C=50 um, D=100 pm, E= 160 pm, F= 50 pm.
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FIGURA 4.2: Fotomicrografia de cuerpos luteos en cortes histologicos de ovarios de
Octodon degus, tefiidos con tricromico de Arteta.

A) Cuerpo hemorrégico, se caracteriza porque su centro esta ocupado por un coagulo sanguineo. B)
Cuerpo lateo formado por células de citoplasma abundante y claro con aspecto vacuolado (ver
recuadro). Barra de escala: A= 160 um, B= 200 pum.

31



Capitulo 4: Resultados

ok
i A RO
RS x'~ IR A

FIGURA 4.3: Fotomicrografia de foliculos atrésicos en cortes histologicos de ovarios de
Octodon degus, tefiidos con tricromico de Arteta.

A) Foliculo primario atrésico. En este foliculo persisten sélo las células de la granulosa y en la
cavidad antes ocupada por el ovocito se observan restos de ZP (punta de flecha). B) Foliculo
secundario atrésico. En la capa granulosa se observan nicleos hipercromaticos e irregulares (punta
de flecha) y la vesicula germinativa (VG) exhibe limites irregulares. C) Foliculo terciario atrésico
con cuerpos apoptadticos (flecha) entre las células normales. D) Foliculo terciario atrésico que
destaca por los cuerpos apoptéticos hacia el antro (flecha) y el reinicio de la meiosis en el ovocito
(ver recuadro). E) Foliculo atrésico avanzado. Se observa el ovocito en estado de degeneracion
rodeado de células hipertrofiadas. F) Remanentes de zona pellcida inmersas en la glandula
intersticial. Barra de escala: A= 40 um, B= 50 pum, C= 100 pm, D= 100 pm, E= 50 pm, F= 50 pum.
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FIGURA 4.4: Diametro de los foliculos sanos presentes en ovarios de Octodon
degus.

Se midieron dos diametros foliculares perpendiculares entre si de la seccion mayor de los
foliculos sanos. Los resultados se expresaron como el promedio + EE
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FIGURA 4.5: Diametro de cuerpos luteos presentes en ovarios de Octodon
degus.

Se midieron dos diametros perpendiculares entre si de la seccién mayor del cuerpo
luteo. Los resultados se expresaron como el promedio * EE.
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FIGURA 4.6: Diametro de los foliculos atrésicos presentes en ovarios de
Octodon degus.

Se midieron dos diametros perpendiculares entre si, de la seccion mayor de los
foliculos atrésicos. Los resultados se expresaron como el promedio + EE
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TABLA 4: Diametro del ovocito y vesicula germinativa en ovarios de Octodon degus

Foliculo primordial | Foliculo primario Foliculo secundario | Foliculo terciario (*)

Ov(um) VG (Em) |Ov(um) VG (Em) |Ov({Em) VG ([m) Ov{m) VG (um)

X 14.6 8.8 221 112(*) 47.5 20.1 61.7 22.5

4 meses | Min 12.6 1.7 16.3 8.0 30.6 13.2 56.6 20.4
Max 17.8 10.9 35.9 16.3 60.0 24.7 67.2 24.7

X 15.0 9.3 21.7 (*) 121 51.6 20.1 65.8 24.2

6-7 meses | Min 12.6 1.7 16.3 9.3 37.9 14.6 61.5 22.1
Max 17.2 10.9 36.4 14.9 69.2 25.2 69.4 25.8

X 14.2 9.0 243(% 13.1(% 46.3 19.0 61.5 22.8

2-6 afios | Min 114 74 16.9 10.0 29.1 13.2 55.4 20.0
Max 16.1 10.9 34.3 16.9 59.4 23.5 66.9 25.0




Capitulo 4: Resultados 36

4.2.- RECUENTO FOLICULAR

4.2.1.- Porcentaje de foliculos sanos y atrésicos

En los tres grupos de hembras se noté un considerable predominio de foliculos sanos por
sobre los foliculos atrésicos. En las hembras adultas jovenes (4 meses y 6-7 meses de edad) los
foliculos atrésicos bordean el 4 y 5%, respectivamente. En el caso de las hembras de edad
avanzada (2-6 afios de edad) los foliculos atrésicos representan un porcentaje mayor, alrededor
del 20% del total de poblacion folicular (Figura 4.3). En el caso de las hembras de edad avanzada
la poblacion total de foliculos es menor lo que contribuye a que los foliculos atrésicos representen

un porcentaje mayor del total.
4.2.2.- Variacion en el nimero de los distintos tipos foliculares sanos

Los foliculos primordiales son la poblacion numéricamente mas importante en los tres
grupos, se observa una disminucion de estos foliculos con la edad, siendo las hembras de edad
avanzada las que presentan el menor nimero de ellos. Al comparar la poblacion de foliculos
primordiales se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre las
hembras de 4 meses con las de 2-6 afios de edad, igual diferencia se encontré entre las hembras
de 6-7 meses de edad con las de 2-6 afios de edad; sin embargo, aun cuando disminuye el nimero

entre las hembras jovenes, esta diferencia no es significativa.

