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Resumen

El objetivo de esta tesis fije evaluar el efecto de la administración de un agonista de

Gan-I (Acetato de Leuprolide, LA) sobre la apoptosis y la esteroidogénesis ovárica. Se

administró dietilestilbestrol (DES) a ratas prepúberes para obtener una población de

folículos antrales tempranos. Por otro lado, se utilizó un modelo de ratas inmaduras

superovuladas con gonadotrofinas (PMSG: gonadotrofina de suero de yegua preñada)

con el objetivo de estimular la foliculogénesis hasta el estadío de folículos

preovulatorios; parte de estos animales fiJeron tratados in vivo con LA tanto en forma

crónica como aguda.

En folículos preovulatorios, LA produce un efecto directo inhibitorio sobre el desarrollo

folicular, causando una disminución del número de folículos reclutados por las

gonadotrofinas o bien llevando a la atresia a un mayor número de los mismos. Tanto el

efecto in vivo como ¡n vitro de LA produce un aumento de la apoptosis en los folículos

preovulatorios provenientes de ratas tratadas con PMSG y este efecto es revertido

parcialmente in vitro por EGF. El IGF-l y el FGF fiieron capaces de inhibir

completamente el efecto estimulatorio de la apoptosis inducida por el agregado in vitro

de LA. Con respecto a la familia de BCI-2, LA disminuye la estabilidad de la isoforrna

antiapoptótica (Bcl-xL), favoreciendo la apoptosis. LA aumenta los niveles de

progesterona tisular y disminuye los niveles de estradiol sérico; no modifica los niveles

de la enzima P450 scc pero aumenta el contenido de la StAR en folículos

preovulatorios.

En folículos antrales tempranos, FSH supn'me parcialmente la apoptosis inducida por

LA. En presencia del agonista, EGF, FGF e lGF-l no son capaces de rescatar a los

folículos de la apoptosis. Teniendo en cuenta las diferencias entre el efecto de FSH y los

factores de crecimiento, se sugiere la existencia de un mecanismo complejo de

transducción de señales para FSH en la prevención de la apoptosis que utilizaría un

mecanismo de sobrevivencia que incluye señales diferentes a las usadas por los factores

de crecimiento.

En conclusión, GnRH-a sen'a un modulador atretogénico intraovárico que interfiere en

el desarrollo folicular.
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INTRODUCCION



I. El ovario

I. I. Morfología del ovario

En los mamíferos, los ovarios son órganos que se localizan en la zona abdominal.

Extemamente, se encuentran rodeados de un epitelio cúbico simple o epitelio

celómico; por debajo una capa delgada de tejido conectivo denso (falsa albugínea) y

luego, una zona cortical, que comprende el estroma ovárico (formado por tejido

conectivo laxo, fibroblastos y precursores de células tecales) y folículos en distintos

estadios de maduración, folículos atrésicos y cuerpos lúteos. También, se encuentra

una zona medular que se encuentra muy vascularizada, inervada y con células

musculares y tejido conectivo laxo (Byskow y col., 1988; Bloom y col., 1986).

Extemamente, está recubierto por serosa y en algunas especies, como en el caso de los

roedores, por tejido adiposo.

En muchos mamíferos, el ovario es un ovoide pequeño y aplanado, de estructura

compacta y con una superficie relativamente lisa. Al alcanzar la edad reproductiva, el

órgano comienza a engrosarse, debido al crecimiento de los folículos, y aparecen

protusíones sobre su superficie a medida que los folículos maduran. En animales con

ovulación múltiple, como la rata, con varios folículos desarrollándose

simultaneamente, la apariencia de la glándula es semejante a un racimo de uvas. En

cambio, en otros animales, como el caballo, la oveja y los primates, el contorno

normal del ovario se halla sólo localmente alterado (por ejemplo, por un cuerpo lúteo

o un folículo de De Graff).