Se observaron diferencias estadisticamente significativas en el numero de foliculos
primarios (p<0.05), siendo mayor el nimero de estos foliculos en las hembras de 6-7 meses de
edad y menor en las hembras de 4 meses y 2-6 afios de edad. EI promedio de foliculos
secundarios fue de 47.6 en las hembras de 4 meses, de 35.7 en las de 6-7 meses y de 50 en las 2-6
afios. EI promedio de foliculos terciarios fue de 15 en las hembras de 4 meses, de 6 en las de 6-7
meses y de 14.5 en las de 2-6 afios. No se obtuvieron diferencias estadisticas significativas entre

los grupos (Figura 4.4).
4.2.3.- Variacion en el numero de cuerpos luteos

Se observaron diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) en el nimero de cuerpos
Iuteos, especificamente entre las hembras las hembras jovenes y las de edad avanzada. Fueron las
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hembras de edad avanzada (2-6 afios) las que presentaron el mayor numero de cuerpos liteos, en
promedio 12. Es importante destacar que una de las hembras de 4 meses no presentd cuerpos
luteos, mientras que las otras dos presentaron 2 y 3 CL, respectivamente. En el caso de las
hembras de 6-7 meses s6lo dos presentaron CL bien desarrollados, una de ellas present6 10 CL
pero como otra sélo exhibié 2 CL y el resto de los especimenes exhibieron cuerpos IUteos en

regresion, el promedio fue mas bajo
4.2.4.- Variacioén en el nimero de los distintos tipos de foliculos atrésicos

El tipo folicular atrésico menos frecuente fue el foliculo primario. No se observaron
diferencias significativas en el nimero de foliculos primarios, secundarios y terciarios atrésicos y
atrésicos avanzados entre los grupos. Se destaca que son los foliculos terciarios atrésicos los que

estan presentes en mayor cantidad en todos los grupos.
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FIGURA 4.7: Porcentaje de foliculos sanos y atrésicos en ovarios de
Octodon degus.

En los tres grupos de hembras se evidencia un predominio de foliculos sanos sobre
los foliculos atrésicos.
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FIGURA 4.8: Recuento de foliculos sanos en ovarios de Octodon degus.

Los foliculos sanos se clasificaron como primordiales, primarios, secundarios y terciarios.

Los datos se expresaron como el promedio de cada tipo folicular + EE. (*: p<0.05).
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FIGURA 4.9: Recuento de Cuerpos ltteos en ovarios de Octodon degus

Se cuantificaron los cuerpos luteos bien desarrollados, excluyéndose cuerpos
hemorragicos o cuerpos albicans. Los datos se expresaron como el promedio + EE.
(*: <0.05).
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FIGURA 4.10: Recuento de foliculos atrésicos en ovarios de Octodon degus.

Los foliculos atrésicos se clasificaron como primarios, secundarios, terciarios, atrésicos
avanzados y remanentes de zona pellcida. Los datos se expresaron como el promedio +
EE.
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4.3.- ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO

Con el fin de estudiar el grado de apoptosis en los foliculos atrésicos se detecto, a través de
un estudio inmunohistoquimico, la expresion de la proteina caspasa-3, una de las caspasas

efectores responsables del clivaje de proteinas durante la muerte celular por apoptosis.

En hembras de los tres grupos etarios se observd inmunotincion en el citoplasma de los
cuerpos apoptoticos de foliculos terciarios atrésicos. En los foliculos terciarios tempranos la
inmunotincion, en los cuerpos apoptoticos, se detectd entre las células de la granulosa normales,
mientras que en aquellos foliculos con un antro bien desarrollado los cuerpos apoptéticos
inmunotefiidos se observaron hacia el antro (Figura 4.11A). En algunos foliculos positivos para
caspasa-3 se observé reinicio de meiosis o alteraciones en la membrana nuclear. En algunos
cortes se detectd inmunotincion en ovocitos en estado de degeneracion (Figura 4.11B). En los
ovarios de las hembras de 4 meses y en el de la hembra de 2-6 afios de edad se observé

inmunotincion en los cuerpos luteos (Figura 4.11C).
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FIGURA 4.11: Fotomicrografia de foliculos
en cortes histoldgicos de ovarios de Octodon
degus, inmunotincién para capsasa-3.