En el ovario adulto, las garnetas no son liberadas continuamente desde el ovario, sino

en forma recurrente a intervalos de tiempo que son especie-especificos; por ejemplo,

4-5 días en la rata, 28 dias en la mujer, etc. Los ovocitos se encuentran rodeados por

una o varias capas de células de múltiples funciones, que crecen gradualmente en

número y forman eventualmente un folículo esférico lleno de liquido. En general, se

observan tantos folículos como ovocitos, pero se encuentran simultaneamente en un

amplio rango de tamaños y estadios de desarrollo. Los mecanismos involucrados en el

crecimiento de los folículos actúan, en un mismo momento, sobre una pequeña

proporción de folículos. De esta pequeña población que comienza crecer, sólo uno o

unos pocos alcanzarán el tamaño especie-especifico máximo que permita la ruptura y



liberación de la gameta desde el ovario; el resto de los folículos que iniciaron el

crecimiento se perderán por mecanismos que los conducen a la atresia.

1.2. Desarrollo Folicular

La función del folículo ovárico es la de proveer el sistema de soporte necesario para

que la célula germinal femenina, el ovocito, adquiera la capacidad para unirse a una

célula germinal masculina, el esperrnatozoide, para producir un embrión capaz de

desarrollarse hasta llegar al nacimiento. Además, sintetizan las hormonas sexuales

femeninas que regulan la fiinción reproductiva. Las células somáticas del folículo

participan de varias maneras para cumplir esta función esencial para la reproducción y

la supervivencia de las especies. Inicialmente, proveen los requerimientos nutritivos

del ovocito que crece. Luego, controlan la maduración nuclear y citoplasmática de los

ovocitos en folículos seleccionados para la ovulación y contribuyen a la atresia y

destrucción de los ovocitos en los folículos no seleccionados. Estos efectos directos de

las células foliculares sobre el desarrollo y destino de los ovocitos que circundan son

mediados por cambios que producen en el microambiente del folículo, principalmente

a través de hormonas y factores de crecimiento que secretan al fluido folicular que

rodea al ovocito. Además, células foliculares especializadas (células del cúmulus) que

forman la capa más interna que rodea al ovocito, están metabolicamente acopladas a

él, a través de uniones estrechas (“gap junctions”), que permiten la entrada de

nutrientes y moléculas regulatorias al ooplasma.

El desarrollo de los folículos comienza con la formación de los folículos primordiales

en la etapa prenatal; tras el nacimiento, el proceso se interrumpe, y continúa en un

período que transcurre desde la pubertad a la menopausia. La clasificación de los

folículos puede estar basada en los cambios morfológicos observados durante su

desarrollo o en el tamaño o diámetro folicular, o en el número de capas de células de

la granulosa, y varía según los autores; algunos los clasifican como folículos

primordiales, primarios, secundarios y de De Graaf (Bloom y col., 1986); otros, como

folículos primordiales, primarios, secundarios, y terciarios tempranos y tardíos (Banka

y col., 1985).



1.2.1. Folículo primordial

El folículo primordial está compuesto por un ovocito, arrestado en el estadío de

diplotene de la profase meiótica, rodeado por una capa de células planas epiteliales

llamadas células de la granulosa. Carece de células de la teca y tejido conectivo. Los

folículos primordiales representan un reservorio de folículos en estado de reposo que

disminuyen a lo largo de la vida reproductiva. La iniciación del crecimiento folicular

es un proceso continuo e independiente de la acción de gonadotrofinas (Peters y col.,

1973). En ausencia de influencias hipofisiarias, el folículo puede alcanzar el estadío

preantral temprano.

1.2.2. Folr'culoprimario

La transformación de folículo primordial en folículo primario, ocurre durante la vida

fetal; el ovocito aumenta de tamaño y la capa de células foliculares cambia su

morfología de plana a cúbica en roedores (Balinsky, 1984; Richards, 1980; Bloom y

col., 1986). En humanos, desde el quinto mes de vida fetal hasta la menopausia, la

maduración folicular es continua. Es decir, todos los estadios de desarrollo folicular,

incluyendo folículos primordiales, se pueden observar en los ovarios de niñas (Yeh,

2001). Entre el ovocito y las células foliculares, se desarrolla un espacio en el cual

penetran microvellosidades del oolema y de las células foliculares vecinas; se

acumula en ese espacio un material amorfo sintetizado por el ovocito y células

foliculares llamado zona pelúcida. La zona pelúcida es una capa glicoproteica que

envuelve las microvellosidades del ovocito y de las células foliculares. Los folículos

primarios representan un reservorio de gametas durante el período fértil de la hembra.

1.2.3. Folículo secundario

La transformación del folículo primario a secundario, implica la transfomlación de

células foliculares que forman un epitelio estratificado alrededor del ovocito,

llamándose células de granulosa. (Bloom et al, 1986). Estas células poseen uniones

estrechas (“gap junctions”) que permiten el acople metabólico del epitelio, asegurando



la nutrición de las capas más internas (Rabinovich, 1980; Balinsky, 1984, Bloom y

col., 1986). Por fiiera de la lámina basal que separa las células de la granulosa del

estroma, se diferencia una teca incipiente. Además, en esta etapa se completa la

maduración de la zona pelúcida (Rabinovich, 1980; Balinsky, 1984; Bloom y col.,

1986). La zona pelúcida madura posee glicoproteínas, mucopolisacáridos, ácido

siálico y ácido hialurónico. Las células de granulosa del folículo secundario tienen la

capacidad potencial de sintetizar los tres tipos de esteroides ováricos (progestágenos,

andrógenos y estrógenos) en cantidades limitadas. Sin embargo, se produce más

estrógenos que andrógenos o progestágenos (Hillier y col., 1977). La enzima

aromatasa cataliza la conversión de andrógenos a estrógenos (aromatización) y es el

factor limitante de la producción ovárica de estrógenos. La enzima es inducida por la

FSH (Moon y col., 1978), de modo que la producción de estrógenos está limitada, en

parte, por el número de receptores para esta hormona. Las células de granulosa en el

folículo secundario poseen receptores específicos de FSH y, en presencia de la

hormona, el folículo puede aromatizar pequeñas cantidades de andrógenos y generar

su propio microambiente estrogénico (McNatty y col., 1979). La FSH se combina con

lo estrógenos para ejercer un efecto mitogénico sobre las células de granulosa

(Goldenberg y col., 1972). El destino del folículo secundario (preantral) depende de

un delicado balance de esteroides. Es decir, en bajas concentraciones, los andrógenos

aumentan su propia aromatización y contribuyen a la producción de estrógenos. En

concentraciones más altas, la capacidad limitada de aromatización es sobrepasada y el

folículo deviene androgénico y se transforma en atrésico. La atresía, al igual que el

comienzo del crecimiento folicular, es un proceso continuo. Es posible que los

folículos progresen en su desarrollo sólo si emergen cuando la FSH está elevada y la

LH baja.

1.2.4. Folículo terciario

En el folículo terciario (antral), las células de la teca se dividen en dos capas: una

interior, glandular y vascularizada, llamada teca interna; y otra exterior, formada por

tejido conectivo y células del músculo liso, denominada teca externa. En cambio, las

células de granulosa son avasculares hasta después de la ovulación. Una membrana,

compuesta por colágeno tipo lV, larnininay fibronectina, separa a esta capa de la teca



interna. Bajo la influencia de los estrógenos y la FSH, se produce un aumento de la

producción de fluido folicular, que empieza acumularse en los espacios intercelulares

de las células de granulosa hasta que se forman los cuerpos de Call-Exner que

corresponden a áreas de licuefacción o productos de secreción de celular. Estos

cuerpos aumentan de tamaño, confluyen entre sí y dan origen a una cavidad llamada

antro. El fluido folicular provee el medio en el cual el ovocito y las células de

granulosa que lo rodean pueden nutrirse en un ambiente endócrino para cada folículo.

Algunas sustancias que se encuentran en el fluido folicular son proteínas plasmáticas,

enzimas intra y extracelulares, proteoglicanos, esteroides, hormonas proteicas

hipofisiarias y factores no esteroideos (Chang y col., 1976; Edwards, 1974; McNatty,

1979). Las proteínas plasmáticas, las gonadotrofinas y la prolactina alcanzan el

ultrafiltrado antral por difusión desde los espacios vasculares externos a la membrana

basal. Los proteoglicanos provienen de las células de granulosa cuya secreción

depende de FSH y se cree que participan en el mantenimiento del antro mediante el

aumento de su viscosidad. Ciertos esteroides son secretados por las células de la teca

y por células intersticiales y difunden a través de la membrana basal hacia el antro.