A) Foliculo terciario atrésico con abundantes
cuerpos apoptéticos hacia el antro, con
marcacion positiva para caspasa-3 (punta de
flecha). B) Se observé inmunotincion en
ovocitos, en estado de degeneracion,
inmersos en el estroma (flecha). C) Cuerpo
IUteo con inmunotincion en gran parte de sus
células poligonales. Barra de escala: A-C=
100 pm.
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CAPITULO 5: DISCUSION

5.1.- MORFOLOGIA

En este trabajo se ha estudiado la foliculogénesis en tres grupos etarios, comprobandose
que los distintos tipos de foliculos sanos, foliculos atrésicos y cuerpos luteos tienen similares
caracteristicas. Como casi todas las hembras han alcanzado la madurez reproductiva y mantienen
la ciclicidad, no se observan diferencias importantes en los tipos foliculares encontrados en las
hembras. La morfologia de estas estructuras parece ser similar a la descrita en otros mamiferos
[19, 36, 51, 52, 53, 54, 55].

En la histologia se observo que la glandula intersticial estaba menos desarrollada en las
hembras adultas jovenes (4 meses y 6-7 meses de edad) que en las hembras de edad avanzada. El
estroma ovarico no es un componente estatico del ovario, su aspecto esta relacionado con el
desarrollo y atresia folicular. En roedores el destino de las células tecales de los ovarios atresicos
es la formacion de la glandula intersticial, cuyas principales caracteristicas son la presencia de
gotas de lipidos en el citoplasma, organelos bien desarrollados y enzimas necesarias para la
produccion de hormonas esteroideas [36]. A diferencias de otros mamiferos, en roedores la
glandula intersticial no es una estructura transitoria, al contrario, se acumula y pasa a ocupar el
lugar del estroma ovarico [36]. En las hembras de edad avanzada, un mayor nimero de foliculos
ha experimentado atresia a lo largo de su vida, en comparacion a las hembras jovenes, y ha dado

origen a esta estructura que ocupa gran parte del estroma.

5.2.- DIAMETRO FOLICULAR

No se observaron diferencias significativas en los didmetros de los foliculos sanos,
foliculos atrésicos y cuerpos luteos, entre grupos. Aun cuando no se observaron diferencias
estadisticamente significativas en el recuento y didmetros de los foliculos terciarios, las hembras

de 6-7 meses presentaron valores menores en comparacion a los otros grupos, posiblemente
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porque los animales de este grupo no estaban en la misma fase del ciclo estral y/u ovarico. En ese
grupo en particular hay un ovario que tiene foliculos terciarios mas pequefios (en promedio 139
um) que el resto de los ovarios del mismo grupo, contribuyendo al menor promedio, esta
diferencia podria deberse a que las hembras no hayan estado cursando la misma fase del ciclo
estral y ovarico. Como el tamafio de la poblacién fue pequefio, las muestras que poseen un
numero o diametro folicular considerablemente menor al resto tienen una gran influencia en el

promedio final del grupo.

En general, se observa un aumento del diametro en relacion al estadio del desarrollo
folicular siendo menor en los foliculos primordiales y mayor en los foliculos terciarios, esta
diferencia se debe a que a lo largo de su desarrollo el foliculo experimenta el crecimiento del
ovocito, cambio de forma y proliferacion de las células de la granulosa, y formacion del antro,
variables que determinan su tamafio. Se determind que el diametro folicular aumenta de
aproximadamente 19 um (foliculo primordial) hasta méas de 600 um (foliculo terciario). Ademas,
se observd un amplio rango de didmetros en un mismo tipo folicular, debido al crecimiento del
ovocito, proliferacion de las células de la granulosa y acumulacion de liquido folicular segun el
estadio de desarrollo (por ejemplo, un foliculo secundario podria tener un diametro de 50 um
hasta 170 um). ElI aumento de tamafio de los foliculos primarios esta dado principalmente por el
crecimiento del ovocito que ocurre durante toda esta etapa. En los foliculos secundarios influye
mayoritariamente la proliferacion de las células de la granulosa, estos foliculos tienen de 2 a 6
capas de celulas, ademas, continda el crecimiento del ovocito. En el caso de los foliculos
terciarios, el crecimiento se debe, en un principio, a la proliferacion de las células de la granulosa

y en los foliculos terciarios avanzados, a la acumulacion de liquido folicular.