Los estrógenos son producidos por las células de granulosa, aunque las variaciones

interfoliculares en las niveles hormonales del antro sugieren que la regulación se

debería a mecanismos más complejos que la difusión.

El microambiente dado por el antro permite el acceso de hormonas como FSH y LH

hasta sus receptores celulares, pemiitiendo amplificaciones de señales. Por lo tanto, en

el ovario, folículos contiguos pueden estar en diferentes estadios de crecimiento, pero

todas las células de un folículo determinado están inmersas en el mismo ambiente. La

presencia de estrógenos y FSI-l en el fluido antral es esencial para la proliferación de

las células de granulosa y para el crecimiento folicular continuo (McNatty y col.,

1979). Los folículos antrales que tienen mayor proliferación celular, poseen altas

concentraciones de estrógenos y menor relación andrógenos/estrógenos, permitiendo

una mayor probabilidad de mantener un ovocito viable. En caso contrario, si existe un

ambiente androgénico, promueve la degeneración del ovocito.

La síntesis de hormonas esteroideas parece estar compartirnentalizada dentro del

folículo. Si bien cada compartimento retiene la capacidad de producir andrógenos,

estrógenos y progestágenos, la actividad de la aromatasa de las células de granulosa

excede en gran medida a la observada en células tecales (McNatty y col. 1979; Hillier



y col. 1989), carentes de receptores para FSH. Entonces, las células de granulosa

muestran una producción preferencial de estrógenos, mientras que la síntesis de

andrógenos predomina en células tecales (McNatty y col. 1980). La biosíntesis de

estrógenos dada por ambos tipos de células dio origen a la hipótesis “dos células, dos

gonadotrofinas” (Fortune and Armstrong, 1977) (Figura 1). LH estimula la síntesis

de andrógenos a partir del colesterol en las células tecales. Los andrógenos difunden a

través de la lámina basal por medio de una red de capilares y se convierten en

estrógenos por medio de la enzima aromatasa inducida por FSH en las células de

granulosa (Moon y col., 1978). Además, la progesterona liberada por las células de

granulosa en respuesta a gonadotrofinas, puede difundir hacia las células tecales

convirtiéndose en sustrato para la síntesis de andrógenos. Aunque la actividad de la

aromatasa es principalmente estimulada por FSH, estudios in vitro en células de

granulosa provenientes de ratas inyectadas con FSH mostraron que LH también

estimula directamente la producción de estrógenos.
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Figura 1. Esquema que describe la hipótesis de dos células-dos gonadotrofinas.

(Modificado de Fortune and Armstrong, 1977)



1.2.5. Selección delfolículo dominante

Los estrógenos ejercen un efecto positivo sobre la acción de FSH dentro de los

folículos que están madurando, pero la retroalimentación negativa que producen sobre

la liberación de FSH a nivel hipotálamo-hipófisis puede servir para evitar que otros

folículos sigan madurando (Zeleznik, 1981). La disminución de FSH provocaría un

descenso de la actividad de la aromatasa dependiente de FSH y como consecuencia

limitando la disponibilidad de estrógenos en los folículos menos maduros. Esto

llevaría a la disminución de la proliferación de las células de granulosa y al aumento

de andrógenos, provocando una atresia irreversible. El folículo dominante debe

retener una sensibilidad única a la FSH y de esa manera aumentar la proliferación de

células de granulosa, permitiendo una mayor cantidad de receptores para esta

gonadotrofina. Los folículos seleccionados tendrán un aumento de estrógenos que es

mucho mayor que los folículos restantes. Además, estos folículos seleccionados

tendrán una mayor cantidad de células de granulosa y una mayor vasculatura de la

teca, permitiendo una entrada preferencial de FSH a estos folículos. Por lo tanto, los

folículos dominantes tiene la ventaja de tener mayor número de receptores para FSH y

poseer un fácil acceso para esta hormona. Bajo el estímulo de FSH y en presencia de

estrógenos, las células expresan receptores para LH y prolactina, en la rata (Zeleznik y

col. 1974; Wang y col. 1979). La síntesis de estrógenos provoca la estimulación del

pico de LH e induce la expresión de receptores requeridos para la respuesta. Este

mecanismo pemiitiría la selección de los folículos dominantes hasta llegar a la

ovulación.