Se observo un aumento del diametro del ovocito y la vesicula germinativa a través de los
distintos estadios de desarrollo folicular, el menor promedio se obtuvo en dlos foliculos
primordiales y el mayor en los foliculos terciarios. El didmetro ovocitario aumento de
aproximadamente 15 um a alrededor de 60 um. Se detecto que el crecimiento de los ovocitos fue
mayor en los estadios de foliculo primario y foliculo secundario, en estos tipos foliculares la
mayor medicion podia llegar a doblar el valor de la minima medicion. Cuando los foliculos
primordiales salen del reposo e inician su crecimiento, el ovocito comienza a aumentar su tamafio

considerablemente, a la vez que las células somaticas que lo rodean se hacen cubicas y se dividen
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[56]. El aumento de tamafio del ovocito se acompafia de un aumento en la activacion de genes, en
el contenido de ARN, en la velocidad de sintesis de proteinas e hiperplasia de los organelos [2,
57]. Los ovocitos habran completado gran parte de su crecimiento al llegar al estadio de foliculos
terciario/antral, ademas de adquirir la capacidad de reanudar la meiosis, aunque sélo lo hara ante
el pico ovulatorio de LH, en que ocurre un aumento notorio en los niveles circulantes de esta
hormona [14]. En la fase de foliculo antral hay un minimo crecimiento del diametro del ovocito,

pero éste se traduce en un aumento significativo del volumen ovocitario [14].

Se intentd establecer si existen similitudes entre las mediciones obtenidas para el Octodon
degus y el diametro folicular en otros ratones de laboratorio, para esto se consideraron los valores
obtenido en las hembras de edad avanzada ya que en este grupo todas los animales estaban en la
misma fase del ciclo ovérico (fase lutea). Respecto a los foliculos primordiales (19.91 + 0.12)
pum) el Octodon degus se asemeja a lo descrito en otros ratones (B6D2/F1) (17 um) [53]. El
tamafio de los foliculos primarios (35.44 £ 0.64 um) es similar a lo descrito en otros ratones (31 £
2 um) [58]. El tamafio de los foliculos secundarios (93.73 + 2.17) es menor a lo descrito en la
literatura (104 pm) [53]. El diametro de los foliculos terciarios en el Octodon degus (270.16 +
40.62) es mayor a lo encontrado en la bibliografia (200 + 6.5 um) [58]. Puede ser que esta
comparacién no sea exacta, dado que el namero de animales de ambos grupos no es el mismo,

ademas que pueden estar cursando distintas fases del ciclo estral.

5.3.-RECUENTO FOLICULAR

Se observd un mayor porcentaje de foliculos atrésicos en las hembras de edad avanzada
(alrededor del 18% de la poblacidn folicular), en relacion al menor numero total de foliculos en
estas hembras. El andlisis estadistico mostré diferencias significativas en el nimero de foliculos
primordiales y foliculos primarios. En el caso de los foliculos primordiales, el mayor ndmero lo
presentaron las hembras de 4 meses de edad, mientras que el menor nimero fue de las hembras
de 2-6 afos. En ratones los foliculos primordiales se forman en los dias posteriores al nacimiento,
el nimero de foliculos que se formen sera fijo y determinara la reserva de foliculos en reposo

para toda la vida reproductiva [1]. Conforme la hembra envejece estos foliculos salen del reposo
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y comienzan su crecimiento, pero solo un pequefio numero de ellos ovulara, la mayoria de los
foliculos morira, poblacion representada por los foliculos atrésicos, por ello la reserva de
foliculos primordiales se vera disminuida con los afios [35]. Las hembras de 6-7 meses de edad,
presentan un numero estadisticamente mayor de foliculos primarios que los otros dos grupos.
Esta diferencia podria deberse a que si bien el crecimiento de los foliculos pre-antrales no
depende de las gonadotrofinas, la concentracion de FSH, al menos, favorecerian su crecimiento
[14]. Esta hormona tendria un efecto en la maduracion folicular, especificamente en la
transformacion de las células pre granulosas planas en células de la granulosa cubicas. Por ello
altas concentraciones de la FSH, alcanzadas una vez establecida la madurez reproductiva,
estarian relacionadas con una mayor activacion de los foliculos en reposo (y por tanto, un mayor
formacion de foliculos primarios) [29, 59, 60, 61]. Ademas la salida del reposo de los foliculos
primordiales depende de la edad de la hembra, serd mayor el nimero de foliculos reclutados que
inicien su crecimiento en hembras jévenes en comparacion con hembras de edad avanzada que

tienen un menor numero de estos foliculos [62].