1.2.6. Mecanismos de retroalimentación

Los mecanismos de retroalimentación involucran esteroides gonadales y compuestos

no esteroideos (inhibina, activina, folistatina). La síntesis de estrógenos está modulada

por mecanismos de retroalimentación que involucran las gonadotrofinas liberadas de

la hipófisis. La secreción de FSH está regulada negativamente por los estrógenos

(Knobil y col. 1974). En bajas concentraciones, la respuesta de FSH es inmediata; y a

altas concentraciones, la supresión de FSH es profunda y sostenida. También, la LH



está regulada por los estrógenos. A niveles bajos y moderados, los estrógenos actúan

negativamente sobre la liberación de la LH. Pero a concentraciones mayores, los

estrógenos regulan positivamente a esta gonadotrofina. Para que se produzca el pico

preovulatorio de LH tanto en el humano como en los roedores, los estrógenos deben

alcanzar un valor de 200 pg/ml aproximadamente (Young y col., 1976).

Por otro lado, la presencia de compuestos no esteroideos presentes en el fluido

folicular influye en la liberación de las gonadotrofinas. Por ejemplo, la inhibina es una

proteína sintetizada por las células de granulosa de rata y humanas, que inhibe la

liberación de FSH de hipófisis (Rivier y col.l986). Esta proteína pertenece a la familia

de péptidos relacionados estructuralmente con el TGF-B y está formada por dos

subunidades, a y B (BA y BB), unidas por puentes disulfiiro (De Jong y col., 1988).

1.2.7. Folículo preovulatorio

En el folículo preovulatorio o folículo de De Graaf, las células de granulosa se

agrandan y adquieren inclusiones lipídicas, mientras que en las células de la teca

aparecen vacuolas y aumenta la vascularización. El ovoeito reasume la meiosis,

acercándose a completar la división reduccional. El folículo aumenta de tamaño, por

aumento de la población de las células foliculares y por la acumulación de fluido

folicular entre las células de granulosa, cuyas uniones intercelulares se vuelven más

laxas.

Los niveles de estradiol se elevan rapidamente por sobre el umbral, estimulando el

pico de gonadotrofinas. LH promueve la luteinización de las células de granulosa y

tecales, lo que resulta en la producción de progesterona por dichas células.

La esteroidogénesis se encuentra modificada entre el momento del pico de LH y la

ovulación. Las altas concentraciones de LH alcanzadas en el momento del pico

preovulatorio causan una disminución de sus receptores, por intemalización

transitoria, en las células de granulosa y tecales (Fortune y Armstrong 1994). El

incremento transitorio de la secreción de estrógenos causa la inhibición, en las células

tecales, de la síntesis de andrógenos, favoreciendo la producción de progesterona. Sin

embargo, luego de la ovulación, las células recuperan su capacidad de responder a la



gonadotrofina; en los roedores, esta recuperación de receptores es estimulada por la

prolactina.

En la rata, se observa un pico preovulatorio de progesterona y 20a-hidroxi­

progesterona cercano al momento del pico de LH. Estos altos niveles de

progestágenos probablemente provengan de las células de granulosa que comienzan a

luteinizarse, aunque se desconoce la contribución de las células tecales. Este aumento

en los niveles de progesterona tiene una importancia fisiológica. Tanto en humano

como en rata, hay evidencias que sugieren que sin el incremento preovulatorio de

progesterona, el pico de FSH que acompaña al de LH no ocurre (March y col. 1979).

La hormona facilita la respuesta a la retroalimentación positiva de los estrógenos,

estimulando el pico de las gonadotrofinas, sólo cuando el aumento en sus niveles

tenga lugar luego de una adecuada exposición a los estrógenos.

En la Figura 2 y 3, se puede observar un esquema donde describe los distintos

estadíos foliculares y su estructura celular durante el desarrollo y crecimiento.
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Figura 2. Estructura y clasificación del folículo ováríco durante su desarrollo y

crecimiento (De Baker y col., 1999).
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