La ausencia de diferencias importantes en el nimero y diametro de los foliculos
secundarios y terciarios entre los grupos se puede deber, principalmente, a que todas las hembras

habian comenzado a ciclar y mantenian sus ciclos (incluso las de edad avanzada).

Se observaron diferencias significativas en el nimero de cuerpos luteos (CL), que fueron
considerablemente mayores en las hembras de edad avanzada. En el grupo de 4 meses, dos de los
tres ovarios utilizados tenian cuerpos luteos, pero pocos (2 y 3 en cada ovario); en el grupo de 6-7
meses, dos hembras exhibieron CL en regresion, las otras exhibieron dos y diez CL,
respectivamente. EI menor nimero de cuerpos luteos presentes en algunos ovarios podria deberse
a las condiciones de cautiverio y/o al estar cursando distintas fases del ciclo ovarico al momento
de ser sacrificadas. Es importante mencionar que las hembras utilizadas en este estudio fueron
mantenidas en jaulas con miembros de su mismo sexo (solo hembras), y a los 6 meses, cuando
habian alcanzado el tamafio adulto, se cruzaron hembras y machos. Si bien esta descrito que el
Octodon degus comienza a ciclar alrededor de las 12-16 semanas de vida, se sabe que el inicio de
la pubertad en roedores puede verse afectado por factores como el contacto con el macho, la
duracién del dia y la temperatura [63]. Incluso en roedores que son ovuladores espontaneos, la

ovulacion se ve favorecida por el contacto con el macho, la exposicion de hembras jovenes a
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machos adultos o su orina puede apresurar el inicio de la pubertad, mientras que la exposicién a
hembras adultas o su orina puede retardarla, ademas la ausencia del estimulo masculino
contribuye a que los primeros ciclos sean irregulares e, incluso, anovulatorios [63, 64]. En
hembras mantenidas en jaulas con miembros del mismo sexo, se ha observado que la ovulacion
espontanea es irregular y, cuando se presenta, se liberan menos ovocitos que en hembras que se
mantienen en jaulas aisladas. Por otra parte, hembras que eran puestas en contacto con la orina
del macho, muestran un aumento de los ovocitos liberados [65]. De hecho en este estudio una de
las hembras de 7 meses fue la Gnica del grupo 6-7 meses que presentd un ndmero mayor (10) de
cuerpos ldteos, podria suponerse que el contacto con el macho favorecid la regularidad de la
ovulacion. Se desconoce en qué etapa del ciclo ovarico (fase folicular o fase lutea) se
encontraban las hembras al momento de ser sacrificadas, pero en el caso de las hembras de 6-7
meses podemos suponer que pasaban por distintas etapas (fase folicular o fase lutea), ya que en

algunos ovarios no se encontraron CL bien desarrollados.

La edad estimada de las hembras de edad avanzada es entre 2 y 6 afios. Segun la
bibliografia el Octodon degus mantiene sus ciclos hasta los 4-4.5 afios, por lo que se esperaba que
algunas hembras de ese grupo hubiesen perdido la ciclicidad pero esto no ocurri6 [48]. Todas las
hembras de este grupo presentaron cuerpos luteos y en similar cantidad, de ello se desprende que
aun son reproductivamente maduras, aunque se desconoce si sus ciclos son regulares.
Independiente de que todas mantengan la madurez reproductiva, se estimé que animales eran de
mayor edad (6 afios) segun la poblacion de foliculos primordiales, los menores recuentos fueron
de 263 y 330 foliculos.

El promedio de cuerpos luteos en las hembras de edad avanzada fue de 12, a partir de esta
informacion podemos inferir que el Octodon degus, alcanzada la madurez reproductiva, ovula en
promedio 12 foliculos. Si bien no se encontré informacion bibliogréafica sobre el nimero de
foliculos ovulados por ciclo en esta especie, si se sabe que dan a luz hasta 10 crias por camada,

numero que puede servir como indicador sobre cuantos foliculos son ovulados en cada ciclo.
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5.4.- ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO

El estudio inmunohistoquimico reveld marcacion en los cuerpos apoptéticos de los
foliculos terciarios atrésicos, Unico tipo folicular que mostro la presencia de cuerpos apoptoticos
en la histologia y no se detectd diferencias importantes entre las distintas edades. Se intento
detectar la actividad de las enzimas aromatasa y 3 beta-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3p-
HSD) pero no se obtuvo marcacién. Se descartaron problemas con los reactivos utilizados o el
protocolo de la técnica, ya que los controles (ovarios de hamster y conejo) si marcaron. Por otra
parte los anticuerpos utilizados estaban indicados para su uso en raton, por lo que esa variable
también se descartd. Se infirié que el problema fue la fijacion, los ovarios utilizados en este
estudio estaban fijados en Bouin acuoso mientras que los controles en Bouin Hollande (fijador
recomendado: formalina 3%). Por disponibilidad de muestra no fue posible intentar otros
métodos de fijacién para determinar el mas indicado para el uso de estos anticuerpos en el
Octodon degus, pero al menos se tiene como referencia que el Bouin acuoso no seria la mejor

opcion; sin embargo, esto debe someterse a prueba.

5.5.- COMPARACION CON HEMBRA PRE PUBER

De forma adicional a los objetivos planteados se realizo el recuento folicular de un ovario
de una hembra de 2 meses, edad a la que ain no han empezado a ciclar. Las caracteristicas
morfoldgicas de los foliculos son iguales que las descritas para los grupos en estudio. Tal como
se esperaba, el nimero de foliculos primordiales (5169) fue mayor a los grupos de este estudio.
El nimero de foliculos primarios (662) fue similar a las hembras de 4 meses y 2-6 afios, y menor
que las hembras de 6-7 meses. EI nimero de foliculos secundarios (12) fue considerablemente
menor que en los grupos en estudio. EI numero de foliculos terciarios (8) fue levemente mayor
que en el grupo de 6-7 meses (6) y menor que en los otros dos grupos. Es destacable la ausencia
de cuerpos luteos, relacionado con que a esta edad no hay ovulacion. Respecto a los foliculos
atresicos, el nimero de foliculos primarios atresicos (9) es similar a los grupos en estudio, no se

observaron foliculos secundarios atrésicos, mientras que el ndmero de foliculos terciarios
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atrésicos (10) y foliculos atrésicos avanzados (5) fueron menores, en relacion a que hay un menor
numero de foliculos en crecimiento. Es destacable el poco desarrollo de la glandula intersticial en

comparacion con las hembras de mayor edad (Figura 5.1).

5.6.- VOLUMEN OVARICO

Se establecio si existe alguna relacion entre el nimero de foliculos/edad de la hembra vy el
volumen del ovario. El volumen del ovario se calcul6 utilizando la férmula para un elipsoide
prolato o alargado (largo x ancho x alto x 0.523) y fue expresado en ml® [66]. Se observé un
aumento del volumen ovérico a mayor edad de la hembra y a menor numero de foliculos
primordiales (Figura 5.2). Consecuentemente, la hembra de 2 meses, reproductivamente
inmadura (pre puber), tiene el menor volumen ovarico. En este grupo si bien hay un mayor
numero de foliculos primordiales, los foliculos en crecimiento parecen estar menos desarrollados
(no se realiz6 medicion del diametro folicular en este ovario) y no hay cuerpos lGteos. Por su
parte las hembras de 2-6 afios, si bien presentan el menor nimero de foliculos primordiales,
tienen el mayor volumen ovarico coincidiendo con un mayor nimero de cuerpos lateos. Las
hembras de 4 meses y 6-7 meses de edad, presentan volimenes intermedios en relacion a los
otros dos grupos, ya que si bien han alcanzado la pubertad la cantidad de cuerpos lGteos que
exhiben es menor. Si bien a medida que la hembra envejece el ovario cuenta con menos foliculos
primordiales, el desarrollo folicular alcanza estadios mas avanzados (terciario temprano v/s
terciario avanzado) y al haber ovulacion se desarrollan cuerpos luteos, factores que contribuyen
al aumento del tamafio del ovario con la edad, al menos mientras la hembra este
reproductivamente madura. Una vez alcanzada la senescencia reproductiva debiese haber una
disminucion del volumen ovarico, ya que el crecimiento folicular se ve limitado (al disminuir el

estimulo de las gonadotrofinas), no hay ovulacion y, por tanto, no se forman cuerpos l(teos.

Este trabajo da una idea general de la foliculogénesis en el roedor Octodon degus. Se
observo que las caracteristicas morfoldgicas de los foliculos se mantienen en las distintas edades,
y son similares a otros mamiferos. Como era de esperarse el namero de foliculos primordiales

disminuye considerablemente a medida que las hembras envejecen. Debido a que todas las
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hembras habian alcanzado la pubertad y mantenian sus ciclos estrales/ovaricos, no se observaron
diferencias importantes en los diametros foliculares. Para una mejor caracterizacion de la
foliculogenesis en esta especie y la obtencion de diferencias mas marcadas, seria interesante
realizar un estudio que incluya un mayor tamafo de muestra, hembras que cursen la misma fase
del ciclo estral, y de edades mas “extremas” (hembras pre puberes, hembras que hayan alcanzado
la madurez reproductiva y tengan ciclos regulares, y hembras de edad avanzada que hayan
perdido la ciclicidad). Ademas se realizar un estudio inmunohistoquimico para detectar la
expresion de las enzimas aromatasa y 3B-HSD, y establecer el mejor método de fijacion para

estas especies.
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FIGURA 5.1: Desarrollo de la glandula intersticial en cortes histolégicos de ovarios de
Octodon degus, tefiidos con tricrdmico de Arteta

La glandula intersticial (flecha) estd menos desarrollada en el ovario de la hembra de 2 meses (A)
gue en los ovarios de las hembras de 4 meses (B), 6-7 meses (C) y 2-6 afios de edad (D). Barra de
escala: A= 320 um, B-D= 400 micras.
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FIGURA 5.2: Volumen del ovario en hembras de Octodon degus

El volumen del ovario se calculé utilizando la formula para un elipsoide prolato o
alargado (largo x ancho x alto x 0.523).
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CAPITULO 6: CONCLUSIONES

En este trabajo se obtuvieron los siguientes hallazgos:

No existen diferencias en la morfologia de los distintos tipos foliculares (sanos y

atrésicos) y cuerpo luteo entre las hembras de los tres grupos en estudio.
La glandula intersticial esta menos desarrollada en las hembras adultas jovenes.
La morfologia de los foliculos y el cuerpo lateo es similar a la de otros mamiferos.

Hay una disminucion notoria de foliculos primordiales a medida que la hembra envejece,
relacionado a que un mayor nimero de estos foliculos ha iniciado su crecimiento y al no

ser ovulados, experimentan atresia.

Hay un menor numero de foliculos primarios en las hembras de 4 meses y en las de 2-6
afos de edad que en las de 6-7 meses, porque la salida de los foliculos del reposo depende

de la edad de la hembra.

No hay diferencias en el didmetro de los foliculos sanos, foliculos atrésicos o cuerpos

lUteos.

Hay un aumento del diametro de los foliculos a medida que avanza el desarrollo folicular
por transformacion de las células somaticas de planas a cubicas, crecimiento del ovocito,

proliferacion de las células de la granulosa y formacion del antro.

El didmetro ovocitario aumenta a medida que avanza el desarrollo folicular
principalmente en los foliculos primarios y secundarios, consecuente con la salida de los
foliculos del reposo e inicio de su crecimiento, que alcanza la madurez (tamafio maximo)

en la transicion de foliculo pre-antral a antral.

El volumen de los ovarios aument6 con la edad de las hembras. A pesar que las hembras
de edad avanzada tienen un menor numero de foliculos, poseen un mayor nimero de

cuerpos lateos que determinan el mayor volumen/tamafio de sus ovarios.
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En base a lo anterior, se concluye que la foliculogénesis en el Octodon degus es
similar al de otros mamiferos, incluido el ser humano. Estos hallazgos sumado a los antecedentes
de la duracion del ciclo estral (17-21 dias) y presentar fase lutea verdadera hacen de este animal
un buen modelo de investigacién del ciclo reproductivo femenino. Con este trabajo se logra dar
una primera mirada a la foliculogénesis en el Octodon degus, pero se hace necesario seguir

estudiandolo.
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ANEXO

ANEXO 1: PROTOCOLO PROCESADOR DE TEJIDOS

N° de estacion | Reactivos Tiempo

1 ETOH 80 1 hr 15 min
2 ETOH 95 | 1 hr 15 min
3 ETOH 95 11 1 hr 15 min
4 ETOH 95 11I 1 hr 15 min
5 Mezcla | 1 hr 15 min
6 Mezcla Il 1 hr 15 min
7 Butanol | 8 hrs

8 Butanol 11 8 hrs

9 Butanol 111 8 hrs

10 Paraplast Plus I 10 hrs

11 Paraplast Plus 11 10 hrs

12 Paraplast Plus IlI 10 hrs
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ANEXO 2: PROTOCOLO DESPARAFINACION E HIDRATACION

1.- Tres cambios de xilol por 5 minutos cada uno.

2.- Tres cambios de alcohol 100° por 5 minutos cada uno.
3.- Dos cambios de alcohol de 95° por 5 minutos cada uno.
4.- Un cambio de alcohol de 80° por 5 minutos.

5.- Un cambio de alcohol 70° - Li>COgz por 5 minutos.

6.- Un cambio de alcohol 70° por 5 minutos.

7.- Hidratar en dos cambios de agua destilada por 5 minutos cada uno
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ANEXO 3: PROTOCOLO METODO TRICROMICO DE ARTETA

Soluciones:
- Hematoxilina de Harris
- Solucidn Eritrosina 0.5%- Orange G 0.5%
- Acido fosftiingstico 0.5%
- Azul de anilina 1%

1.- Desparafinar e hidratar hasta agua destilada.

2.- Tincién nuclear con Hematoxilina de Harris por 75 segundos.

3.- Lavado en agua corriente por 10 minutos.

4- Lavado en agua destilada por 5 minutos.

5.- Tincién con Orange G-Eritrosina por 30 minutos.

6.- Lavado en agua destilada por 5 minutos.

7.- Colocar en &cido fosfotingstico al 0.5% por 10 minutos.
8.- Lavado en agua destilada por 5 minutos.

9.- Tincién con azul de anilina por 75 segundos.

10.- Tres cambio en alcohol 95° por 1 minuto cada uno.

11.- Tres cambios de alcohol absoluto por 5 minutos cada uno.
12.- Tres cambios de xilol por 5 minutos cada uno.

13.- Montar en Entellan.
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ANEXO 4: PROTOCOLO INMUNOHISTOQUIMICA

1.- Desparafinar e hidratar hasta agua destilada.

2.- Precalentar la solucion buffer Tris EDTA (pH 9) hasta que alcance una temperatura cercana a
los 100°C.

3.- Recuperacidn antigénica con buffer Tris EDTA (pH 9) en vaporera durante 30 minutos.
4.- Enfriar los cortes a temperatura ambiente en un agitador por 20 minutos.

5.- Tres lavados en agua destilada por 5 minutos cada uno.

6.- Incubar en peroxido de hidrégeno al 20% en metano por 30 minutos.

6.- Un lavado en agua destilada por 5 minutos.

8.- Transferir los portaobjetos a la bandeja de tincion para inmunohistoquimica y marcar con

lapiz hidrofobo.
9.- Tres lavados con buffer Tris por 5 minutos cada uno.
10.- Incubar en suero de cabra al 2% en buffer Tris (200 ul/portaobjetos) por 30 minutos.
11.- Incubar en el anticuerpo primario 1:200 (200 ul/portaobjetos) a 40°C durante toda la noche.
12.- Tres lavados en buffer Tris por 5 minutos cada uno.

13.- Incubar en el anticuerpo secundario: anti conejo hecho en cabra 1:500 (200 pl/portaobjetos)

por 1 hora.

14.- Tres lavados en buffer Tris por 5 minutos cada uno.

15.- Incubar en el complejo ABC (200 ul/portaobjetos) por 90 minutos.
16.- Tres lavados en buffer Tris por 5 minutos cada uno.

17.- Incubar en Diaminobencidina (200 ul/portaobjetos) por 10 minutos.

18.- Dos lavado en buffer Tris por 5 minutos cada uno
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19.- Transferir portaobjetos a un canastillo.

20.- Dos lavados en agua destilada por 5 minutos cada uno.
21.- Tefir con Hematoxilina de Harris por 10 segundos.
22.- Lavar en agua corriente por 10 minutos.

23.- Sumergir rapidamente en agua destilada.

24.- Dos lavados en agua destilada por 5 minutos cada uno.
25.- Un cambio de alcohol 50° por 5 minutos.

26.- Un cambio de alcohol de 70° por 5 minutos.

27.- Un cambio de alcohol de 80° por 5 minutos.

28.- Dos cambios de alcohol de 95° por 5 minutos cada uno.
29.- Tres cambios de alcohol absoluto por 5 minutos cada uno.
30.- Tres cambios de xilol por 5 minutos cada uno.

31.- Montar en entellan.
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